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MICROBIOTA ASSOCIADA AO INSUCESSO DE IMPLANTES DE TITANIO EM

PRIMATAS NAO-HUMANOS

Microbiota associated to failing titanium implants in non-human primates

RESUMO

A microbiota, associada as peri-
implantites em 3 macacos da espécie
Cebus apella, foi avaliada por meio de
cultura e por reacdo em cadeia da

polimerase (PCR). Realizou-se o exame

intrabucal, periodontal e peri-implantar
nos primatas. Os implantes tinham 3,75
mm de didmetro e 8,5 mm de
comprimento e eram de dois tipos, do
Brianemark System (NobelBiocare,
Gotemburgo, Suécia): MKIII Usinado
(uma pega) e MKIII Ti Unite Oxidado
(duas pegas). Os implantes
apresentavam mobilidade e supuracdo
por meio de bolsa peri-implantar e
foram cirurgicamente removidos e
transferidos para meio de transporte
VMGA III (Viability Medium,
Goteborg, Anaerobically prepared and
sterilized, ITT) . Também foram coletadas
amostras de 3 sitios periodontais
proximos aos implantes. Os espécimes
clinicos foram inoculados em meios de
cultura seletivos e ndo seletivos e
incubados em anaerobiose e aerobiose,
por até 21 dias, a 37° C. A identificacdo
dos isolados foi realizada por meio de
provas bioquimico-fisiologicas. O DNA
das amostras também foi submetido a
amplificagdo por PCR, empregando-se
iniciadores especificos para
microrganismos bucais. Nas reacoes,
foram utilizadas, como controle
positivo, DNA de cepas de referéncia
dos microrganismos estudados.
Verificou-se participagdo elevada de
Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum e Prevotella
intermedia e a presenca de vérias
espécies de bactérias entéricas no
periodonto e sitios peri-implantares dos
primatas. A4. actinomycetemcomitans,
D. pneumosintes, M. micros, P.
nigrescens ¢ T. forsythia nao foram
detectados através de cultura e pelo
PCR.

UNITERMOS

INTRODUCAO E REVISAO DE
LITERATURA

A instalag8o de implantes e proteses
por eles suportadas, quando
adequadamente indicada e realizada, esta
associada a taxas elevadas de sucesso,
permitindo uma reabilitagdo duradoura
das fungdes do aparelho estomatognatico
(Alsaadi ef al’ 2007). Entretanto, diversos
fatores locais ou sistémicos, como o fumo,
osteoporose, doenca de Crohn,
caracteristicas do proprio implante
(comprimento, didmetro e
posicionamento) e condi¢do dos dentes
adjacentes (Alsaadi et al’ 2007), podem
modificar a resposta clinica ao implante,
levandoao fracasso do tratamento.

As semelhangas fisicas, bioquimicas e
genéticas entre os primatas sempre
fizeram com que os mesmos fossem muito
utilizados na pesquisa bioldgica como
modelos de diferentes tipos de doencas
que afetam os humanos (Casatti et al’
2002; Lowenstine'® 2003),
particularmente em odontologia (Nagata
et al'’ 2003; Cancian et al' 2004). Dentre
os primatas do continente americano,
destaca-se Cebus apella pela sua ampla
distribuicdo geografica de ocorréncia e
vigorosa populagdo, bem como adaptagdo
a condi¢des de reproduggo assistida, o que
otorna um bom modelo de estudo.

Como em outras areas da satude, o
desenvolvimento de novos materiais,
ligas metalicas para implante,
modalidades de tratamento para
patologias peri-implantares e desenhos
estruturais dependem da realizagio de
ensaios experimentais em modelos
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animais, destaca-se o emprego de
primatas ndo-humanos. Contudo, como
parte significativa das patologias que
levam ao fracasso dos implantes
osseointegrados ¢ de natureza infecciosa
(Botero et al *2005; Renvert et al”* 2007),
¢ alarmante o fato de que desconhecemos
a microbiota periodontal e perimplantar
desses primatas, dificultando a
comparagdo com dados obtidos de
pacientes e o proprio emprego desses
primatas como modelos de estudo em
implantodontia.

As dificuldades de acesso que
pesquisadores encontram no emprego de
primatas do “Velho Mundo”, bem como o
custo elevado desses animais, vém
limitando seu uso como modelo de estudo
em Odontologia. Por outro lado, os
primatas do “Novo Mundo”, no nosso
pais, estéo sob elevada pressdo ambiental,
sendo que muitos correm o risco de se
extinguir nas proximas décadas, tornando
seu uso como modelos de estudo na
Odontologia impraticavel. Contudo, em
anos recentes, sob supervisao do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos
Naturais Renovéveis (IBAMA), a FOA -
UNESP, criou o Nucleo de Procriagido do
Macaco Prego, com o intuito de manter
uma populagido saudavel desses primatas
em liberdade, enquanto, através de
reprodugdo assistida, animais sdo
disponibilizados para estudos, onde se
destacam as interagdes com pesquisadores
de 11 paises.

O objetivo do presente estudo foi
avaliar, por meio de cultura ¢ PCR, a
microbiota associada ao insucesso de 3
implantes de titdnio inseridos no rebordo
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alveolar de primatas n#o-humanos da
espécie Cebus apella.

MATERIALE METODOS

Selecio de primatas Cebus apella
(macacos-prego)

Os espécimes clinicos foram obtidos
de 3 primatas ndo humanos do sexo
masculino, com peso variando de 2,5 kg a
3,5 kg, com idade de 6-8 anos. Eles foram
mantidos em cativeiro no Nucleo de
Procriagdo do Macaco Prego (UNESP-
Aragatuba), os quais vinham sendo
alimentados com cereais, frutas e agua ad
libitum, em ambiente de umidade e
temperatura controladas e com avaliagdo
periodica das condigdes sistémicas de
saude. Nenhum dos animais apresentava
histéria de desordem sistémica. Cada
primata havia recebido um unico
implante. ;

Todos os procedimentos relativos ao
exame clinico intrabucal, periodontal e
periimplantar dos animais, bem como a
coleta dos espécimes para analise
microbiolégica, foram realizados apds a
anestesia dos primatas com cloridrato de
cetamina (15mg/Kg), por via
intramuscular.

Avaliacio clinica e coleta dos espécimes
para analise

Os implantes tinham 3,75 mm de
didmetro e 8,5 mm de comprimento e
eram de dois tipos pertencentes ao
Branemark System (NobelBiocare,
Gotemburgo, Suécia): MKIII Usinado
(uma pega) e MKIII Ti Unite Oxidado
(duas pegas). Os implantes, posicionados
na regiio de pré-molares superiores,
apresentavam mobilidade e supuragéo por
meio de bolsa peri-implantar e foram
cirurgicamente removidos e transferidos
para meio de transporte VMGA III, para
reduzir o contato com o oxigénio
molecular.

Também foram coletadas amostras de
3 sitios periodontais nos dentes proximos
aos implantes como pardmetro com as
condi¢des microbiologicas periodontais.
Esses sitios periodontais apresentavam
perda oOssea e inflamagdo gengival
compativeis com periodontite.

Isolamento bacteriano e identificagdo
dos isolados

No laboratério, os espécimes clinicos
dos 3 casos de peri-implantite foram
submetidos a diluigdes seriadas em VMG I
(Viability Medium, Goteborg,
Anaerobically prepared and sterilized, I) e

aliquotas de dilui¢cdes pré-estabelecidas
foram inoculadas em: agar Fastidious
Anaerobe enriquecido com extrato de
levedura (0,5%), hemina (5 pg/mL),
menadiona (1 pg/mL) e 5% de sangue
desfibrinado de cavalo, incubado em
anaerobiose (90 % N, +10% CO,),a37°C,
por 14 e 21 dias, para isolamento dos
anaerdbios; 4gar de tripticaseina de soja,
acrescido de 5% de sangue desfibrinado
de cavalo, incubado em aerobiose,a37° C,
por 2 e 3 dias, para isolamento de
aerobios e anaerdbios facultativos; agar
McConkey, incubado em aerobiose, a 37°
C, por 2 dias, para isolamento de
microrganismos entéricos anaerobios
facultativos.

Aproporgdo de cada espécie ou género
microbiano, na populagio total, foi
calculada como a fragdo representada pelo
crescimento da espécie nos meios
seletivos em relagdo ao crescimento
microbiano nos meios de cultura ndo
seletivos e enriquecidos. Apos o
isolamento dos microrganismos e
obtengdo de cultura pura, realizaram-se as
analises morfocelular e morfocolonial dos
mesmos, além do teste respiratorio, para
caracterizar o relacionamento dos
diferentes microrganismos com o0
oxigénio atmosférico e prova da catalase.
A seguir, procedeu-se a identificagdo, em
nivel de género,e, quando possivel, nivel
de espécie dos isolados, por meio de
provas bioquimico-fisiologicas (Gomes et
al' 2004). Também foram realizados
testes de resisténcia a sais biliares,
hidrolise da esculina, hemaglutinagéo,
produgdo de gés, indol e sulfeto de
hidrogénio.

Detec¢do dos principais patégenos

anaero6bios obrigatérios e facultativos
por PCR

O DNA das amostras clinicas nos
criotubos com VMGA III foi extraido por
meio do “kit” QlAamp DNA (QIAGEN,
Hilden, Alemanha), segundo as
recomendagdes do fabricante. Por PCR,
avaliou-se a presenca de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Dialister
pneumosintes, Fusobacterium nucleatum,
Micromonas micros, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, P.
nigrescens, Treponema denticola, e
Tannerella forsythia (Avila-Campos &
Velasquez-Meléndez’ 2002; Tamura et al™
2006). Na Tabela 1, sdo apresentados os
respectivos iniciadores especificos
utilizados.

A amplificagdo do DNA foi realizada
em volumes de 25 pl, contendo 2,5 pl de
10 X tampdo PCR, 1,25 pl de MgCL, (50 ul
mM), 1,0 ul de dNTP (10 mM), 0,25 pl de
Tag DNA polimerase (0,5 U), 1,0 ul de
cada iniciador (0,4 uM), 7 pl de agua
ultrapura ‘Milli-Q esterilizada e 1 pl de
DNA. A amplificagdo foi realizada em
aparelho de PCR (Perkin Elmer,
GeneAmp PCR System 2400)
programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.);
de 30 a 36 ciclos de 94 °C (30s-1 min.),
temperatura de anelamento de cada
iniciador por um tempo que varia de30s.a
2 min., 72° C (1 min.-2 min.) e 1 ciclo de
72° C (5 min.), para a extensdo final da
cadeia de DNA em amplificagdo.

Em todas as reagdes, foram utilizadas,
como controle positivo, DNA de cepas de
referéncia dos microrganismos estudados.
Os produtos da amplificacdo pelo PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com brometo de
etidio (0,5 pg/ml) e fotografados sobre

Tabela 1. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de PCR convencional.
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transiluminador de luz UV. Como padrdo
depeso molecular foi utilizado o marcador
1Kb DNA ladder (Gibco, SP).
RESULTADOS

Por meio de cultura, foram detectadas
elevadas proporgdes de Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum e
Prevotella intermedia e a presenga de
microrganismos que, comumente, ndo
fazem parte da microbiota bucal de
humanos, como Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae, E. sakazakii,
Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris,
P, mirabilis, eSerratiasp.(Tabela2).

A microbiota associada a peri-
implantite variou consideravelmente para
cada macaco, mas a presenca de
enterobactérias € outros microrganismos
entéricos foi uma constante nos achados. A
maioria dos microrganismos isolados dos
sitios peri-implantares também foi
detectada no periodonto adjacente,
particularmente para os anaerobios
testados. O fator género do animal ndo
influenciou o isolamento e a detecgdo dos
microrganismos estudados. 4.
actinomycetemcomitans, D.
pneumosintes, M. micros, P. nigrescens ¢
T forsythiando foram detectados por meio
de cultura e pelo PCR.

DISCUSSAO

Uma vez que a microbiota bucal e peri-
implantar de C. apella nido foi
caracterizada , optou-se por avaliar a
contaminagfo peri-implantar dos primatas
por meio de cultura em meios seletivos e
ndo seletivos, bem como por meio de
método molecular, como advogado por
Leonhardt et al” (2003).

A microbiota bucal de primatas ndo

humanos do “Novo Mundo” ainda
constitui area ndo explorada da
Microbiologia Bucal e Veterinaria. Dessa
forma, ¢ dificil extrapolar resultados
obtidos para humanos em relagdo a
etiologia das diferentes patologias
infecciosas que acometem a cavidade
bucal, criando limitagGes para a utilizacao
desses primatas como modelos de estudos
em Implantodontia, visto que o
desempenho clinico do implante instalado
estd intimamente dependente do
comportamento do biofilme bucal
(Covani et al'® 2006; Barbour et al' 2007,
Renvertet al”® 2007).

Em humanos, grande importancia vem
sendo dada a participagdo de
periodontopatdégenos classicos na
etiologia da peri-implantite e da mucosite
peri-implantar (Hultin ez al"° 2002; Botero
et al’ 2005; Leitdo et al* 2005; Pfau &
Avila-Campos'® 2005), entretanto a
heterogeneidade de literatura ¢ tamanha
que ndo se pode estabelecer uma
microbiota de relevincia para essas
condigdes clinicas.

Osresultados apresentados na Tabela 2
evidenciam que parcela ndo desprezivel da
microbiota isolada/detectada é composta
por microrganismos cujo principal habitat,
em humanos, seria a mucosa intestinal,
mas possivelmente em fungdo da
coprofagia (minimizada pela utilizagdo de
gaiolas especiais que permite a passagem
das fezes e a limpeza didria do ambiente de
criagdo dos primatas) freqiiente em Cebus
apella. Contudo, os resultados do presente
estudo se aproximam dos obervados por
Alcoforado et al’ (1991), que verificaram
que, além dos microrganismos anaerobios
obrigatdrios e A. actinomycetemcomitans,
normalmente associados as infecc¢des
peri-implantares, também foram
encontrados microrganismos entéricos,

Tabela 2. Prevaléncia de microrganismos entéricos em pacientes

com diferentes condigdes periodontais.

Presenga (+) ou auséncia (-) do microrganismos na
Microrganismos Bolsa peri-implantar / Bolsa periodontal
Macaco | Macaco Il Macaco lll
Microrganismos entéricos
Citrobacter freundii -/- -/~ +/-
Enterobacter cloacae -/- -/- +/-
Enterobacter sakazakii +- +/- -/-
Enterococcus faecalis. +/- ++ : -/-
Proteus vulgaris -/+ -/+ +/+
Proteus mirabilis +/- -/- +/-
Serratia sp. -l -+ ++
Microrganismos bucais

Porphyromonas gingivalis +H+ ++ ++
Prevotella intermedia -/- -/- +H+
Fusobacterium nucleatum +/+ +/+ I
Treponema denticola ++ -/- -/-
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fungos e estafilococos.

E provavel que os dados da Tabela 2
subestimem a real participagdo de
microrganismos entéricos na peri-
implantite em primatas, visto que a mesma
foi avaliada apenas pelos métodos
convencionais de cultura e ndo por PCR,
mas isso se deve a auséncia prévia de
conhecimentos sobre a microbiota dessa
espécie de primatas. Estudos futuros
deverdo levar esse aspecto em
consideragdo.

De forma geral, esses microrganismos
entéricos ddo origem a infeccdes graves e
podem levar a infecgdes persistentes, as
quais sdo causas comuns em implantes que
sofreram falhas no processo de
osteointegragio (Groenendijk et al”
2004). Como observado por Barbour et al'
(2007), a colonizagdo precoce de
superficies expostas do implante pode
acelerar o desenvolvimento de peri-
implantite, sendo que se pode conjecturar
se a participagdo desses microrganismos
entéricos, normalmente sio capazes de dar
origem a reagdes inflamatorias intensas e
infecgdes persistentes.

Em humanos, a ocorréncia de bactérias
entéricas é favorecida pela eliminagdo de
parte da microbiota endogena da cavidade
bucal, mas os primatas estudados ndo
haviam recebido antimicrobianos com
amplo espectro de agdo, o que dificulta
conjecturas sobre o papel da microbiota
bucal anaer6bia no estabelecimento de
espécies entéricas, reforcando a hipétese
da participa¢do da coprofagia como fonte
dessa contaminagdo exdgena. Contudo,
para os anaerdbios obrigatérios, a fonte de
contaminagdo dos sitios peri-implantares
parecer ser o proprio periodonto
adjacente, como também observado para
humanos (Callan et al’ 2005; Agerbaek et
al' 2006; Quirynen et al”’ 2006; Renvert et
al 2007). Essa informagdo reforga a idéia
de que a realizagdo de procedimentos
experimentais envolvendo implantes de
titAnio nesses primatas exige a realizagdo
da avaliagdo bucal prévia bastante
detalhada, visto que 50 primatas
examinados pelo nosso grupo, 17
apresentavam periodontite, como também
ocorreu com os 3 animais que
desenvolveram peri-implantite, 20
possuiam gengivite e 13 eram, de fato,
sadios (dados ndo publicados).

CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que a peri-
implantite em Cebus apella ¢

79



Roberto Sales e Pessoa et al - Microbiota associada ao insucesso de implantes de titdnio em primatas ndo-humanos

substancialmente diferente daquela
observada em humanos e esses aspectos
devem ser considerados quando da
elaboracdo de protocolos experimentais
envolvendo essa espécie.

SUMMARY

The microbiota associated with the
periimplantitis in 3 Cebus apella monkeys
was evaluated by culture and PCR. The
intra-buccal, periodontal, and periimplant
examination were done in the primates.
The implants had 3.75 mm of diameter and
8.5 mm of length and were of two
Brinemark System (NobelBiocare,
Gotemburgo, Suécia) different types:
MKIII Smooth (one piece) and MKIII Ti
Unite Oxidated (two pieces). The implants
showed mobility and suppuration by the
periimplant pocket and were surgically
removed and transferred for the VMGA IIT
environment. Samples of. 3 periodontal
sites, near to the implants, were also
collected. The specimens were inoculated
in culture selective and non-selective
environment and incubated in anaerobiose
and aerobiose for 21 days interval in37° C.
The identification of the isolated was done
by biochemical-physiological tests. The
samples'’ DNA were also submitted to
amplification by PCR using specific
indicators for buccal microorganisms. In
the reactions, the DNA of reference
specimens of the studied microorganisms
was used as positive control.
Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum and Prevotella
intermedia were found, as well as many
other bacteria in both the periodontal and
periimplant sites of the primates. 4.
actinomycetemcomitans, D.
pneumosintes, M. micros, P. nigrescens
and T. forsythia were not detected by both
the culture and PCR.

UNITERMS

Periimplantites, Infection, Bacteria,
Primates, Cebus apella.
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