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Ocorréncia dos patdgenos do complexo vermelho em
sitios periodontais e periimplantares nas mesmas bocas

Occurrence of pathogens of the red complex in periodontal
and peri-implant sites of the same mouths

Nilson Roberto Armentano™ RESUMO

José Luiz De Lorenzo™* O objetivo deste trabalho foi avaliar, pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), dirigida

%ﬂb IHREE Avila—C;n;Efi :H para as espécies do complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis e

He SabeR e Treponema denticola), a ocorréncia semiquantitativa desses patégenos em sulcos gengivais-

controle (8G-C), bolsas periodontais (BP) e sulcos periimplantares (SPI) de cinco pacientes
parcialmente desdentados portadores de implantes dentdrios havia mais de dois anos. Nos
SG-C de trés pacientes foi detectado o DNA de P. gingivalis, em um deles juntamente com
o de T. forsythensis. Nas BP de todos, além de T. forsythensis efou T. denticola, foi constatada
maior freqiiéncia de P. gingivalis e a relacdo desses patégenos com a profundidade e o san-
gramento a sondagem. Apesar da presenca em sitios periodontais, nenhuma das espécies-
alvo foi identificada nos SPI, embora quatro apresentassem sangramento a sondagem. Nossos
resultados, obtidos em SPI sem periimplantite, confirmam que o método PCR possibilita
um diagndstico aplicavel na andlise de risco de doenga, pois os patégenos da BP podem se
translocar para os SPI, obrigando a um maior rigor no controle do biofilme dental.
Unitermos - Implantes dentarios; Porphyromonas gingivalis; Tannerella forsythensis; Trepone-
ma denticola; Complexo vermelho; Reagdo em cadeia da polimerase.
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ABSTRACT

The aim of this study was fo evaluate, by polimerase chain reaction (PCR) directed for the species
of the red complex (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis and Treponema denticola),
the semiquantitative occurrence of this pathogens in control-gingival crevices (C-GC), periodontal
pockets (PP) and peri-implant sulcus (P-1S) of five partially edentulous patients who have had one
or more dental implants for over two years. In C-GC of three patients was detected the presence of
ADN of P. gingivalis, together with T. forsythensis in one of them. In all PP, besides T. forsythensis
and/or T. denticola was evidenced higher frequency of P. gingivalis and relation of these pathogens
with probing depth and bleeding on probing. Despite the presence in periodontal sites, no DNA,

from any target specie, was found in P-IS, even so four presented bleeding on probing. Our results,
gotten in PI-S without peri-implantitis, in such a way confirm that PCR method is of great value,
making possible an applicable diagnosis for the analysis of disease risk, because the pathogens of
PP can translocate to the PI-S, leading to the need of more rigorous control of dental biofilm.

Key Words - Dental implants; Porphyromonas gingivalis; Tannerella forsythensis; Treponema den-
ticola; Red complex; Polimerase chain reaction.
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Introducéo

Apesar do alto indice de sucesso alcancado com a
utilizagdo de implantes osseointegraveis para repor dentes
perdidos e devolver melhor forma e funcdo ao sistema es-
tomatognatico, ainda ocorrem alguns insucessos. Estes ca-
sos estdo relacionados com o trauma cirtrgico (incluindo
falha no controle da temperatura), quantidade e qualidade
6ssea inadequadas, sobrecarga oclusal, parafunges e, na
maioria dos casos, acimulo de biofilme patogénico®.

Existe grande semelhanca na microbiota associada a
dentes naturais e aos implantes colocados em pacientes par-
cialmente desdentados. Na condicdo de satide ocorre pre-

domindncia de cocos e bacilos Gram-positivos anaerdbios
facultativos sacaroliticos e imbveis, enquanto na doenga
periodontal e periimplantar predominam espécies proteo-
liticas de bacilos Gram-negativos anaerdbios estritos e es-
piroquetas®®?, Essa sucessdo bacteriana ocorre em fun-
¢do do aumento do fluxo de exsudato sulcular, que acarreta
aumento do nivel local de proteinas, favorecendo o maior
desenvolvimento de espécies predominantemente proteo-
liticas e dependentes de fatores nutritivos encontrados em
hemoderivados como o exsudato sulcular®. Por outro lado,
com a migra¢ao apical do epitélio juncional, aumenta a con-
dicdo de anaerobiose®s. Essas altera¢des ambientais rom-
pem o equilibrio do ecossistema subgengival'®, possibilitan-
do a sucessdo bacteriana e a instalacdo de patégenos no
biofilme, condicao que favorece o inicio e a progressao da
doenga®'®. A instalacao de patégenos especificos também é
favorecida pela prévia colonizacdo de algumas espécies bac-
terianas que alteram as condi¢cbes ambientais originais do
biofilme®!57,

Bolsas periodontais e superficies mucosas sao reser-
vatérios de bactérias que podem colonizar sitios periimplan-
tares na mesma boca (conceito da translocagio bacteriana).

Dentre as bactérias reconhecidas pelo World Workshop
of Periodontology (1996) como associadas com a periodontite
cronica, merecem destaque as anaerdbias estritas e proteoli-
ticas que compdem a associagdo que Socransky et al* (2000)
viriam a denominar de “complexo vermelho”: Porphyromo-
nas gingivalis, Bacteroides forsythus (em 2002 reclassificada
como Tannerella forsythensis) e Treponema denticola. Essas es-
pécies distinguem-se pela produgdo de importantes fatores
de viruléncia como enzimas histoliticas (principalmente as
proteases), toxinas citotéxicas (principalmente as endotoxi-
nas) e fatores de evasdo as defesas do hospedeiro®.

P. gingivalis e T. forsythensis apresentam desenvolvi-
mento bastante lento em meios de cultivo e T. denticola é
muito sensivel a pequenos teores de oxigénio e dificilmen-
te cultivavel. A partir da década de 1990, os métodos mole-
culares de identificacdo microbiana, como o PCR, dotados
de alta sensibilidade e especificidade®, trouxeram maiores
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e mais rapidas possibilidades de deteccdo, particularmente
de T. denticola, em materiais clinicos, pois conseguem evi-
denciar minimas quantidades de DNA de microorganismos,
mesmo que eles ndo estejam mais viaveis'’.

Materiais e Método

Neste estudo foram analisados cinco pacientes par-
cialmente desdentados, com idades entre 34 e 68 anos, por-
tadores de um ou mais implantes de hexagono externo tipo
Branemark, com didmetro de 3,75 mm e em funcio havia
mais de dois anos e pelo menos uma bolsa periodontal com
profundidade maior ou igual a 5 mm e um ou mais dentes
com satide periodontal. Todos apresentavam boas condi-
¢Oes sistémicas e ndo tinham recebido tratamento perio-
dontal nos tltimos seis meses ou antibioticoterapia nos trés
meses que antecederam o estudo.

No exame clinico foi observada a presenca ou ausén-
cia de sangramento a sondagem, utilizando sondas mili-
metradas de ago® (sitios periodontais) e de teflon® (sitios
periimplantares). De cada paciente foram selecionados trés
sitios para coleta de material: um sulco gengival saudavel
com profundidade de sondagem menor ou igual a 3 mm
(controle), uma bolsa periodontal com profundidade a son-
dagem de no minimo 5 mm e um sulco periimplantar sem
periimplantite.

Ap6s a remocdo do biofilme supragengival com has-
tes flexiveis com algodao, a coleta de material foi realizada
inserindo, por um minuto, dois cones esterilizados de pa-
pel absorvente tamanhos 35 e 407 no interior dos sitios pe-
riodontais e periimplantares®. Os cones foram colocados no
interior de um tubo eppendorf contendo 300 1l de Agua
ultrapura Milli-Q" esterilizada e transportados imediata-
mente para o laboratério, onde as amostras foram diluidas
até 107° e os DNA bacterianos extraidos por fervura a 100°C
durante 15 minutos®. As amostras foram entdo centrifuga-
das a 14.000 G durante dez minutos e o sobrenadante (DNA)
foi utilizado imediatamente ou estocado a -20°C.

A amplificacio dos DNAs bacterianos foi realiza-
da em volumes finais de 25 pl, contendo 2,5 pl de tam-
péao PCR (10 x)%, 1,0pl de MgCl, (50mM)*, 1,0 pl da mis-
tura de dNTP* (0,2 uM), 1,0 pl de cada iniciador especifi-
cof (0,4 uM), 0,25 pl de Tag DNA-polimerase?, 8,25 ul de
Agua Milli-Q¥ esterilizada e 10 pl de DNA. Os pares de
iniciadores especificos utilizados foram sintetizados se-
gundo Ashimoto et al' (1996).

A reacdo de amplificacao foi realizada em termoci-

$ Hu-Friedy, USA

1 Dentsply®, Brasil

¥ Millipore Ltda., Brasil

£ Invitrogen Ltda., Brasil

‘ Perkin Elmer, Gene Ampl PCR System 9700
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clador' programado para um ciclo de 94°C por cinco mi-
nutos, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C ou 60°C
(segundo cada par de iniciadores especificos) por 30 segun-
dos, um ciclo a 72°C por 30 segundos e um ciclo a 72°C por
cinco minutos, para extensdo final do DNA.

Apbs a eletroforese em gel de agarose a 1%, em fon-
te de corrente™a 70V por duas horas e 30 minutos e a colo-
ragdo do gel com brometo de etidio a 0,5 pg/ml, os produ-
tos da amplificacdo foram observados sobre transilumina-
dor ultravioleta. Como controle positivo de peso molecular
foi usado 1 kb DNA ladder* e, como negativo, Agua Milli-
QY esterilizada.

Resultados

Os resultados demonstrados na Tabela 1 mostram que
o método PCR néo detectou, em nenhum dos SPI, a ocor-
réncia de nenhuma das trés espécies-alvo, apesar de qua-
tro desses sitios terem apresentado sangramento a sonda-
gem. No entanto, foi detectada a presenca de um ou mais
dos patégenos-alvo nas BP dos cinco pacientes e até mes-
mo nos SG-C de trés deles.

Na BP do paciente 1 (com 5 mm e SS) foi constatada
a ocorréncia de P, gingivalis até a dilui¢do da amostra a 10,
de T. denticola até 10 e de T. fosythensis até 10, No SG-C
apenas P. gingivalis foi encontrado até a diluigdo a 102

Na BP do paciente 2 (6 mm e S/SS) o DNA de P. gin-
givalis foi detectado até a diluicdo a 10°e o de T. forsythensis
até 102, mas o de T. denticola ndo foi encontrado. No sitio-
controle P. gingivalis e T. forsythensis foram encontradas nas
amostras nao diluidas.

Na BP do paciente 3 (7 mm e com SS) constatou-se a
ocorréncia de P. gingivalis até a diluicdo a 107 e de T. for-
sythensis até 10%; T. denticola foi encontrado apenas na
amostra nao diluida. No SG-C apenas P. gingivalis foi en-
contrado na amostra ndo diluida.

Na BP do paciente 4 (6 mm e SS), P. gingivalis ocor-
reu até a diluicao a 10, T. denticola até 10" e T. forsythensis
nao foi encontrado. Nenhuma das trés espécies-alvo foi
encontrada no SG-C.

Na BP do paciente 5 (6 mm e S/SS) determinou-se a
ocorréncia de P. gingivalis até a diluigao a 10, de T. denticola
até 10" e de T. forsythensis até 10-2. No SG-C ndo foi encon-
trada nenhuma das trés espécies estudadas.

Discussao

Segundo a teoria da translocagdo, bactérias instala-
das em bolsas periodontais podem colonizar sulcos periim-
plantares da mesma boca®!%202%2,

i BioRad®, Brasil
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Com o intuito de avaliar a importancia do controle
da microbiota patogénica na redugdo do risco de desenvol-
vimento de periimplantite’?, neste trabalho foi analisada,
em sulcos gengivais, bolsas periodontais e sulcos periim-
plantares na mesma boca, a ocorréncia semiquantitativa de
P. gingivalis, T. denticola e T. forsythensis, patdgenos que cons-
tituem o complexo vermelho do biofilme subgengival®.

A escolha dessas espécies foi baseada em estudos
que fortemente as relacionam com o aumento de profun-
didade da bolsa periodontal e periimplantar e com o san-
gramento a sondagem, pardmetros classicamente utiliza-
dos para determinar a severidade da periodontite e da
periimplantite!®152627,

A escolha pelo método PCR deu-se em fungdo de
sua elevada especificidade (baixo indice de reagdes cruza-
das) e alta sensibilidade!>"*. A essas vantagens soma-se
a rapidez de execucao, visto que o desenvolvimento de P,
gingivalis e T. forsythensis em cultivos é lento e requer meios
especiais e técnica de anaerobiose estrita. Em relacdo as
espécies-alvo deste trabalho, a maior vantagem do méto-
do PCR é permitir melhor identificagdo T. denticola, muito
sensivel a pequenos teores de oxigénio e dificilmente cul-
tivavel'"2,

Os resultados obtidos nos sitios-controle evidencia-
ram a presenga de P. gingivalis em trés deles, sendo um em
associagao com T. forsythensis. Na verdade, patégenos fa-
zem parte da microbiota suplementar (proporgéo relativa
<1%) do sulco gengival de consideravel parte dos individuos
e suas detecgbes apenas qualitativas ndo indicam atividade
de doenga®. Para que a doenga se instale é necessario que
existam alteragGes ecoldgicas que permitam o aumento da
freqiiéncia de patégenos, incluindo mudancas consistentes
no hébitat, como o aumento do fluxo do exsudato sulcular
e da condigdo de anaerobiose, fatores responsaveis, dentre
outros, pela ruptura da relagao normal de comensalismo
inicialmente existente entre a microbiota e o hospedei-
ro*6116182% Também devem ser consideradas alteragdes ge-
néticas (polimorfismos) que predispdem ao aparecimento
e a gravidade da doenga®.

Nas bolsas periodontais dos cinco pacientes estuda-
dos foi constatada a ocorréncia dos DNAs dos patégenos-
alvo. Em trés delas, sendo que duas apresentavam sangra-
mento a sondagem, os trés foram encontrados; em uma,
sem sangramento a sondagem, foram detectados os DNAs
de P. gingivalis e T. forsythensis, e na outra, com sangramen-
to a sondagem, os de P. gingivalis e T. denticola. P. gingivalis
foi a espécie-alvo mais prevalente, pois foi a tinica que teve
seu DNA detectado nas maiores dilui¢es (10 e 10) dos
espécimes estudados. Esses resultados confirmam que os
microorganismos do complexo vermelho estdo fortemente
relacionados com a severidade da periodontite.
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TABELA 1 - RESULTADOS DAS DETECCOES PELA REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCRJ, DOS DNAs DE P. GINGIVALIS, T. DENTICOLA E T. FOR-
SYTHENSIS CONTIDOS NOS MATERIAIS ANALISADOS NAO DILUIDOS E EM DIFERENTES DILLICOES

Diluicoes
Paciente Sitio 10!
S6-C Td : ’ 3 s . 2 : v - . «
Tt - : x - - : - - - - :
BP Pg + - - - + - £ E . .
1 Smme 88 Td + + = - - = i - 5 ¢ g
Tf + + - - - = . - “ " -
SPI Pg E : 3 : = : ; : z n 5
2mm e 88 Td - - - - - - - - . - B
Tf - - - . - = = = . 2 :
Pg + - - = - - - - ) - -
$6-C Td : . 2 ’ > = : - : .
T + . , = : - - - - -
2 BP Py + ¥ ; + : : » : ) " }
6 mm e S/88 Td - - - = - = E g g g 5
Tt + + - - - - - - - - -
SPI Py : 3 E - ; z : z : : :
3mme 8§ Td - - - - - - . . ) - -
Tt : : : - : . . : : - -
2 Pg + - - - B - - - - - -
- 8G-C Td - - - - £ s 5 " = . .
e Tf - - - - - - - . 5 5 2
g BP Pg - + + + - = % . . .
% 3 7mme 88 Td + - : - g - E ¢ = 2
% T + = - - - - 5 . . - -
SPI Py ; : : X : . : : . . :
dmme 88 Td - - - - - - - - - - N
Tt 2 : 4 . : - . . - . -
Pg = - o - = - - - = = &
$G-C Td : - d : : - s . : - =
i . ! . g : : : : : : -
BP Pg - + + - = - = L - , :
4 Gmm e S8 Td + + - - - & - = s s =
T - . - . . . - - - . -
SPI Py . - s s - - = - - - -
Jmm e S8 Td - - - = . - - - - - s
T : - : . : : : . . ! .
Pg - - - - - - - - - - -
SG-C Td s s - ] : . - - 1 3 -
Ti - z - - - - : - - - -
BP Pg + + + + + - . - - :
5 Bmm e 8/SS Td + + - - - = = s . . .
Tt + + + - - - - - - - -
SPI Py = : » - - 5 : N : : ;
5mm e 8/88 Td - = - - - - - - - Z g
Tf . . ; - ’ i : : : : .
SG-C: sulco gengival-conirole BP: bolsa periodontal
SPI: sulco periimplantar S5: sangramento a sondagem
S/SS: sem sangramento d sondagem NI: amostra ndo diluida
MO: microorganisno Pg: Porphyromonas gingivalis
Td: Treponema denticola Tf: Tannerella forsythensis
i
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A auséncia de detecgdo dos microorganismos do com-
plexo vermelho nos cinco sulcos periimplantares analisa-
dos, embora quatro apresentassem sangramento a sonda-
gem, pode estar relacionada a auséncia de indicios de pe-
riimplantite. Outro fato a ser considerado é que o resultado
negativo nem sempre expressa a auséncia de microorga-
nismos, devido a possibilidade de erros técnicos na coleta,
transporte e processamento laboratorial’, sendo algumas
vezes necessdria a repeticio do exame. Por outro lado, o
fato de trabalharmos com amostras de materiais implica em
certa aleatoriedade na coleta de microorganismos.

Os resultados confirmam o consenso da literatura,
segundo o qual o controle da microbiota desenvolvida ao
redor dos pilares intermedidrios instalados sobre a superfi-
cie dos implantes bucais é imperativo para obter longevi-
dade, fundamentada na saiude dos tecidos periimplantares.

Conclusao

Apesar de ndo terem sido detectados em sitios pe-
riimplantares sem sinais de perimplantite, os patégenos P.
gingivalis, T. denticola e T. forsythensis tiveram seus DNAs
identificados no sulco gengival e, principalmente, na bolsa
periodontal dos mesmos pacientes. Essa ocorréncia nao
pode ser encarada como anormal, mas pode ser um sinal
de alerta de risco de doenga, tornando indispensavel um
controle mais efetivo do biofilme periodontal.

Endere¢o para correspondéncia:
Nilson Roberto Armentano

Rua Marcelina, 590 - Vila Romana
05044-010 - S&0 Paulo - SP

Tel.: (11) 3865-4843
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