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RESUMO

O armazenamento de saliva para avaliagdo da microbiota bucal muitas vezes é
necessario, principalmente em estudos epidemiolégicos. O objetivo desse estudo foi
avaliar a viabilidade e a variabilidade da microbiota bucal, de amostras de saliva
armazenadas em temperaturas de -20°C e em nitrogénio liquido (N2L), apés 3 e 10
meses. Uma aliquota de cada amostra de saliva estimulada, usando goma de
mascar sem acgucar, foi processada em até 45 minutos apos a sua coleta. As
amostras foram armazenadas seguindo trés métodos diferentes: no primeiro
método, as amostras de saliva foram preparadas com glicerol 10% (G) e mantidas a
-20°C durante 8 horas e entdo armazenadas em botijao com NyL; no segundo foi
utilizado o mesmo protocolo, porém, sem glicerol; no terceiro método as aliquotas
foram preparadas com glicerol 10% e mantidas a -20°C. Apdés semeadura das
amostras e incubagdo o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) foi
determinado e uma média de 30 colénias de cada amostra foi identificada por meio
de provas bioquimicas. Nao houve diferenga significativa na contagem de UFC/mL
das amostras processadas imediatamente ap6s a coleta (2,1 x 10" UFC/mL) e apds
3 meses de armazenamento em NoL (G) (4,5 x 10° UFC/mL), NoL (1,6 x 10°
UFC/mL), e -20°C (2,2 x 10° UFC/mL). Porém, apés 10 meses de preservacdo em
NaL (G) (4,5 x 10° UFC/mL), e NoL (2,3 x 10° UFC/mL), observou-se uma redugéo
(p=0.0183) do numero de UFC/mL em comparagdo com a avaliagao inicial. Nao
houve diferenga significativa no numero de UFC nas amostras armazenadas com e
sem crioprotetor. A determinag¢ao da variabilidade da microbiota bucal mostrou que
as bactérias presentes nas amostras frescas dos géneros Streptococcus,
Staphylococcus e Bacillus mantiveram-se nos diferentes tempos de avaliagéo,
mesmo que em diferentes concentracdes. Baseado nos resultados obtidos pode-se
sugerir que preservacao de saliva a -20°C e a -196°C, sdao métodos de
armazenamento eficazes, para avaliagcdo da microbiota bucal, por um periodo de 3 e

10 meses.

Palavras-chave: armazenamento de saliva, saliva, microbiota, nitrogénio liquido e
congelamento.



ABSTRACT

Saliva storage for oral microbiota evaluation often is required, especially in
epidemiologic studies. The aim of the present study was to assess the effects of
different storage methods upon viability and the variability of the oral microbiota in
saliva samples. One aliquot of each saliva sample was processed until 45 minutes
after collection. Saliva was stimulated using chewing gum sugar free. The samples
were storage following three different methods: in the first method, aliquots of saliva
were mixed with glycerol 10% (G) and maintained at -20°C for 8 hours and then
stored in N,L; the second followed the same protocol without glycerol; and in the third
method aliquots were prepared with glycerol 10% and maintained at -20°C. From
each sample the number as the colony-forming units (CFU/mL) was determined and
30 colonies were chosen and cells were identified by biochemical assays. There was
not statistically significant difference on the number of CFU/mL of samples processed
immediately after de collection and after 3 months as storage. However, after 10
months of storage in N,L, there was a decrease in the number of CFU/mL (p=0.0183)
in comparison with the initial evaluation, and the number of CFU/mL in the samples
stored with and without glycerol did not showed statistically significant difference.
Although in different percentages of cell number, the oral microbiota variability
evaluation showed that Streptococcus, Staphylococcus and Bacillus were maintained
in the different times of evaluation. Based on our results, it is possible to suggest that
the preservation of saliva in -20°C and -196°C are efficient storage methods for oral

microbiota evaluation for a period of 3 and 10 months.

Key words: storage saliva, saliva, microbiota, liquid nitrogen and freezing.
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

A boca €& mantida umida e lubrificada pela saliva que apresenta
microrganismos oriundos da superficie dos dentes, da mucosa bucal, do sulco
gengival e do dorso da lingua, sendo esta a maior local de colonizagéo primaria dos
microrganismos presentes na mesma (MAGER et al., 2003; MARSH e MARTIN,
2005).

Muitas funcdes sao descritas como caracteristicas do fluido salivar, entre elas:
limpeza da cavidade bucal; solubilizacdo das substancias alimentares; formacao do
bolo alimentar; facilitacdo da mastigacdo e degluticdo; diluicdo dos detritos e
lubrificacdo da mucosa, bem como facilitar a fala. Outras fungdes como a protecao
dos dentes, a participagao na formacao da pelicula adquirida, a agao antimicrobiana
e de defesa sao relatadas como caracteristicas especificas de componentes da
saliva (PEDERSEN et al., 2002). Portanto, a saliva pode ser utilizada em pesquisa
para avaliagdo da microbiota salivar (MAGER et al., 2005; HINTAO et al., 2007),
especificamente da composigdo bacteriana (BENTLEY, CRAWFORD e
BRODERIUS, 1988; SCHLAGENHAUF, POMMERENCKE e WEIGER, 1995;
BRAMBILLA et al.,, 1999; HOMANN et al.,, 2000; MUTO et al.,, 2000; DAWES,
TSANG e SUELZLE, 2001), composicdo de Ileveduras (BRAMBILLA,
STROHMENGER e VOGEL, 1992; TILLONEN et al., 1999; JOHANSSON et al.,
2000); da concentracgao de tiocianato (CALLAS, HAUGH e FLYNN, 1989) de nitrato
e nitrito salivar (LI et al., 2007); avaliacao de proteinas como Imunoglobulina A (IgA)
(NURKKA et al., 2003), estabilidade dos esteroides presentes na saliva (GROSCHL
et al., 2001), como fonte de células descamadas da mucosa bucal para avaliagéo
molecular (JOHANSSON et al., 2000) e fonte de DNA gendmico (NG et al., 2004). A
saliva também pode ser utilizada para estudos relacionando o papel do alcool na
carcinogénese, por meio da analise do nivel de acetaldeido presente na mesma
(JOKELAINEN et al., 1996; HOMANN et al., 1997; HOMANN et al., 2000; HOMANN
et al., 2001).

Ja foram identificadas mais de 700 espécies bacterianas na boca humana
(PASTER et al., 2006), sendo que a saliva pode conter até 10°® microrganismos/mL
(MARSH e MARTIN, 2005). Em adultos, a microbiota bucal residente permanece
estavel e coexiste em razoavel harmonia com o hospedeiro, por meio da dieta e das
interagcbes microbianas (WILLIAMS, 1963; MARSH, 1994; AMERONGEN e
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VEERMAN, 2002; MAGER et al., 2003). WILLIAMS (1963) sugeriu que os nutrientes
utilizados pela populagao bacteriana provém principalmente dos alimentos residuais
e das relagdes de sinergismo e simbiose entre os microrganismos, sendo que a
saliva contribui apenas em pequeno percentual como fonte nutritiva.

O mecanismo de antagonismo bacteriano favorece a manutengdo da
homeostase microbiana. As bactérias colonizadoras do biofilme bacteriano podem
produzir substancias (bacteriocinas) inibidoras do crescimento de microrganismos
patogénicos (MARSH, 1994). A pelicula adquirida, que consiste de proteinas e
glicoproteinas presentes na saliva e no fluido do sulco gengival, depositadas sobre a
superficie dentaria, apresenta receptores especificos para adesao bacteriana
(MARSH e BRADSHAW, 1995). Sobre essa pelicula ha colonizag&o de bactérias, os
chamados colonizadores iniciais, que interagem com esses receptores através de
proteinas de adesdo (adesinas). Os principais colonizadores da pelicula adquirida
sdo bactérias Gram-positivas como Streptococcus sp. e Actinomyces sp. e Gram-
negativas como Haemophilus sp. e Fusobacterium sp. Os colonizadores tardios
unem-se as espécies ja aderidas por meio de co-agregagdo ocorrendo uma
interacao especifica de adesinas de determinadas bactérias com os receptores de
carboidratos ou proteinas de superficie de outras bactérias (GIBBONS, 1989;
MARSH e MARTIN, 2005). Essa interacdo determina a formagdo do biofilme
bacteriano (LILIEMARK, FENNER e BLOOMQUIST, 1986; WHITTAKER, KLIER e
KOLENBRANDER, 1996), ou seja, os microrganismos presentes na superficie
dentaria, envoltos pela matriz salivar (COSTERTON et al., 1994).

A microbiota bucal residente pode sofrer interferéncias da saliva e seus
componentes, como IgA, lactoferrina, lisozima e peroxidases que desempenham
atividades antimicrobianas, limitando o crescimento bacteriano (SCHENKELS,
VEERMAN e AMERONGEN, 1995). O uso de antibiético tépico ou sistémico também
afeta a populagdo microbiana, porém ela é restabelecida apds a suspensédo do
medicamento e sua eliminagédo (WILLIAMS, 1963).

Na boca existem dois tipos diferentes de superficies, a dentaria e a epitelial
(membrana mucosa e lingua), proporcionando condicdes ecoldgicas distintas, as
quais afetam a dispersdo, agregacao e crescimento microbianos (WILLIAMS, 1963;
MAGER et al., 2003). As bactérias apresentam tropismo para estas diferentes
superficies bioldgicas (GIBBONS, 1989).
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Alguns estudos mostraram que 0s microrganismos que predominam na
microbiota salivar colonizam, principalmente, a lingua. Gibbons, Kapsimalis e
Socransky (1964) observaram a presenca do Streptococcus salivarius tanto em
amostras de saliva como nas de lingua dos pacientes avaliados. Mager et al. (2003)
avaliaram 40 espécies bacterianas da microbiota salivar e observaram um
predominio dos microrganismos Gram-positivos (Actinomyces odontolyticus) e
Gram-negativos (Veillonella parvula, Prevotella melaninogenica, Eikenella corrodens,
Neisseria mucosa, Fusobacterium periodonticum, F. nucleatum ss vincentii e
Porphyromonas gingivalis). Essas bactérias também predominaram nas amostras
da superficie dorsal e lateral da lingua dos mesmos pacientes. Também foram
observados diferentes padrbes de colonizagado do género Streptococcus, entre eles,
S. oralis, S. mitis, S. constellatus que colonizaram em maior propor¢cao os tecidos
moles (superficies dorsal, lateral e ventral da lingua, palato duro, mucosa labial,
gengiva inserida, soalho e mucosa bucal). Outras espécies como S. sanguis, S.
anginosus, S. intermidius e S. gordonii, foram encontradas em quantidades
semelhantes nas superficies dentaria e mucosa avaliadas.

Alteragdes no ambiente bucal, como o acumulo do biofilme bacteriano sobre a
superficie dentaria, principalmente pela falta de remogao por meio de higiene bucal,
predispde ao desequilibrio da homeostasia microbiana e a instalacdo de carie dental
e de doencgas periodontais (MARSH, 1994). A microbiota, ou sua alteragao, é
também investigada nos pacientes expostos a fatores de risco para cancer de boca,
cigarro e alcool, os quais modificam o habitat local, em relagdo a microbiota de
pacientes ndo expostos a esses fatores (COLMAN et al., 1976; JOKELAINEN et al.,
1996; HOMANN et al., 1997; HOMANN et al.,, 2000; HOMANN et al., 2001;
KURKIVUORI et al., 2007).

Na doenca carie, os estreptococos do grupo mutans (S. mutans e S. sobrinus)
sdo os principais microrganismos relacionados com a sua etiologia. O consumo
excessivo de carboidratos promove alteracdo na homeostasia da populagao
microbiana residente e favorece o predominio das bactérias capazes de fermentar
os carboidratos da dieta (MARSH, 1989; van HOUTE, 1994).

Na doenga periodontal inflamatoéria, o acumulo de biofilme bacteriano supra e
subgengival favorece o crescimento de espécies anaerdbias estritas e proteoliticas
(Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella melaninogenica, Prevotella

intermedia, Campylobacter rectus e Eikenella corrodens), resultando no desequilibrio
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da microbiota subgengival, predispondo a regido a doenca (DARVEAU et al., 1997;
DAROUT et al.,, 2002). Segundo Piccinin (2005), o efetivo controle do biofilme
supragengival determina melhora significativa na situagcéo periodontal.

Os fatores de risco para o céancer de boca, fumo e alcool, promovem
alteracdes no habitat local. Estudos realizados a partir da avaliacdo da variabilidade
da microbiota bucal demonstraram que o fumo tem propriedades antibacterianas
(fendis que danificam a membrana de células bacterianas), além de gerar condigdes
anaerobias na mucosa bucal, favorecendo o crescimento de anaerdbios estritos,
entre eles, microrganismos Gram-negativos, bacilos do género Porphyromonas,
Prevotella e Fusobacterium e cocos do género Veillonella (COLMAN, BEIGHTON e
CHALK, 1976). Colman, Beighton e Chalk (1976) avaliaram a microbiota bucal de
pacientes fumantes e nao-fumantes. Pacientes ndo fumantes apresentaram maior
quantidade de Neisseria sp. (cocos Gram-negativo) nas amostras obtidas da mucosa
da lingua e do palato, sendo que em pacientes fumantes, ocorreu maior presenca de
anaerobios estritos, Veillonella sp. (cocos Gram-negativo) e Porphyromonas sp. e
Prevotella sp. (bacilos Gram-negativos).

A ingestao de alcool favorece o crescimento de microrganismos capazes de
metaboliza-lo. Kurkivuori et al. (2007), avaliando a producado de acetaldeido por
bactérias bucais demonstraram que os estreptococos do grupo viridans (anaerdbios
facultativos), contribuem significativamente na produgédo de acetaldeido salivar apos
ingestdao de alcool. O acetaldeido, primeiro metabdlito do alcool, € considerado
carcinogénico (HOMANN et al., 1997).

A boca e a saliva apresentam condigdes de estudo das interacdes entre as
diferentes localizacbes, superficies dentaria e epitelial e a populagdo microbiana
presente (GIBBONS, 1989).

A variabilidade da microbiota bucal pode ser avaliada de diferentes formas,
sendo uma delas utilizando-se amostras de saliva (CHIAPPIN et al., 2007). As
analises da saliva podem ser realizadas através da coleta de saliva total ou de saliva
das glandulas salivares especificas (MARSH e MARTIN, 2005).

A coleta de saliva total pode ser realizada por meio de “drenagem" pelo labio
inferior, ou por meio de expectoracdo (DAWES, TSANG e SUELZLE, 2001). A saliva
coletada por expectoracédo pode ser expelida diretamente no frasco coletor (MAGER
et al., 2003; LI et al., 2007) ou estimulada mecanicamente por meio do uso de uma

goma de mascar durante a coleta (MARSH e MARTIN, 2005). As amostras de saliva
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coletadas por meio de estimulo mecanico contém 14 vezes mais bactérias do que as
amostras coletadas por drenagem durante 1 minuto (DAWES, TSANG e SUELZLE,
2001), portanto, comparando estudos nos quais diferentes procedimentos de
amostragem sdo utilizados, os resultados irdo depender, em certa extens&o, do
método de coleta adotado (DAWES, TSANG e SUELZLE, 2001; MARSH e MARTIN,
2005; CHIAPPIN et al., 2007). Tanto a coleta quanto o processamento das amostras
sdo as maiores fontes potenciais de erro na analise quantitativa assim como na
analise da variabilidade da microbiota salivar (BENTLEY, CRAWFORD e
BRODERIUS, 1988). Para definicdo da populagdo microbiana apdés uma unica
coleta, ha necessidade de se instruir o paciente quanto aos cuidados necessarios
para este procedimento e de padronizar a técnica de coleta (BENTLEY,
CRAWFORD e BRODERIUS, 1988; THYLSTRUP e FEJERSKOQOV, 1998; DAWES,
TSANG e SUELZLE, 2001), além de motivar os individuos para que uma quantidade
adequada de saliva possa ser coletada no tempo preconizado (CALLAS, HAUGH e
FLYNN, 1989).

A técnica da coleta de saliva estimulada usando goma de mascar durante
diferentes tempos tem sido utilizada em diversos estudos experimentais (BENTLEY,
CRAWFORD e BRODERIUS, 1988; BRAMBILLA, STROHMENGER e VOGEL,
1992; SCHLAGENHAUF, POMMERENCKE e WEIGER, 1995; HOMANN et al.,
1997; BRAMBILLA et al., 1999; TILLONEN et al., 1999; HOMANN et al., 2000;
JOHANSSON et al., 2000; DAWES, TSANG e SUELZLE, 2001; HOMANN et al.,
2001). Esse método de coleta tende a deslocar células epiteliais e bactérias da
mucosa bucal pela agcdo mecénica da mastigagéo e o aumento do fluxo salivar tende
a desalojar aquelas que estdo fracamente ligadas as superficies dos dentes
(DAWES, TSANG e SUELZLE, 2001). Assim, quando se utiliza saliva estimulada, o
volume do primeiro minuto deve ser desprezado e a composicdo da saliva é
estimada a partir do volume coletado a seguir (THYLSTRUP e FEJERSKOV, 1998),
evitando assim uma contagem elevada das bactérias acumuladas na boca. Dawes,
Tsang e Suelzle (2001) demonstraram um maior numero de unidades formadoras de
colénias (UFC) presentes na saliva apds o primeiro minuto da coleta (+15 x 10’
UFC/minuto). Este numero diminuiu sequencialmente durante a mastigagcao da goma
e atingiu valores platd apds 10 minutos (+50 x 10° UFC/minuto).

ApOs a coleta, a saliva deve ser armazenada quando sua analise for realizada

num periodo posterior a 90 minutos, pois seus constituintes, assim como a
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microbiota presente na mesma sofrem degradacdo (CHIAPPIN et al.,, 2007). As
técnicas de refrigeragao usualmente utilizadas incluem o armazenamento a 4°C,
-20°C e -80°C. O armazenamento por meio de criopreservagcao consiste em
estabilizar células em temperaturas criogénicas, ou seja, temperaturas inferiores a -
130°C, nas quais ndo existe agua na forma liquida e todos os processos
metabdlicos, como respiragédo e atividade enzimatica, s&o inativados (COMMITTEE
ON GERM PLASM RESOURCES, 1978; MAZUR, 1984; SIMIONE, 1998). Essas
temperaturas criogénicas podem ser conseguidas e mantidas em nitrogénio liquido
(-196°C) (N2oL) e em freezer de ultra-baixa temperatura (-150°C) (MORRIS, 1995).
Segundo Chiappin et al. (2007), os espécimes salivares podem ser mantidos a 4°C
quando analisados num periodo de 3 a 6 horas e a -20°C, -80°C e -196°C quando
processados em dias ou meses apos a sua coleta.

O armazenamento em nitrogénio liquido é considerado um método viavel para
a preservagdo de microrganismos isolados (GILMOUR et al.,, 1978; MIYAMOTO-
SHINOHARA et al., 2000), pequenos organismos multicelulares (SIMIONE, 1998),
sémen (ESTEVES et al., 2003), amostras de suco gastrico (VAKEVAINEN et al.,
2001), células isoladas e fragmentos de tecidos (BONNAS et al., 1999; LOKEN e
DEMETRICK, 2005) e ainda organismos complexos como embrides (SIMIONE,
1998). Este método tem sido utilizado para o armazenamento de amostras de saliva
por diversos autores, principalmente em estudos epidemiolégicos (CALLAS, HAUGH
e FLYNN, 1989; BRAMBILLA, STROHMENGER e VOGEL, 1992; BRAMBILLA et al.,
1999; NURKKA et al., 2003).

As diferentes condigdes de armazenamento afetam a sobrevida celular
diminuindo a viabilidade bacteriana, que €& definida como a capacidade do
microrganismo crescer e se multiplicar apds o descongelamento, quando inoculado
em meio de cultura apropriado (WELLS e RUSSELL, 1996). A agua € o principal
componente para manutencido das funcdes celulares e deve estar viavel na célula
para que 0Ss processos quimicos de vida ocorram, e o metabolismo celular é
interrompido quando a agua é convertida em gelo (SIMIONE, 1998). O gelo é
formado quando a temperatura cai abaixo de 0°C. A agua extracelular congela no
momento em que a célula se aproxima do ponto de congelamento, removendo o
liquido extracelular, aumentando a osmolaridade. Com o desequilibrio osmatico, a

agua é retirada do meio intracelular para o compartimento extracelular, ocasionando
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uma diminuicdo do volume celular, dependente da velocidade de congelamento
(RUSSEL, 1994).

O ponto de congelamento da maioria das células nao halofilicas (bactérias
que ndo necessitam de uma concentracdo minima de cloreto de soédio para
crescerem) é acima de -2°C (MAZUR, 1965). Wood e Rosenberg (1957) avaliaram
leveduras para determinar a fragdo de agua celular congelada em fungdo da
temperatura, sendo que as células continham 69% de agua do total do seu volume.
Ocorreu o congelamento de aproximadamente 87% do total da agua celular, no
congelamento progressivo de 0°C a —22°C. De acordo com esses autores, as
leveduras podem se manter viaveis sempre que aproximadamente 90% da agua
celular for congelada.

No processo de criopreservacdo o desafio € determinar como as células
podem sobreviver a baixas temperaturas e retornar subsequientemente as condicdes
fisiolégicas. Segundo Hilliard (1918), a maioria das bactérias consegue exercer seu
metabolismo normal a temperaturas inferiores a 6°C. Varios fatores afetam a
sobrevida celular na criopreservagao: taxa de congelamento; tamanho e
desidratacdo da célula; taxa de descongelamento e regeneracao celular (MAZUR,
1984). Quando a taxa de congelamento é baixa, ou seja, quando a razao
temperatura/tempo de congelamento (°C/min.) ocorre de forma lenta e gradual, a
desidratacdo celular, causada pela alta concentracido de eletrdlitos no meio
extracelular provoca o acumulo de gelo extracelular. Quando a taxa de
congelamento é alta, ou seja, a razdo °C/min. de congelamento é rapida, ocorre um
menor desequilibrio osmodtico, porém as injurias celulares sdo causadas pela
formagado de gelo intracelular. Em ambos os casos, o0 mecanismo de dano ocorre
pela presenca de cristais de gelo, os quais afetam a estrutura celular, porém, quanto
mais lenta a taxa de congelamento, mais tempo as células ficam expostas ao efeito
soluto (MAZUR, 1970; BANK e MAZUR, 1973; SANDSKAR e MAGALHAES, 1994;
SIMIONE, 1998; FONSECA, BEAL e CORRIEU, 2001). Quando a taxa de
congelamento é ultra-rapida, pode ocorrer a vitrificacdo (RUSSEL, 1994).

Diferentes tipos de células podem necessitar diferentes taxas de
congelamento (SANDERS, VENEMA e KOK, 1999), no entanto um congelamento
uniforme na taxa de 1°C/minuto a partir da temperatura ambiente, é efetiva para uma

ampla variedade de células (SIMIONE, 1998). Mazur (1970) obteve maior niumero de
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células viaveis, de leveduras e eritrocitos, quando utilizou uma taxa de congelamento
de 7°C e 3000°C por minuto, respectivamente. O valor numérico para a taxa de
congelamento critica (acima da 6tima), na qual ocorre a formagao de cristais de gelo
na porg¢ao interna da célula, depende de fatores como a propor¢cdo do volume
celular, da area de superficie e ainda da permeabilidade da membrana a agua
(MAZUR, 1965).

A temperatura de descongelamento também pode afetar a viabilidade celular
através da diferenca de concentragcdo dos eletrolitos ou da recristalizagédo do gelo
(SIMIONE, 1998). Um descongelamento rapido é conseguido com a imerséo do
criotubo em banho - de - agua de 30°C durante 2 minutos (FONSECA et al., 2006)
ou de 35°C a 40°C, durante 1 a 2 minutos (SANDSKAR e MAGALHAES, 1994;
MORRIS, 1995; WITHERS e WILLIAMS, 1998). Durante o descongelamento, os
cristais de gelo menores (intracelulares) que se formaram durante o congelamento,
apresentam maior energia de superficie que os cristais mais largos (extracelulares) e
tendem a se fusionar com outros cristais menores, fendbmeno chamado de
recristalizacdo (MAZUR, 1970). A interacdo entre a taxa de congelamento e a
temperatura de descongelamento deve ser considerada quando se pensa na
utilizacdo de um método de armazenamento que preserve a viabilidade celular.

Quando as células sao congeladas de forma mais lenta que a o6tima, a
sobrevida é considerada maior se o descongelamento também for lento
(KARLSSON e TONER, 1996). Porém, quando o congelamento é rapido e o
descongelamento é lento, as células ficam mais tempo expostas ao meio externo,
permitindo que ocorra a recristalizagdo (MAZUR, 1970, 1984) e que a barreira de
permeabilidade das células seja definitivamente danificada (MAZUR, 1965). A forma
de se evitar a recristalizagédo seria utilizar um descongelamento rapido (KARLSSON
e TONER, 1996). Bank e Mazur (1973) utilizaram uma taxa de congelamento de
aproximadamente 7°C/minuto e obtiveram 55% e 2% de recuperagao das células
leveduras viaveis, apés um descongelamento rapido e lento, respectivamente.

Durante a criopreservagao, desde o momento em que se inicia a formagao do
primeiro cristal de gelo até a regeneragédo da célula (retomada do crescimento), os
fendmenos fisico-quimicos como saida de agua da célula para o meio extracelular
durante o congelamento, desidratacdo celular pelo aumento da concentragdo de
solutos no meio extracelular, formagao de cristais de gelo intracelular e extracelular
devem ser anulados ou reduzidos (MAZUR, 1984).
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Varias substancias tém sido testadas como agentes crioprotetores, sozinhos
ou combinados, entre elas, agucares, soro, ou solventes. No entanto, alcoois, como
o glicerol (propano-1,2,3-triol) e amidas, como o sulfoxido de di-metila (DMSO) s&o
os crioprotetores mais utilizados e efetivos, pois possuem baixo peso molecular e
sdo soluveis em agua (MAZUR, 1970), sendo que o glicerol é o agente de escolha
por ser menos toxico e mais viscoso que o DMSO (SIMIONE, 1998). O mecanismo
de agao desses crioprotetores baseia-se nas ligagdes de hidrogénio que eles
promovem com as moléculas de agua. Essas ligagbes mudam a orientagdo da
molécula da agua nos cristais de gelo, criando um ambiente menos nocivo as células
(NASH, 1966; DALIMATA e GRAHOM, 1997; ZHAO e ZHANG, 2005). Fonseca et al.
(2006) utilizaram glicerol 10% (v/v) em amostras de Lactobacillus delbruecki
subespécie bulgaricus armazenadas por diferentes protocolos de taxa de
congelamento (5°C/minuto, 300°C/minuto e imersao direta em nitrogénio liquido). Os
autores demonstraram que a viscosidade da solugdo na qual as células encontram-
se expostas na presencga de glicerol, aumenta rapidamente durante o congelamento.
Segundo Morris et al. (2006), na presencga de glicerol a formagéao de gelo € menor
com uma taxa de congelamento mais rapida.

Fonseca, Béal e Corrieu (2001) avaliando a preservagao da atividade celular
de bactérias como Streptococcus thermophilus e Lactobacilus delbrueckii
subespécie bulgaricus, confirmaram o efeito benéfico do agente crioprotetor glicerol
durante o congelamento e o armazenamento desses microrganismos a -70°C.
Gilmour et al. (1978) testaram 3 tipos de agentes crioprotetores para congelamento
de bactérias anaerdébias Gram-negativas em nitrogénio liquido por 1 ano, e
constataram que o polivinil pirrolidona foi superior ao glicerol e ao DMSO, mas este
superior ao glicerol. Gorman e Adley (2004) utilizaram diferentes técnicas para o
armazenamento da bactéria Campylobacter jejuni. A bactéria se manteve viavel
durante 7 meses, quando armazenada a -20°C com 10% de glicerol e durante 12
meses quando armazenada a -85°C com 15% de glicerol.

Diferentes métodos de recuperagao das células as condi¢cbes de atividade
metabdlica também interferem na sua viabilidade, sendo que meios de cultura
apropriados devem ser utilizados no processo de regeneragao celular, permitindo a
retomada dos processos metabdlicos interrompidos pelo congelamento, com o
minimo de disturbio osmotico e fisico (ZHAO e ZHANG, 2005). Meios de cultura
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apropriados sao utilizados para avaliagao das células que mantiveram a capacidade
de se dividir e formaram colbnias bacterianas as quais sdo contadas (UFC)
(PANOFF et al., 1998; WOLFE e BRYANT, 1999). Hoover e Newbrun (1977)
utilizaram a contagem das UFC para avaliar a viabilidade bacteriana, de amostras de
biofilme bacteriano armazenadas em diferentes temperaturas (5°C, 20°C, -40°C e -
196°C). Na comparacédo do percentual da contagem total de UFC das amostras
avaliadas na coleta e apds 72 horas de armazenamento, observou-se um maior
numero de bactérias viaveis quando as amostras foram armazenadas a 5°C e a
20°C (>30%). Nas temperaturas a -40°C e a -196°C, a viabilidade foi de
aproximadamente 10% e 20%, respectivamente. No entanto, as amostras foram
armazenadas diretamente nas respectivas temperaturas, sem o controle da taxa de
congelamento.

Independente do protocolo de congelamento utilizado, algumas células
apresentam resisténcia as mudancgas bruscas de temperatura. Bactérias do género
Bacillus contém enddsporos, estruturas de resisténcia que se formam dentro das
células, com parede celular espessa, sao altamente resistentes as mudancgas do
ambiente e podem sobreviver em condi¢cdes desfavoraveis. Estas formas de repouso
sdo metabolicamente inativas, o que significa que n&o estdo crescendo. Sob
condi¢cbes apropriadas, exposigcao ao calor, eles podem germinar e tornarem-se
células vegetativas metabolicamente ativas, que crescem e se multiplicam (CHAN et
al., 1973). Hilliard e Davis (1918) observaram que enddsporos de Bacillus subtilis em
misturas congeladas mostraram maior viabilidade que espécies ndo esporuladas.
Endoésporos contém 5 vezes mais enxofre do que as células vegetativas.
Provavelmente as macromoléculas responsaveis pela manutencdo do estado
dormente é uma camada de proteina rica em cistina estabilizada em uma
configuragdo especifica por pontes dissulfeto. As mudancas dessa estrutura
poderiam ser responsaveis por expor os sitios enzimaticos ativos necessarios para
germinacao ou aumento de acessibilidade ao substrato por elas (KEYNAN et al.,
1964).

A conversdao de um enddsporo de um estado dormente para um estado
ativado, € um processo reversivel. A quebra da dorméncia envolve dois mecanismos
superpostos: ativagao reversivel do enddsporo por calor ou outros agentes e

processo de germinagao irreversivel que pode ser induzido somente pela ativagao
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do enddsporo. A temperatura e a duragao do calor variam amplamente em diferentes
espécies e em diferentes preparagdes de uma mesma cepa. A taxa de germinacao
maxima ¢é atingida com tempo de incubacao de 45 minutos na temperatura de 60°C
ou com 48 horas de incubacdo a 34°C (KEYNAN et al., 1964). Knaysi e Curran
(1961) mostraram que o congelamento e o descongelamento sucessivos retardam a
germinagao.

Levinson (1971) propds que o calor causa a liberacdo de um estimulante da
germinagao para o enddésporo, mas nao suporta a germinagao sozinho e reage com
componentes exodgenos adicionados para aumentar a taxa de germinagdo. A
liberacdo de acido dipicolinico e L-alanina durante a ativacdo por calor permitem a
sustentagao desta hipotese (GOULD e HITCHINS, 1963).

Apesar de algumas bactérias apresentarem maior resisténcia ao
congelamento (HILLIARD e DAVIS, 1918), os estudos da viabilidade microbiana de
amostras de saliva sdo escassos.

A literatura relata diferentes temperaturas de armazenamento de saliva,
desde refrigeragéo a 4°C (GROSCHL et al., 2001; NURKKA et al., 2003; NG et al.,
2004; LI et al., 2007), a -20°C (CALLAS, HAUGH e FLYNN, 1989; JOHANSSON et
al., 2000; DAROUT et al.,, 2002), a -30°C (HOMANN et al., 1997) e -80°C
(TILLONEN et al., 1999; HOMANN et al., 2000; NURKKA et al., 2003; NG et al.,
2004) até criopreservagao em nitrogénio liquido (BRAMBILLA, STROHMENGER e
VOGEL, 1992; BRAMBILLA et al., 1999; NURKKA et al., 2003).

Nurkka et al. (2003) armazenaram saliva e avaliaram a presenga de
anticorpos IgA anti-Streptococcus pneumoniae utilizando diferentes métodos de
congelamento. Imediatamente apds a coleta as amostras de saliva foram mantidas a
-196°C e a 4°C, de 4 a 8 horas, e posteriormente armazenadas a -70°C durante 1
semana. O congelamento imediato em nitrogénio liquido para posterior
armazenamento no -70°C, mostrou uma concentragao de anticorpos 41% a 47%
maior que o armazenamento temporario a 4°C e foi considerado o método mais
apropriado para avaliagao de anticorpos IgA anticapsular em amostras salivares
armazenadas posteriormente a -70°C.

Brambilla et al. (1992) avaliaram a presenca de leveduras em amostras de
saliva de 127 criangas apds armazenamento a -196°C. Observaram que apds o

periodo de congelamento de 2 meses, houve pequeno ou nenhum efeito do
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armazenamento sobre a viabilidade das leveduras. Estes resultados foram
confirmados em outro estudo de Brambilla et al. (1999), onde congelaram amostras
de saliva em nitrogénio liquido durante 20 dias e avaliaram os niveis de
Streptococcus mutans e Lactobacillus na saliva de 473 criangas. Para comparar o
crescimento bacteriano, 20 amostras foram processadas antes do armazenamento,
e o coeficiente de correlagdo entre as amostras avaliadas imediatamente apds a
coleta e as congeladas foi positivo (r= 0.989).

Apesar de trabalhos terem demonstrado a eficacia da criopreservacao de
células a -196°C, cuidados devem ser tomados neste tipo de armazenamento quanto
a manutenc¢ao do botijdo de nitrogénio liquido. A retirada da tampa para checagem
das amostras, a inser¢gdo de novas amostras, assim como a recarga de nitrogénio
liquido no botijdo, podem facilitar a contaminacdo microbiana junto aos cristais de
gelo que se formam nas superficies internas do botijao, os quais podem se acumular
na parte externa dos criotubos (MORRIS, 2005). Burden (1999) também demonstrou
o risco de contaminagao microbiana e alertou quanto as diferentes temperaturas que
podem ocorrer dentro do botijdo de armazenamento. A parte liquida do nitrogénio
atinge a temperatura de -196°C e na parte superior, em sua fase de vapor, a
temperatura varia. Esta variagao vai de -157°C a -82°C, conforme a posi¢ao dos
canisters nos quais os criotubos permanecem inseridos. Desta forma, tanto o risco
de contaminagdao quanto a posi¢cdao de armazenamento dos criotubos devem ser
considerados, para evitar que esses fatores interfiram na integridade das amostras
armazenadas.

Existem varias técnicas para preservagao das células e cada tipo celular
requer diferente método de armazenamento. Segundo Pegg (1976), um percentual
satisfatério de sobrevida pode ser obtido quando métodos utilizados para o
armazenamento em nitrogénio liquido reduzirem o efeito soluto, a uma taxa de
congelamento lenta o suficiente, para prevenir o congelamento intracelular. Ja
Fonseca et al. (2006) avaliando bactérias observaram que, independente da taxa de
congelamento utilizada, ndo houve formagao de gelo intracelular com as células
suspensas em glicerol.

Observa-se que a maioria dos trabalhos que avalia os efeitos do
armazenamento de bactérias em baixas temperaturas, utiliza amostras de bactérias
isoladas. Poucos trabalhos utilizaram o armazenamento de saliva para analise da

viabilidade microbiana, e os que utilizaram sua preservagao em nitrogénio liquido,
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mantiveram as amostras congeladas por um periodo de até 2 meses. Poucos
estudos avaliam a viabilidade da microbiota da saliva armazenada em diferentes
temperaturas por periodos mais longos. Este tipo de trabalho se faz necessario para
que se possa confirmar a eficacia dos processos de armazenamento de saliva,
possibilitando a manutencao da viabilidade microbiana necessaria para a realizacao

de estudos epidemiologicos longitudinais.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL.:
Determinar se a viabilidade e a variabilidade da microbiota bucal em amostras
de saliva humana armazenada em diferentes temperaturas e condi¢cdes sofrem

alteracao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar a viabilidade da microbiota bucal em amostras de saliva
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) e a —20°C, apds a coleta e aos
03 e 10 meses;

e Determinar a variabilidade da microbiota bucal em amostras de saliva
armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) e a —20°C, apds a coleta e aos
03 e 10 meses;

e Determinar a viabilidade do Streptococcus mitis e S. salivarius em amostras
de saliva armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) e a —20°C aos 03 e 10
meses apos a coleta;

e Determinar a necessidade de utilizacdo de agente crioprotetor para

armazenamento de saliva em nitrogénio liquido.
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3. METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo observacional, transversal e analitico.

O presente trabalho caracterizou-se por um estudo em que o objetivo foi
determinar se a microbiota bucal presente na saliva sofre alteracdo devido ao
armazenamento da saliva.

Esse trabalho teve aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade
de Odontologia da UFRGS (anexo 1).

Para a coleta da saliva, pacientes foram selecionados conforme descrito no
item 3.3. Para cada paciente, no momento da coleta da amostra, foi preenchida uma
ficha clinica (anexo 2) e também foi obtido o termo de consentimento informado
(anexo 3).

O projeto foi desenvolvido no Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul -

UFRGS, local onde foram processadas as amostras.

3.2 TREINAMENTO E CALIBRAGEM DO EXAMINADOR
A examinadora foi treinada quanto aos procedimentos de coleta,
armazenamento e processamento das amostras de saliva.

A calibragem para o numero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) foi
estabelecida através de contagem repetida, em 10% da amostra, durante o estudo.
O valor do teste t foi de 0,948, mostrando ndo haver diferengca nas contagens
repetidas do numero de UFC.

Para avaliar se o armazenamento da saliva altera a microbiota presente na
mesma, foi determinada a variabilidade e a viabilidade da microbiota bucal nas
amostras de saliva. A determinagao da variabilidade da microbiota foi realizada
imediatamente apds a coleta, 3 meses de armazenamento a —20°C, 3 e 10 meses
de armazenamento em Nitrogénio Liquido (NoL).

A viabilidade da microbiota bucal foi avaliada nas amostras de saliva
armazenadas em NyL apés 3 e 10 meses, e a —-20°C, apos 3 meses de

armazenamento. Também foi realizada a avaliagdo da viabilidade do Streptococcus
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mitis e S. salivarius em amostras de saliva armazenadas em N,L e a —20°C aos 03 e
10 meses de armazenamento. Finalmente, foi avaliada a necessidade de utilizacao
de agente crioprotetor para armazenamento de saliva em NaL.

O pH e a capacidade tampao salivar também foram avaliados imediatamente

apos a coleta da saliva.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO
A amostra constituiu-se de 4 homens acima de 40 anos de idade que nao

fumavam e nem bebiam.

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Deste experimento foram excluidos os pacientes com histéria de uso rotineiro
de antisséptico bucal, antibioticoterapia ou uso de corticéides nos ultimos 03 meses,
portadores de doengas auto-imunes, assim como pacientes que comeram ou

realizaram higiene bucal 03 horas antecedentes a coleta de saliva.

3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
Os procedimentos experimentais estdo descritos na metodologia do artigo

cientifico.
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INTRODUCAO

A boca e a saliva apresentam condi¢cdes de estudo das interagcdes entre as
diferentes superficies dentaria e epitelial (membrana mucosa e lingua) e a populagéo
microbiana (18). A saliva contém microrganismos oriundos da superficie dos dentes,
da mucosa bucal, do sulco gengival e do dorso da lingua, sendo esta a maior fonte
de colonizag&o primaria dos microrganismos presentes (17, 41).

Alteragdes no ambiente bucal, como o acumulo do biofilme bacteriano sobre a
superficie dentaria, predispdéem ao desequilibrio da homeostasia microbiana e a
instalagdo de carie dental e de doengas periodontais (43). A microbiota, ou sua
alteracdo, é também investigada nos pacientes expostos a fatores de risco para
cancer de boca, cigarro e alcool, os quais modificam o habitat local, em relagdo a
microbiota de pacientes ndo expostos a esses fatores (9, 27, 28, 29, 34, 37, 51).

A variabilidade da microbiota bucal pode ser avaliada de diferentes formas,
sendo uma delas a utilizagdo de amostras de saliva. Apds a coleta, a saliva deve ser
armazenada se a sua analise for realizada num periodo posterior a 90 minutos, isto
porque seus constituintes, assim como a microbiota presente na mesma, sofrem
degradacéao (8). Segundo Chiappin et al. (2007), os espécimes salivares podem ser
mantidos a 4°C quando forem analisados num periodo de 3 a 6 horas e a -20°C,
-80°C e -196°C quando processados em dias ou meses apds a sua coleta. O
armazenamento por meio de criopreservagédo, pode ser conseguido e mantido em
nitrogénio liquido (-196°C) e em freezer de ultra-baixa temperatura (-150°C) (49).

No processo de criopreservacdo o desafio € determinar como as células
podem sobreviver a baixas temperaturas e retornar subsequentemente as condi¢cdes
fisiologicas. Varios fatores afetam a sobrevida celular na criopreservacao, entre eles,
taxa de congelamento, taxa de descongelamento e regeneracéao celular (1, 15, 47,
48, 58, 60). Diferentes tipos de células necessitam taxas de congelamento (47, 57,
60) e de descongelamento (60) especificas. A interagdo entre essas taxas deve ser
considerada quando se objetiva utilizar um método de armazenamento que preserve
a viabilidade celular.

Durante a criopreservagao, desde o momento em que se inicia a formagao do
primeiro cristal de gelo até a regeneragédo da célula, os fendbmenos fisico-quimicos
devem ser anulados ou reduzidos (48). Para isso, varias substancias tém sido

testadas como agentes crioprotetores, no entanto, o glicerol (propano-1,2,3-triol) é
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um dos crioprotetores mais utilizados e efetivo, pois possui baixo peso molecular, é
soluvel em agua, pouco téxico e viscoso (47, 52, 60).

A recuperacdo das células as condicdes de atividade metabdlica também
interferem na sua viabilidade, sendo que meios de cultura apropriados devem ser
utilizados no processo de regeneragao celular, permitindo a retomada dos processos
metabdlicos, interrompidos pelo congelamento, com o minimo de disturbio osmatico
e fisico (65).

Existem varias técnicas para preservagao das células e cada tipo célular
requer diferente método de armazenamento. A maioria dos trabalhos que avalia os
efeitos do armazenamento de bactérias em baixas temperaturas, utiliza amostras de
bactérias isoladas. Ha poucos trabalhos que armazenaram saliva para analise da
viabilidade microbiana, e os que utilizaram o nitrogénio liquido, mantiveram as
amostras congeladas por um periodo de até 2 meses (4, 5).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do armazenamento de saliva, a
-20°C e a -196°C com e sem crioprotetor, sobre a viabilidade e a variabilidade

microbiana presente na mesma.

METODOLOGIA

A amostra constituiu-se de individuos do sexo masculino acima de 40 anos de
idade nao-fumantes (nunca fumaram) e n&o-alcoolistas (faziam uso de no maximo
20g de alcool por semana). Deste experimento foram excluidos os pacientes com
historia de uso rotineiro de antisséptico bucal, antibioticoterapia ou uso de
corticoides nos ultimos 03 meses, portadores de doencas auto-imunes, assim como
pacientes que comeram ou realizaram higiene bucal 03 horas antecedentes a coleta

de saliva.

Coleta da saliva

Os 04 individuos foram instruidos para abster-se de comer, fumar, ingerir
liquidos, ou realizar higiene bucal 3 horas antes da coleta da saliva. A coleta foi
realizado entre 9:00h e 11:00h da manha conforme Schlagenhauf, Pommerencke e
Weiger (1995). Cada paciente recebeu uma goma de mascar sem agucar, para

estimular a producgao de saliva, que foi mastigada por um periodo de 6 min. Durante
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o primeiro minuto de estimulo, os pacientes foram instruidos a deglutir a saliva e nos
proximos 5 min. a mesma foi expelida em frascos plasticos estéreis previamente
refrigerados. ApOs a coleta as amostras de saliva foram homogeneizadas em um
misturador tipo vértex (Phoenix AP56, Brasil) durante 15 segundos e aliquotas de
300 uL cada, foram distribuidas em tubos tipo Eppendorff e em criotubos de 2 mL
contendo uma concentracéo final de 10% de glicerol estéril (G) e em criotubos sem

crioprotetor.

Armazenamento das amostras

Os criotubos com as amostras contendo ou ndo o crioprotetorarmazenadas
em nitrogénio liquido foram mantidas inicialmente a -20°C por um periodo de 8 horas
e apos armazenadas em nitrogénio liquido (N2L). Os tubos tipo Eppendorff com as
amostras contendo o crioprotetor armazenadas a -20°C foram colocadas a essa

temperatura imediatamente apds a preparagao das mesmas.

Contagem e isolamento da populagdo microbiana: avaliacdo da viabilidade e
da variabilidade dos microrganismos

Diluigdes seriadas (10™ - 10°°) de 500uL da saliva foram preparadas em agua
peptonada 0,1% (Peptone Bacteriological® Himedia, Mumbai, india). As amostras
foram semeadas em duplicata, pela técnica de espalhamento em superficie com o
auxilio de uma alca de Drigalsky, em placas de Petri, contendo os seguintes meios
de cultura: agar padrédo para contagem — PCA (Plate Count Agar® HiMedia,
Mumbai,india); agar tripticaseina de soja - TSA (Tryptone Soya Agar® HiMedia,
Mumbai, india) e agar sangue - AS (Columbia Blood Agar Base® HiMedia, Mumbai,
india). As placas com os meios PCA e TSA foram incubadas a 37°C sob condicdes
de aerobiose por 24-48h. As placas de AS foram incubadas a 37°C por 24-48h em
condigdes de baixa concentragcdo de oxigénio, em microaerofilia, e 5% de CO,,
utilizando-se Anaerobac® (Probac, Sdo Paulo, SP, Brasil) em jarra de anaerobiose.
Apods o periodo de incubagao realizou-se a contagem das unidades formadoras de
colénia (UFC) dos microrganismos que cresceram no meio PCA com auxilio de uma
lupa estereoscopia (Contador de Colénias Mecanico CP 602, Phoenix® Araraquara,
SP, BR).
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Isolamento bacteriano

Para avaliacdo da variabilidade da populagdo microbiana foi realizada a
identificacdo de uma média de 30 coldnias por amostra de saliva, isoladas nos meios
de cultura PCA, TSA e AS. A selecdo das colbnias foi realizada de forma
randomizada, utilizando-se um mapa disposto sobre a placa de Petri, contendo 4
quadrados de 1cm?. Coldnias que apresentaram morfologia diferente selecionadas
foram inoculadas por esgotamento em placas de TSA e incubadas a 37°C por 24h.
Apds o crescimento, as coldnias isoladas foram repicadas em caldo tripticaseina de
soja - TSB (Trytone Soya Broth® HiMedia, Mumbai, india) e novamente incubadas a
37°C por 24h.

Armazenamento e identificacdo dos isolados

Uma vez crescidos os isolados em caldo TSB, foi realizada a coloracido de
Gram para confirmacdo da pureza das colbnias. As amostras puras foram
armazenadas em 15% de glicerol (V/V) estéril e estocadas a -20°C. Posteriormente
iniciou-se uma sequéncia de provas bioquimicas classicas conforme descricdo em

literatura apropriada para a identificagdo microbiana (26).

Descongelamento das amostras

As amostras armazenadas em N;L com e sem crioprotetor e em freezer a -
20°C foram descongeladas apds 03 e 10 meses. O descongelamento dos criotubos
e dos tubos de Eppendorff ocorreu a temperatura ambiente, por no maximo 10

minutos e em seguida, as amostras foram avaliadas.

Avaliacdo da viabilidade e da variabilidade dos microrganismos apés o
congelamento

As amostras de saliva descongeladas foram homogeneizadas num misturador
tipo vortex, durante 15 segundos. Uma aliquota de 100 pL foi diluida em 900 uL de
agua peptonada 0,1% em diluicbes seriadas. Seguiram-se 0s mesmos
procedimentos de semeadura, isolamento e identificagcdo realizados no

processamento das amostras antes do congelamento.
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Avaliacao da viabilidade microbiana utilizando-se meio de cultura seletivo

Para a avaliacdo da viabilidade de alguns microrganismos especificos, como
Streptococcus mitis e S. salivarius, foi utilizado o meio de cultura seletivo Mitis
Salivarius Agar® (MAS) suplementado com Bacitracina (0,2 Ul/mL). Placas contendo
o meio MAS foram semeadas com 40 uL das diluicdes de saliva de 102 e 10° e
incubadas a temperatura de 37°C sob condi¢cbdes de baixa concentragado de oxigénio
por 24-48 horas. Apos o periodo de incubacéo realizou-se a contagem de UFC das
placas. Para a identificagdo microbiana selecionou-se uma média de 04 col6nias de
microrganismo por amostra, totalizando 48 colénias. O isolamento das coldnias e
sua identificacdo foram realizados conforme o descrito anteriormente.

A viabilidade desses microrganismos foi avaliada de duas formas:
comparando-se a média da contagem de UFC em 23 placas apos 3 e 10 meses de
armazenamento em NyL, NoL (G) e a -20°C; e através da identificagcdo do
Streptococcus mitis e do Streptococcus salivarius, considerando sua presenga ou
auséncia ap6s 3 meses a -20°C e ap6s 3 e 10 meses de armazenamento em NyL e
NoL (G).

ANALISE ESTATISTICA

A variabilidade dos microrganismos das amostras de saliva foi estabelecida
através de medidas de frequéncia dos microrganismos identificados nos diferentes
métodos (NoL (G), NoL e -20°C) e tempo (imediatamente apos a coleta, 3 e 10
meses) de armazenamento.

Para analise estatistica da viabilidade dos microrganismos, foi considerado a
média da contagem de UFC dos microrganismos em PCA da mesma amostra. O
teste ndo-paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para avaliacdo dos dados apos a
coleta e ap6s 3 meses de armazenamento a -20°C. O teste nao-paramétrico de
Friedman foi utilizado para a avaliacdo dos dados apds a coleta, 3 e 10 meses de
armazenamento em NyL e NoL (G). Comparou-se a viabilidade dos microrganismos
entre os diferentes métodos de armazenamento, N,L, NoL (G) e a -20°C, utilizando o
teste de Friedman para amostras relacionadas.

Para analise estatistica da viabilidade dos microrganismos, utilizando meio de
cultivo seletivo, foi considerado a média da contagem de UFC das placas de MAS da
mesma amostra, apos 3 e 10 meses de armazenamento a -20°C, NoL e NoL (G),

utilizando-se o teste nao-paramétrico de Wilcoxon.
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Na analise dos dados utilizou-se o software estatistico SPSS versdo 13.0 e 0
programa Bioestat 4.0. O nivel de significancia estabelecido foi de 5%.

Em decorréncia do numero das amostras de saliva (n=4), o poder dos testes
nao-paramétricos foi menor que 80% quando a hipotese nula foi aceita, ou seja,

quando nao houve diferenca estatisticamente significativa.

RESULTADOS

Para avaliacdao do efeito do armazenamento da saliva sobre a microbiota,
foram selecionados quatro individuos ndo fumantes e ndo alcoolistas A saliva
coletada foi armazenada em nitrogénio liquido, com e sem glicerol, e a -20°C com
glicerol. A populacdo microbiana foi avaliada imediatamente apds a coleta, e apés 3
e 10 meses de armazenamento.

A tabela 1 descreve os dados referentes aos quatro individuos dos quais as
amostras de saliva foram coletadas e estudadas. As seguintes variaveis foram

consideradas: idade e pH salivar.

Tabela 1. Descricdo das variaveis dos individuos dos quais foi coletada a saliva.

Variaveis Média + DP*
Idade 48,75 + 7,63
pH 7,75+ 0,50
*Desvio-padrio; Fonte: Laboratério de Patologia Bucal FO-UFRGS.

O efeito do armazenamento da saliva foi avaliado por meio da determinagao

da viabilidade e da variabilidade da microbiota bucal.

VIABILIDADE DA MICROBIOTA BUCAL

A viabilidade da célula microbiana estabilizada através da criopreservacao é
definida como a capacidade da bactéria de crescer e se multiplicar apdés o
descongelamento, em um meio de cultura apropriado. A comparagao da contagem
antes e apdés o congelamento indica o grau de recuperagdo ou sucesso do

procedimento de preservacao.
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Para a avaliagcdo da viabilidade da populagdo microbiana presente nas
amostras de saliva foi considerado a média do numero de UFC no meio de cultura
PCA. As amostras avaliadas foram a saliva processada imediatamente apos a
coleta, e 3 e 10 meses apos armazenamento em NyL(G) e em NoL sem glicerol e
aos 3 meses de armazenamento a -20°C (tabela 2).

Nas amostras congeladas foi aplicado o teste de Friedman e uma diferenga
estatisticamente significativa, na média do numero de UFC, (p=0.0183) foi
observado entre o tempo inicial e apdés 10 meses de armazenamento no NaL (G),
com valores de 2,1 X 10" UFC/mL e 4,5 X 10° UFC/mL respectivamente (tabela 2).
Nao houve diferenca estatisticamente significativa, entre a média do nimero de UFC
nas amostras, apos a coleta e 3 meses e entre 3 e 10 meses de armazenamento.
Nestes periodos foi observado uma redugéo de um fator na escala logaritmica entre
os diferentes tempos de armazenamento.

O teste de Friedman quando aplicado nas amostras congeladas na condi¢cao
de auséncia de crioprotetor demonstrou uma diferenga estatisticamente significativa
(p=0.0183) entre a média do numero de UFC das amostras analisadas apos a coleta
e 10 meses de armazenamento das amostras. Os valores da média de UFC foram
de 2,1 X 10" e 3,1 x 10° UFC/mL respectivamente. Da mesma forma, ndao houve
diferenga estatisticamente significativa entre a média de UFC nas avaliagdes iniciais
e 3 meses e entre 3 e 10 meses de armazenamento (tabela 2). O dado referente a
amostra do paciente 3 nao foi obtido em 10 meses pela quantidade de saliva
insuficiente que foi produzida pelo mesmo.

A viabilidade da populagdo microbiana presente nas amostras de saliva
armazenada a -20°C foi avaliada imediatamente apds a coleta e aos 3 meses de
armazenamento. A analise do armazenamento por 10 meses, nao foi realizada por
motivos técnicos durante o processamento das amostras.

Na tabela 2 observa-se a média do numero de UFC no meio de cultura PCA,
das amostras de saliva armazenadas a -20°C. O teste de Wilcoxon foi aplicado e
nao mostrou diferenga estatisticamente significativa (p=0.0679) entre a média do
numero de UFC das amostras de saliva avaliadas apesar da redugao nas médias de
UFC de 2,1 X 107 e 2,2 x 10° UFC/mL, respectivamente.

Para comparar a viabilidade da microbiota bucal entre os diferentes métodos
de criopreservacgao, NoL (G), NoL e -20°C realizou-se a comparagao da média do

numero de UFC no meio de cultura PCA, aos 3 meses de armazenamento. Nao



40

houve uma alteragao nos valores de UFC nos diferentes métodos de preservacgao,
4,5 x 10° UFC/mL (N2L(G)), 1,6 x 10° UFC/mL (NoL) e 2,2 x 10° UFC/mL (-20°C), ou
seja, nao houve diferengca na viabilidade da microbiota bucal entre os diferentes

meétodos de criopreservacido aos 3 meses de armazenamento.

Tabela 2. Média do numero de UFC/mL, no meio de cultura PCA, das amostras de
saliva avaliadas imediatamente apds a coleta, aos 3 e 10 meses de armazenamento

em Nitrogénio Liquido com e sem glicerol e a -20°C com glicerol.

PCA Inicial® NoL (G)* N,L* -20°C*

0 2,1x10"+2,1x10’
3 meses* 4,5x10%+4,6x10° | 1,6x10°+1,6x10° | 2,2x10°+2,3x10°
10 meses” 4,5x10°+3,9x10° | 3,1x10°+3,5x10°

*Médiatdesvio-padrao; *Teste de Wilcoxon (p=0.0679); "Teste de Friedman
(p=0.0183).

A avaliagao da viabilidade contemplou também a analise de microrganismos
especificos, entre eles, as bactérias Streptococcus mitis e S. salivarius, com a
utilizacdo do meio de cultura seletivo (MAS). A viabilidade foi avaliada por meio da
média do numero de UFC de cada amostra, e da identificacdo desses
microrganismos, nas amostras de saliva armazenadas em NyL (G), NoL e a -20°C,
aos 3 e 10 meses apos a coleta. Nao foi realizada avaliagéo inicial da saliva com o
meio de cultura MAS pois 0 mesmo nao estava disponivel neste periodo.

O teste de Wilcoxon foi aplicado na média do numero de UFC no meio MAS,
das amostras armazenadas em N,L com e sem glicerol. N&do houve diferenca
estatisticamente significativa entre os armazenamentos de 3 e 10 meses no N,L(G)
(p =0.0679), apesar da redugdo do numero de UFC apés 10 meses (tabela 3). Nas
amostras armazenadas em NyL sem glicerol também n&o foi observado uma
diferengca estatisticamente significativa (p=0.109) (tabela 3). Da mesma forma foi
observado diferenga nos valores da média de UFC entre os armazenamentos de 3 e
10 meses, 1,7 X 10° UFC/mL e 1,5 X 10° UFC/mL, respectivamente.

Na avaliagao da viabilidade dos microrganismos especificos nas amostras
armazenadas a -20°C, nao houve diferenga estatisticamente significativa utilizando o
teste de Wilcoxon (tabela 3) (p=0,0679), na média do numero de UFC no meio MAS,



41

entre as amostras armazenadas por 3 e 10 meses, médias de UFC 1,9 X 10% e 1,7

X 10°, respectivamente.

Tabela 3. Média do numero de UFC/mL, no meio de cultura MAS, das amostras de
saliva armazenadas 3 e 10 meses de armazenamento em Nitrogénio Liquido com e

sem glicerol e a -20°C com glicerol.

MAS NoL (G)* N,L* -20°C*
3 meses* 5,6x10%+3,6x10° 1,7x10%+1,1x10° 1,9%x10%+1,4x10°
10 meses* 5,1x10°+3,1x10° 1,5x10°+1,8x10° 1,7x10°+1,9x10°

*Médiatdesvio-padrao; *Teste de Wilcoxon (p=0.0679).

Além da média do numero de UFC, a manutencdo dos microrganismos,
presentes no meio de cultura MAS, apods 3 e 10 meses de armazenamento em NyL
(G), NoL e a -20°C foi avaliada. O Streptococcus mitis foi observado em todas as
amostras avaliadas. S. salivarius foi observado nas amostras avaliadas, apés 3
meses de armazenamento em NyL (G), NoL e a -20°C, e apdés os 10 meses de
armazenamento em NyL (G) e a -20°C. No entanto nas amostras, armazenadas por
10 meses em N,L, a espécie foi observada em 3 das 4 amostras avaliadas, redugao
essa que nao pode ser considerada uma vez que nao foram identificadas todas as
colénias presentes nas placas e sim foi realizada uma escolha aleatéria das

mesmas.

VARIABILIDADE DA MICROBIOTA BUCAL

O género e as espécies de microrganismos e a freqiéncia dos mesmos
caracterizou a variabilidade da microbiota bucal das amostras de saliva. Esta
variabilidade foi avaliada imediatamente apds a coleta, 3 meses de armazenamento
em NoL (G), NoL e -20°C, e 10 meses de armazenamento em NyL (G) e NaL,
representados na tabela 4.

A microbiota bucal presente na saliva, avaliada imediatamente apds a coleta,
observa-se a presenca de bactérias Gram positivas na forma de bastonetes (3,3%),
Streptococcus sp. (73,1%), Staphylococcus sp. (18,2%), Enterococcus sp. (2,5%),

Stomatococcus mucilaginosus (1,7%) e Micrococcus sp. (0,8%). Os microrganismos
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predominantes foram os Streptococcus sp., entre eles, S. grupo milleri (15%), S.
mutans (14,2%) e S. mitis (12,5%) (figura 1).

Na analise da variabilidade da microbiota bucal, da saliva armazenada em
NoL (G) e NoL por 3 meses, observou-se um aumento no percentual de bastonetes
Gram positivos (39% e 30%), a manutenc&o do grupo de Staphylococcus sp. (26,9%
e 31,8%) e uma redugao no percentual de Streptococcus sp. (24,8% e 29,8%), em
comparag¢ao com a avaliagao inicial (Bastonetes (3,3%), Staphylococcus sp. (18,2%)
e Streptococcus sp. (73,1%)).

Nas amostras de saliva armazenadas a -20°C e avaliadas ap6s 3 meses
observa-se um comportamento similar ao armazenado em nitrogénio liquido:
bastonetes Gram positivos (29%), Staphylococcus sp. (34,6%) e Streptococcus sp.
(28,9%).

A variabilidade da microbiota bucal das amostras de saliva armazenadas em
NoL (G) e NoL, por 10 meses, foram isoladas em agar Sangue e agar Mitis
Salivarius. Desta forma avaliou-se especificamente a variabilidade do género
Streptococcus . Nesta analise foi possivel observar, que de forma geral, houve a
manutencdo das espécies observadas nas amostras de saliva armazenada por 3

meses e a processada imediatamente apds a coleta (figura 1).

Tabela 4. Percentual de microrganismos presentes na saliva processada
imediatamente apdés a coleta, 3 e 10 meses de armazenamento em nitrogénio

liquido com e sem glicerol e apds 3 meses de armazenamento em -20°C.

Tempo 0* 3 meses” 10 meses”
Microrganismos Inicial NLL (G) N,L 20°C [NoL (G)| NoL
(n=120) | (n=118) | (n=118) | (n=120) | (n=72) | (n=64)
Bastonetes G+ 3,3 39 30 29 15,25 | 19,25
Enterococcus sp. 2,6 7,61 6,74 5,06 1,59 4
Micrococcus sp. 0,95 0 0 0,83 8,27 0
Staphylococcus aureus 8,27 6,67 11,75 9,27 0 1,92
S. epidermidis 3,3 3,4 25 3,32 0 0
S. haemolyticus/schleiferi 5,8 15,9 16,75 21,07 12 3,25
S. saprophyticus 0,82 0,89 0,82 0,9 1,57 0
Stomatococcus mucilaginosus 1,85 1,78 1,66 1,67 4,32 2,43
Streptococcus sp. 73,11 24,75 29,78 28,88 57 69,15
TOTAL 100% 100% 100% 100% | 100% | 100%

*Microrganismos isolados dos meios de cultura PCA, TSA e AS; " PCA, TSA, AS e MAS; “AS e MAS;
n= ndmero de microrganismos identificados.
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inicial NoL (G) 3 m NoL 3 m -20°C 3 m NoL (G) 10 m NoL 10 m
@ S. cricetus m S. downei O S. ferus O S. gordoni m S. gp. milleri @ S. mitis
| S. mutans O S. salivarius W S. sanguis m S. sobrinus O S. vestibularis @ S.oralis

Figura 1. Percentual de Streptococcus sp. da saliva processada imediatamente apos
a coleta, apos 3 e 10 meses de armazenamento em nitrogénio liquido com e sem

glicerol e apos 10 meses de armazenamento em -20°C.

DISCUSSAO

A utilizagdo da saliva para analise de seus constituintes tem sido empregada
por varios autores, principalmente por ser um método ndo invasivo e de facil coleta
(6, 22, 25, 27, 28, 29, 34, 53, 54), no entanto poucos séo os estudos que avaliaram a
microbiota salivar apds o armazenamento da saliva (4, 5, 33, 61).

Para avaliacdo da microbiota salivar a técnica de coleta da saliva € um fator
importante a ser considerado. No presente trabalho foi utilizado coleta de saliva
estimulada, que segundo Dawes, Tsang e Suelzle (2001), permite que as bactérias
fracamente aderidas as superficies dentarias e mucosas, sejam deslocadas pela
acao mecanica da mastigagdo da goma. Apesar deste método de coleta ter sido
utilizado em varios estudos (2, 4, 5, 13, 27, 28, 29, 33, 59, 61), existe variagcdes

quanto ao tempo e o padréo de coleta. Alguns autores utilizaram o método de coleta
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total de saliva durante 5 minutos, sem desprezar o primeiro minuto e obtiveram um
nimero de UFC de 3,6 x 10%minuto. No entanto, quando a coleta foi realizada
durante 1 minuto, o nimero de UFC aumentou para 2,8 x 10”/minuto (13). Portanto,
neste trabalho o volume de saliva coletado no primeiro minuto foi desprezado,
evitando assim uma contagem elevada de bactérias acumuladas na boca, permitindo
ao mesmo tempo uma concentragao inicial de bactérias alta (2,1 x 10’ UFC/mL). E
necessario que a concentracdo de bactérias presentes na saliva coletada seja
adequada. Segundo Mazur (1968), a viabilidade de leveduras € maior quando ha
uma concentracao celular inicial alta.

A necessidade de manutencao da saliva, para avaliagao de seus constituintes
e da microbiota presente na mesma requer um meétodo eficaz e seguro de
armazenamento, para preservacdo das amostras (8). No presente trabalho,
diferentes temperaturas de armazenamento foram adotadas, -20°C e -196°C com
presenca e ou auséncia de crioprotetor.

O processo de congelamento e armazenamento da saliva em baixas
temperaturas, para avaliacdo da microbiota bucal, especialmente bactérias, ainda
nao esta bem esclarecido na literatura. Diversos trabalhos ja demonstraram que
diferentes técnicas de congelamento e temperaturas de armazenamento das
amostras de bactérias isoladas, podem afetar a sua viabilidade (15, 16, 20).

Alguns autores tém utilizado para o armazenamento de amostras de saliva e
de biofilme bacteriano, o congelamento a -20°C (6, 11, 30). Darout et al. (2002)
observaram apos 1 més de armazenamento da saliva nesta temperatura, um
nimero de células maior ou igual a 10°, UFC/mL sem identificacdo das amostras
imediatamente apos a coleta. Em nosso estudo, a média de UFC foi de 10° UFC/mL,
das amostras de saliva armazenadas com glicerol por 3 meses a -20°C. A mesma
temperatura de armazenamento foi utilizada por Callas, Haugh e Flynn (1989), para
preservacdo da saliva e posterior avaliacdo de tiocianato, sem que houvesse
alteracdo do mesmo, apés um ano de preservacao da saliva.

A preservagdo em NoL ¢é bastante utilizada, principalmente para
criopreservacao de sémen humano (14), células isoladas e fragmentos de tecidos (3,
40). O armazenamento de saliva e avaliagdo de seus componentes, diferentes
autores comprovaram sua eficacia quando avaliaram leveduras (4, 33, 61), bactérias
(5), imunoglobulina A (54), tiocianato (6), nitrato e nitrito (39) e acetaldeido (27, 28,
29, 34).
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Segundo Gilmour et al. (1978) e Zhao e Zhang (2005) a taxa de
congelamento utilizada para o armazenamento de microrganismos, em baixas
temperaturas, afeta a sua viabilidade. No presente trabalho, o armazenamento das
amostras de saliva em NyL foi realizado sem o controle da taxa de congelamento,
devido a indisponibilidade de equipamento adequado. No entanto, para minimizar os
possiveis efeitos deletérios da taxa de congelamento as células, o mesmo foi
realizado conforme metodologia descrita por Harlow e Lane (1988) com
modificagdes, onde, apds a coleta, as amostras de saliva, com e sem a presencga do
crioprotetor foram mantidas a -20°C, durante 8 horas e posteriormente transferidas
para o botijao de NsL.

Estudos realizados por Wood e Rosenberg (1957), demonstraram que quando
amostras de leveduras eram mantidas a uma temperatura de até -20°C, o
congelamento de 90% da agua celular livre ocorria em até 60 minutos. Portanto,
independentemente da temperatura final de armazenamento todas as amostras
preservadas em nosso estudo foram mantidas no -20°C por 8 horas e a taxa de
congelamento utilizada foi considerada como lenta conforme a metodologia utilizada
por Fonseca et al. (2001).

Estudos avaliando leveduras e bactérias, apdés o armazenamento da saliva
em NoL durante 2 meses e outro durante 20 dias utilizaram uma taxa de
congelamento de 10°C/minuto. Os resultados obtidos com as amostras frescas e
congeladas, foram comparaveis, em ambos os estudos (4, 5). Quando o
congelamento é lento, ha a redugcao do volume de agua, formagao de cristais de
gelo extracelulares e aumento da concentragdo de solutos (1, 16, 47, 48). No
presente trabalho procurou-se n&o utilizar uma taxa de congelamento rapida, para
evitar a formagao de pequenos cristais de gelo intracelulares, responsaveis pelo
desequilibrio osmoético durante o descongelamento. Uma taxa de congelamento
satisfatoria utilizada para manter a viabilidade de leveduras, € em torno de
7°C/minuto (1) e para uma ampla variedade de células 1°C/minuto (60) a
10°C/minuto (10).

O tempo necessario para o descongelamento de diferentes amostras, entre
elas, bactérias, leveduras, células humanas e animais é variavel e leva em
consideragao o tipo celular e a taxa de congelamento utilizada no momento do
armazenamento (48). A maioria dos autores utiliza um descongelamento rapido, com
banho - de - agua de 30°C a 40°C durante 1 a 2 minutos (16, 58), ou 37°C durante 5
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segundos (19). No entanto, Fonseca et al. (2001) observaram que diferentes
temperaturas de descongelamento ndo afetaram as bactérias apdés o
armazenamento. Em nosso trabalho, o descongelamento das amostras de saliva foi
realizado a temperatura ambiente, em no maximo 10 minutos, pois, considerando
que o congelamento das amostras foi lento, um descongelamento rapido poderia
induzir as células a um choque osmotico resultando em morte quando estas

retornassem ao meio isotonico (45, 64).

VIABILIDADE BACTERIANA

A viabilidade bacteriana que representa a capacidade do microrganismo de
crescer e se multiplicar apés o descongelamento quando inoculado em meio de
cultura apropriado, pode ser alterada dependendo da técnica de congelamento, de
descongelamento e a temperatura de armazenamento utilizada. Os resultados
obtidos no presente trabalho sugerem que a técnica de congelamento e
descongelamento lentos e as temperaturas de armazenamento utilizadas
minimizaram os danos celulares decorrentes do processo de preservacao de células
em baixas temperaturas (48). A viabilidade dos microrganismos foi confirmada por
meio da contagem de unidades formadoras de colénias (UFC). No momento da
coleta, o nimero de UFC foi em média de 2,1 x 10’ UFC/mL, sendo que apos 3
meses de armazenamento em NzL (G), NoL e -20°C houve redugdo de uma escala
logaritmica e apés 10 meses de armazenamento, essa redugao foi de duas escalas
logaritmicas sendo neste caso estatisticamente significativa em comparagao com a
avaliacdo inicial. Fonseca et al. (2006), avaliando bactérias quando uma taxa de
congelamento rapida (2500°C/minuto) e uma lenta (5°C/minuto) foram utilizadas,
observaram numeros de UFC similares, 7,3 x 10® UFC/mL e 6,6 x 10° UFC/mL, apos
1 més de armazenamento a -20°C. No presente estudo, apesar da diminuigdo no
numero de UFC, as bactérias encontradas inicialmente continuaram presentes na
saliva, confirmando a viabilidade das mesmas.

Além dos fatores citados anteriormente, o uso de um agente crioprotetor pode
afetar a viabilidade microbiana (10). No presente estudo o glicerol foi utilizado como
crioprotetor, pois este pode difundir-se para o interior da célula antes do
congelamento e sair da célula durante e apds o descongelamento (48), além de ter
afinidade pela agua e ndo ser toxico a ceélula (52). Desta forma aumenta a

viabilidade celular, pois minimiza os efeitos potencialmente deletérios das reacdes
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quimicas que ocorrem entre os meios intracelular e extracelular (52). Nesse estudo,
apods 3 e 10 meses de armazenamento da saliva em N,;L com glicerol e sem glicerol,
nao foi observado diferenga significativa no numero de UFC/mL. Os resultados aqui
obtidos estdo de acordo com os obtidos por Brambilla et al. (1992), que
demonstraram que a contagem de leveduras de amostras de saliva armazenadas
em NyL, com ou sem glicerol, por 2 meses, foram bastante similares. Gilmour et al.
(1978) armazenaram as bactérias Streptococcus mutans, Fusobacterium nucleatum
e Selenomonas em NjL, durante 12 meses, utilizando taxas de congelamento e
descongelamento rapidas, e obtiveram 100% de recuperacdo das amostras
armazenadas com crioprotetor e de 80% a 100% sem crioprotetor.

O uso de agentes crioprotetores para o armazenamento de bactérias isoladas
é bastante difundido e com resultados que mostram a sua eficiéncia (10, 24, 48, 52),
porém, a sua atuacdo no armazenamento de amostras de saliva ainda nao esta
estabelecida. Assim consideramos neste estudo a possibilidade de a propria saliva
ter agido como um agente crioprotetor. Fonseca et al. (2006), sugeriram que a
formagdo dos cristais de gelo, durante o congelamento, seria limitada pela alta
viscosidade do glicerol. Em decorréncia do aumento da viscosidade, o processo de
formacgao de gelo se torna dependente da taxa de congelamento utilizada, ou seja, a
formagao de gelo € menor com uma taxa de congelamento mais rapida (50). Ainda
pode-se sugerir que a concentragdo de glicerol utilizada neste trabalho ndo tenha
sido alta o suficiente para aumentar a protecao das células microbianas presentes
nas amostras e por isso o resultado com e sem glicerol tenha sido tdo semelhante.
Mazur (1984) relatou que quando uma taxa de congelamento lenta é utilizada, o
glicerol aumenta o volume de liquido extracelular a qualquer temperatura, ao mesmo
tempo diminui a concentracdo de sais nesse volume, evitando dessa forma a morte
celular no momento do descongelamento.

Analisando-se o0s resultados obtidos com as diferentes técnicas de
armazenamento, NoL (com e sem glicerol) e freezer a -20°C (com glicerol) pode-se
considerar ambas as temperaturas de armazenamento de saliva eficazes. Apesar de
nao ter sido observado diferenca entre esses métodos apdés os 3 meses de
armazenamento, alguns autores observaram que quando amostras de bactérias
eram avaliadas apés um periodo maior de preservagao, em diferentes temperaturas,

a viabilidade era maior em temperaturas mais baixas (15, 16, 20).
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Para avaliar a Vviabilidade de microrganismos especificos apdés o
armazenamento, duas espécies bacterianas do género Streptococcus foram
estudadas utilizando o meio de cultura seletivo agar Mitis Salivarius, para o
isolamento de Streptococcus mitis e S. salivarius a partir da saliva apos 3 e 10
meses de armazenamento das amostras. A fase de regeneracéo celular permite a
retomada dos processos metabdlicos interrompidos pelo congelamento e deve
ocorrer com o minimo disturbio osmatico e fisico. Segundo Zhao e Zhang (2005)
uma forma de facilitar ou propiciar esta regeneracao celular microbiana € a utilizagéao
de meios de cultura apropriados. A utilizagdo do meio de cultura seletivo comprovou
a capacidade das espécies de crescerem e se reproduzirem apos 0 armazenamento
da saliva a -196°C e -20°C (62). Apos a identificagcdo das bactérias, obteve-se
recuperacdo do Streptococcus mitis em todas as amostras avaliadas. Ja o
Streptococcus salivarius esteve presente em todas as amostras avaliadas apos 3 e
10 meses de armazenamento, com exce¢do de uma amostra armazenada sem

glicerol.

VARIABILIDADE BACTERIANA

A variabilidade bacteriana, observada pela identificacdo das bactérias
presentes nas amostras de saliva processadas imediatamente apds a sua coleta,
demonstrou a presenga de cocos e bastonetes Gram-positivos, principalmente
anaerobios facultativos. Mais de 700 espécies bacterianas ja foram identificadas na
boca (56), e diferentes autores observaram bactérias especificas, como,
Staphylococcus sp. (44) bastonetes (41) e Streptococcus sp. (17, 63, 41) em uma
boca saudavel.

A avaliacdo da microbiota salivar permite estabelecer a variabilidade
bacteriana de individuos e pode ser utilizada para identificagdo de microrganismos
relacionados: a doengas como a carie dental (31, 42); doenga periodontal (11, 12); a
sua alteracdo quando pacientes sao expostos a fatores de risco, como fumo e
alcool, muitas vezes relacionada com o aumento de risco de desenvolvimento de
cancer de boca (9, 27, 28, 29, 34, 37).

Apos o0 armazenamento da saliva nas temperaturas de -196°C e -20°C foi
observada uma diferenga no percentual dos microrganismos identificados presentes
antes do armazenamento, no entanto, a diversidade permaneceu a mesma. A

analise da variabilidade da microbiota bucal da saliva, avaliada apés 3 meses de
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armazenamento em NaoL (G), NoL e a -20°C mostrou manutengao no percentual de
bastonetes Gram positivos e Staphylococcus sp. € uma redugao no percentual de
Streptococcus sp. quando comparados com a avaliacao inicial.

A manutencgao no percentual de bastonetes apds o armazenamento, poderia
ser explicado pela presenca dos enddsporos, no caso destes isolados serem de
géneros formadores dos mesmos. Enddsporos sao estruturas de resisténcia que se
formam dentro das células e podem sobreviver em condi¢des desfavoraveis.
Quando expostos ao calor, eles podem germinar e tornarem-se células vegetativas
metabolicamente ativas (7, 21, 24, 35, 36, 38).

Além dos bastonetes, houve também a manutencdo de bactérias do género
Staphylococcus apds 3 meses de armazenamento em N,L com e sem glicerol e a -
20°C. Essa manutencéo dos Staphylococcus sp. pode ser explicada pela agregacéo
das células. A morfologia dos arranjos bacterianos desse género é uma
caracteristica resultante da divisao celular das mesmas que ocorre em mais de um
plano, formando grupos de 8 ou mais células. Esse tipo de agregagédo poderia
conferir maior resisténcia as mudangas de temperatura. Fonseca et al. (2006)
avaliou a distribuicdo de células bacterianas em amostras armazenadas em NyL
utilizando diferentes taxas de congelamento e observou que com uma taxa de
congelamento lenta, a disposi¢cao das bactérias ocorreu de forma concentrada.

Apos 10 meses de armazenamento em NyL, foram identificados apenas os
microrganismos isolados dos meios de cultura agar sangue e agar mitis salivarius.
Observou-se recuperagao das bactérias do género Streptococcus, com um
percentual em torno de 60% e 70% das amostras armazenadas com e sem glicerol,
respectivamente, em comparagao com a avaliagao inicial dessas bactérias que foi
em torno de 73%.

Em conclusdo, os resultados do presente estudo demonstraram que o
armazenamento de saliva a -196°C é um método eficaz nas condi¢cdes estabelecidas
no presente trabalho, quando a microbiota bucal é avaliada por um periodo de até
10 meses. A viabilidade microbiana foi mantida apds o armazenamento da saliva por
3 meses a -20°C e por 10 meses a -196°C. O uso do crioprotetor glicerol na
concentragédo de 10% (v/v) n&o alterou a viabilidade dos microrganismos apés 3 e 10
meses de armazenamento a -196°C. Quando analisada a variabilidade da microbiota
bucal nos diferentes tempos, mesmo tendo ocorrido alteracdo na freqliéncia das

bactérias identificadas, as mesmas continuaram presentes apdés o armazenamento.
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O uso de meio de cultura seletivo confirmou a viabilidade das bactérias
Streptococcus mitis e S. salivarius apés 10 meses de armazenamento a -20°C e a -
196°C.

O armazenamento de saliva em temperaturas criogénicas, para avaliagao da
microbiota bucal, permite sua utilizagdo para qualificacdo em estudos

epidemioldgicos e longitudinais.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacado da saliva permite estabelecer um perfil microbiano e relaciona-lo
com os habitos do paciente como higiene bucal, dieta e também consumo de fumo e
alcool, fatores que afetam a homeostasia microbiana, alterando o crescimento dos
microrganismos na boca.

A proposta inicial deste trabalho era avaliar a viabilidade e variabilidade da
microbiota presente na saliva apds 3, 6, 9 e 12 meses de armazenamento. A
identificacdo dos microrganismos foi realizada utilizando provas bioquimicas
classicas, as quais sao trabalhosas e tomam muito tempo para sua execucéo.
Outras formas de identificagcdo de microrganismos utilizadas na literatura seriam a
identificacdo por meio da morfologia das colénias bacterianas baseados na
utilizacdo de meios especificos, a utilizagdo de kits disponiveis comercialmente,
além da identificagcao bacteriana por PCR. Acreditamos que o método de avaliagao
utilizado em nosso trabalho permitiu a identificacdo de espécies microbianas com
seguranga e 0 mesmo permitiu uma boa abrangéncia de identificagdo no que tange
a microbiota bucal. A identificacdo por meio da morfologia das colénias se torna
muito restrita e ndo é confiavel, pois os meios de cultura seletivos ndo sao tao
especificos para permitir a identificagdo de espécies. A utilizacdo de kits
comercialmente disponiveis abreviariam o estudo, porém muitos microrganismos
nao seriam identificados por esta metodologia. A utilizagdo da técnica de PCR
permitiria a identificacdo das espécies e subespécies com precisdo, porém sao
meétodos dispendiosos e que ndo estavam disponiveis para uso neste trabalho.

Em fungao do tempo disponivel para o trabalho no laboratério e do método de
identificagcdo utilizado foi possivel a analise da viabilidade e da variabilidade apenas
apoés 3 e 10 meses de armazenamento.

Um aspecto importante observado em nosso trabalho foi a alteragdo da
freqiéncia dos microrganismos avaliados mesmo apdés um curto periodo de
armazenamento em nitrogénio liquido (3 meses). Este dado € importante na medida
em que estudos que utilizarem diferentes tempos de armazenamento e ou avaliarem
produtos do metabolismo bacteriano poderao apresentar um viés.

Sabe-se que a rotina de selegao de pacientes para os estudos assim como da

coleta de saliva ocorre em tempos diferentes e que a analise dos mesmos sem a
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padronizacdo do tempo de armazenamento podera apresentar resultados
discrepantes.

Exemplificando, estudos que avaliam a producdo de acetaldeido por
bactérias, como os estreptococos do grupo viridans (KURKIVUORI et al., 2007). A
concentragao de acetaldeido é dependente da concentragdo desses microrganismos
na saliva. Portanto, os niveis de acetaldeido observados em amostras de saliva
congeladas, podem estar reduzidos em fungdo da alteragdo da frequéncia
bacteriana.

A alteracdo na freqléncia das bactérias identificadas, apds o armazenamento
da saliva, pode ser minimizada por meio da utilizacdo de meio de cultura seletivo,
permitindo a recuperagdo dos microrganismos presentes. Utilizamos em nosso
trabalho o meio agar mitis salivaius e também o meio de cultura enriquecido agar
sangue.

Nossos resultados demonstraram que a viabilidade da microbiota salivar se
manteve quando armazenada em temperaturas de -20°C por 3 meses e em -196°C
por 10 meses. Como continuidade deste trabalho serdo realizados novos
descongelamentos, da saliva armazenada, apos 18 e 24 meses, para confirmagao
da manutencao dos resultados obtidos neste trabalho.

Estas avaliagcbes futuras permitirdo comprovar a eficacia do armazenamento
de saliva para avaliagdo da microbiota bucal, apds periodos prolongados de

criopreservacao.
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O Comité de Etica em Pesquisa e a Comissdo de Pesquisas da Faculdade

de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisaram
o Projeto:

Nuamero: 14/06

Titulo: AVALIACAO DA VARIABILIDADE E DA VIABILIDADE DA

MICROBIOTA BUCAL EM SALIVA ARMAZENADA EM DIFERENTES
TEMPERATURAS _

Investigador(es) principal(ais): Professoras Anna C. M. Chaves, Sueli
- Van Der Sand, C.D. Elisabete U. Rojas e os Académicos Gustavo G.
Nascimento, Luisa S. Cassiano

O Projeto foi aprovado na reunido do dia 18/04/2006, Ata n° 04/06 do
Comité de Etica em Pesquisa e da Comissdo de Pesquisas, da UFRGS,
por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo com a
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

‘Porto Alegre, 19 de abril de 2006.
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Prof?. Marisa Maltz
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisas
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/

Endereco:
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Bairro
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CEP Fone

e comercial

n.

Bairro
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CEP Fone
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RG

Obs.

ANAMNESE

Histéria médica:

Histéria odontoldgica:

Habitos:
Fumo: ( ) sim ( )n&o

Bebida alcodlica: ( ) sim ( ) n&o

Chimarrao: ( )sim ( )néao

Higiene Bucal:

Tipo de fumo:

Quantidade/dia:

Ha quanto tempo:

Tipo de bebida:

Quantidade/dia:

Ha quanto tempo:

Quantidade/dia:

Ha quanto tempo:

Frequéncia de escovacao/dia:
Usa creme dental:

Usa enxaguatério bucal:

Ha quanto tempo/ x ao dia:

EXAME DA MUCOSA BUCAL
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Projeto de pesquisa
“Avaliagdo da variabilidade e da viabilidade da microbiota bucal em saliva
armazenada em diferentes temperaturas”.

Pesquisador responsavel
Dr? Anna Cecilia Moraes Chaves

Objetivo do projeto

Este projeto visa determinar os diferentes tipos de microorganismos (micrébios) da
saliva e analisar se eles sobrevivem apds o congelamento da saliva em diferentes
temperaturas por um determinado tempo.

Sobre a utilizagdo da saliva em pesquisa

Vocé sera submetido a um exame de seus dentes e gengiva e a uma coleta de saliva
para identificagdo de microorganismos (micrébios) presentes na sua boca. Um dentista vai
realizar o exame clinico e esta coleta, que nao trara desconforto além do ato de mastigar a
goma de mascar durante 6 min e apos, expelir a saliva em um frasco. Posteriormente serao
realizados testes laboratoriais com o material.

Nés gostariamos de manter a saliva restante para pesquisas futuras. Se vocé
concordar, sua saliva sera mantida congelada e podera ser utilizada em pesquisas para
aumentar o conhecimento de doengas, como por exemplo, o cancer bucal.

A decisdo de permitir que a saliva que sobra seja utilizada para pesquisas futuras é
sua, e nao influenciara o seu tratamento. Caso seja de sua vontade, mesmo apés ter
concordado, podera em qualquer momento, desistir da participacdo na pesquisa.

No futuro, pesquisadores podem necessitar de mais informacgbes sobre sua saude.
Garantimos que seu nome, endereco e telefone nido serdo revelados. No caso da
descoberta de qualquer resultado que venha beneficia-lo, vocé sera informado.

Qualquer duvida quanto a utilizagao da saliva coletada, sera prontamente fornecida por
um dos membros da equipe envolvida.

Fazendo sua escolha

Por favor, leia atentamente a pergunta e pense em sua resposta, circulando “Sim” ou
“Nao”.
1. Minha saliva pode ser utilizada para esta pesquisa e mantida para pesquisas
futuras?
Sim N&ao
Declaro que recebi copia do presente termo de consentimento e estou de acordo com as
explicagdes nele contidas e informadas pela Dr? Elisabete Ulsenheimer Rojas.

Assinatura:

Data:

Assinatura do CD:

Telefone do Pesquisador responsavel: (51) 3316-5011
3028-0845



