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Deteccao de periodontopatogenos em macaco aranha
de cara branca (Ateles marginatus)

Periodontopathogens Detection in White-Cheeked Spider Monkey (Ateles marginatus)
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ABSTRACT

Background: Control of oral lesions contributes directly to the survival, and welfare of captive animals, and studies show
that the genus Ateles has a higher prevalence of widespread periodontal disease compared to other genera. Anaerobic mi-
crobial species, considered as periodontal pathogens, are part of the biofilm community that contributes to the development
of periodontitis. The present study aimed to detect periodontopathogenos in the oral cavity of two captive white-cheeked
spider monkeys (Ateles marginatus) submitted for assessment oral and subgingival curettage.

Case: We evaluated one pair of captive white-cheeked spider monkeys, one male (A) and one female (B), of 15 years of
age with an average weight of 7 kg. Animals were fed daily with rations for primates, including fruit, vegetables, and raw
eggs. The animals underwent oral evaluation, and following the charting of odontogram and photographic documentation,
both were classified with periodontal disease stage III, according to the AVDC (American College of Veterinary Dentistry).
They presented with moderate periodontitis, characterized by a loss of 25 to 50% of periodontal insertion and exposure of
furcation degree 2, measured through clinical survey. During intraoral review, animals underwent subgingival curettage with
curette of Gracey on the surface of the canine vestibular (C) and four top bilateral premolars (4PM). Antibiotics were not
used at the time of collection, for dealing with routine procedures of clinical evaluation. The animals showed an increase in
the volume of hemorrhagic features in the vestibular region between C and the second pre molar (2PM) on the upper right.
Incisional biopsy was collected immediately at the end of the assessment, for the purpose of histopathological analyses.
The samples from subgingival collection were immediately deposited in microtubes containing 500 puL of 0.9% saline
solution and kept at -18°C until the time of genomic DNA extraction. The extracted DNA were subjected to polymerase
chain reaction (PCR) for the detection of Fusobacterium spp., Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia and Tan-
nerella forsythia. All the samples detected in PCR were confirmed by partial sequencing of genes. Fusobacterium spp., P.
gingivalis, and T. forsythia were detected in both individuals A and B. The identification of P. intermedia was exclusive
to animal A and histopathological analysis of the gingival fragment showed severe and diffuse neutrophilic infiltrates,
confirming the of gingivitis for this individual, with greater severity in the disease progression.

Discussion: Older animals in captivity have a higher incidence of periodontal disease and high expression of inflamma-
tory cytokines and immune receptors involved in the induction of inflammation as compared to younger animals, as well
as free-living animals. Gingivitis and periodontitis are associated with an increase in the frequency of anaerobic, gram-
negative microorganisms, whereby the production of pigments and a variety of enzymes damages the periodontal tissues.
Knowing that the presence of bacterial species directly affects the periodontal condition and that the participation of these
microorganisms favors the installation and progression of the disease, this study describes the first molecular detection of
periodontopathogens related to periodontal disease in white-cheeked spider monkeys. We concluded that these pathogens
are present in the oral cavity of white-cheeked spider monkeys, highlighting the importance of routine and proper food
handling in captive animals.
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INTRODUCAO

O controle de lesdes odontoestomatoldgicas
contribui diretamente para o bem estar dos animais ca-
tivos, doengas orais severas podem levar a diminuicao
de ingestao de dgua e alimento, podendo ensejar em
morte do animal. O género Afeles possui maior preva-
Iéncia de doenca periodontal (DP) generalizada quando
comparado a outros primatas nao humanos e individuos
de vida livre [11].

Em macacos prego (Cebus apella), o célculo
dentdrio foi prevalente em 14/20 (70%) dos animais
avaliados, concluindo que esses, ndo apresentavam satide
oral adequada [3]. Outras pesquisas com macacos- prego
[6], afirmaram que a gengivite, periodontite e perda dssea
estdo associadas a um aumento na frequéncia de micror-
ganismos anaer6bios gram-negativos como Porphyro-
monas, Prevotella, Tanerella forsythia e fusobactérias.

Dada a importancia do envolvimento desses
microrganismos na evolucdo da DP e a falta de infor-
macodes para a espécie, objetivou-se detectar através da
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e confirmagao
através do sequenciamento parcial dos genes os perio-
dontopatdgenos Fusobacterium spp., Porphyromonas
gingivalis (PG), Prevotella intermedia (P. intermedia)
e Tanerella forsythia (T. forsythia).

CASO

Avaliou-se um casal de macacos aranha de cara
branca, sendo o macho A e a fémea (B), cativos, idade e
peso médios de 15 anos e 7 kg respectivamente, alimenta-
dos diariamente com ragao para primatas, frutas, legumes
e ovos com casca. Foram contidos quimicamente com
cetamina 10% (Quetamina Injetavel Vetnil)' [10 mg/
kg)] e midazolam 5%?2 (0,4 mg/kg) e administrados por
via intramuscular, para avaliacdo odontoestomatolégica.

Procedeu-se a inspecdo da cavidade oral confor-
me descrito na literature [1], e ao final de cada avaliacdo
realizou-se o preenchimento de odontograma para prima-
tas e documentacao fotografica. Durante avaliagdo intra-
oral realizou-se a curetagem subgengival com cureta de
Gracey na face vestibular dos caninos (C) e 4 pré molares
(4PM) superiores bilaterais. Ambos foram classificados
com DP estigio III, segundo o AVDC (Colégio Ameri-
cano de Odontologia Veterindria), onde apresentavam
periodontite moderada, caracterizada pela perda de 25
a 50% da insercao periodontal e pela exposicao de furca
grau 2, avaliados através da sondagem clinica.

O animal A, apresentava aumento de volume de
caracteristica hemorragica, na regido vestibular entre C e 2°
pré molar (2PM) superior direito. Imediatamente ao final
da avaliacdo, foi realizada biopsia incisional, € o fragmento
encaminhado para exame histopatolégico, sendo realizado
para o procedimento indugdo com propofol® (5 mg/kg)
por via intravenosa, intubagao orotraqueal e manutencio
anestésica com isoflurano®, vaporizado em oxigénio 100%
em um fluxo de 22-44 mIL/kg/min em circuito semiaberto.

A extragdo de DNA gendmico, que foi reali-
zada segundo outro estudo [12]. A composicdo das
reagdes e amplificacdo estdo descritas (Tabela 1).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletro-
forese em gel de agarose 1,0%, corado com Gel Red®™ a
10 V/cm e visualizados em foto documentador Chemi-
Doc® XRS utilizando o software Image Lab®. O marcador
de massa molecular empregado foi o Ladder 100pb°.

Posteriormente, o produto da PCR foi purifica-
do utilizando o ExoStar 1 step® e utilizado na reagio de
sequenciamento, juntamente com o BigDye Terminator
Ready Reaction Cycle Sequencing’ no sequenciador
automadtico ABI 3500 Genetic Analyzer’. As sequén-
cias foram confrontadas com o banco de dados do Gen-
Bank usando o BLAST no servidor NCBI (http:www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Os resultados da PCR detectaram a presenca
de PG, Fusobacterium spp. e T. forsytiaem A e B, e
P. intermedia foi exclusiva ao animal A (Tabela 2).

A andlise histolégica do fragmento gengival cole-
tado do exemplar A, evidenciou severo e difuso infiltrado
neutrofilico, observado também, extensa drea hemorragi-
ca, sugestivo de gengivite neutrofilica difusa (Figura 1).

DISCUSSAO

A identifica¢do de periodontopatégenos nesse
estudo, corrobora com outros dados ja relatados [6], onde
afirmaram que a gengivite, periodontite estdo associadas
aum aumento na frequéncia de microrganismos anaeré-
bios gram negativos como PG, Prevotella, T. forsythia,
e fusobactérias em macacos-prego (Cebus apela).

Sabe-se que a presenca de espécies bacterianas
reflete diretamente a condi¢@o periodontal e a partici-
pacdo destes microrganismos favorece a instalacao e
progressdo da doenca [4]. De acordo com dados obser-
vados em outro estudo [10], P. intermedia esta forte-
mente associada ao quadro de DP, e a uma variedade de
enzimas que favorecem danos aos tecidos periodontais,
justificando a deteccdo de P. intermedia em A, ja que
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Tabela 1. Microorganismo, sequéncia de oligonucleotideos, temperatura de anelamento, referéncia bibliografica, utilizados na detec¢do

por PCR em macacos- aranha de cara branca (Ateles marginatus).

Microorganismo Sequéncia de oligonucleotideos Temperatura®  Referéncia
Poroh vl 5’ GAGGAACCTTACCCGGGAT?3’ 55 ]
OTpRyromonas gmetvas 5’ ATGCAGCACCTACATAGAAGC3’
Fusobacteri 5'CGCAGAAGGTGAAAGTCCTGTAT3’ 60° (14]
usobacteruum spp. 5" TGGTCCTCACTGATTCACACAGA3’
Tannerella forsyii 5'GCGTATGTAACCTGCCCGCA3’ 60° 3]
anneretia Jorsytd 5"TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT3’
Prevorella infermedia 5’ TTTGTTGGGGAGTAAAGCGGG3 S5 2]

S’TCAACATCTCTGTATCCTGCGT3’

“Temperatura de anelamento.

Tabela 2. Resultados das detec¢des por PCR da cavidade oral de
macacos- aranha de cara branca (Ateles marginatus).

Microorganismo A B
Porphyromonas gingivalis + +
Fusobacterium spp. + +
Tannerella forsytia + +
Prevotella intermedia + -

(+) animais positivos na PCR; (-) animais negativos na PCR.

Figura 1. Cavidade oral de macaco aranha de cara branca (Ateles margin-
atus). A- Aumento de volume na regido vestibular entre canino (C) e 2°
pré molar (2PM) superiores direito. B- Gengiva, hematoxilina e eosina,
severo infiltrado neutrofilico e difuso em mucosa, com focos de hemor-
ragia, seta preta (40x).

esse exemplar além da DP, apresentava aumento de
volume gengival, com severo dano tecidual.

A andlise histolégica do fragmento gengival de
A, evidenciou severo infiltrado neutrofilico e extensa
drea hemorrdgica, sugestiva de gengivite neutrofilica
difusa (Figura 1). Esse estudo corrobora com dados ja
descritos em literatura [5,8], onde observaram que ani-
mais mais velhos e cativos, possuem maior incidéncia
de DP, expressdo elevada de citocinas inflamatérias e
receptores imunes envolvidos na indugdo da inflama-
¢d0, em relacio aos mais jovens e de vida livre.

A fim de prevenir a DP, a idade € um fator im-
portante e a orientag@o sobre escovagdo da cavidade oral
deve ser para prevenir o aparecimento da periodontite [7].

Sabe-se que essa pratica a animais selvagens e cativos nao
é recomendada, devido a alta periculosidade. Acreditamos
que para prevengao e controle da DP, as dietas de animais
cativos devem se assemelhar a observacdes anteriores [1],
onde indicam alimentos com maiores texturas, propor-
cionando a limpeza do periodonto durante a mastigagao.

O status da sadde oral de 20 macacos-prego (Ce-
bus apella) foi avaliado por outro grupo de pesquisa [3],
onde 18 (90%) apresentaram alteracdes orais, concluindo
que esses, ndo possuiam satde oral adequada, e que a ne-
cessidade de avaliagdo oral com fins de prevenc@o, controle,
diagnéstico e tratamento se faz necessdria, a exemplo desse
estudo que identificou alteragdes orais a partir de avaliacdes
clinicas de rotina, e pode instituir diagndstico, tratamento
e medidas de controle, além da identificacdo e descricao
desses periodontopatdgenos pela primeira vez na espécie.

Conclui-se que periodontopatgenos relaciona-
dos com o grau de severidade da DP estao presentes na
cavidade oral de macacos aranha de cara branca, acen-
tuando a importancia da rotina odontoestomatoldgica e
manejo alimentar adequados em animais de cativeiro.
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