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REGISTRO DE IMPACTO

De acordo com a portaria Unesp n° 117, de 22 de dezembro de 2022, abaixo estéo

descritos os impactos esperados a partir desta pesquisa.

A demanda mundial por proteina de origem bovina, decorrente do
crescimento populacional humano e da sua importancia na seguranca alimentar e
nutricional, exigem uma abordagem contemporanea e desafiadora da bovinocultura.
Nos ruminantes, a denticdo saudavel € fator primordial para a eficiéncia produtiva,
reprodutiva, e o bem-estar. Afec¢des bucais, como as gengivites e periodontites,
causam impactos sanitarios e econémicos nos bovinos e estdo associadas a
presenca de um biofilme dentério disbibtico que atua como um agente iniciador.
Biofilmes séo estruturas complexas, formadas por inUmeras espécies microbianas e
gue exibem propriedades benéficas a multiplicacéo e permanéncia dos
microrganismos colonizadores. Os biofilmes de lesdes periodontais foram
investigados em estudos microbioldgicos por cultivo bacteriano em anaerobiose e
também pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR); posteriormente, o
sequenciamento de alto rendimento do gene 16S rRNA se consagrou como
ferramenta de investigagdo mais moderna das comunidades microbianas. Com uso
da técnica de sequenciamento genético do biofilme dentario é possivel incluir nos
estudos as diferentes categorias animais, englobando biofilmes de sitios dentarios
saudaveis, com gengivite ou com periodontite, trazendo certezas e um novo
horizonte dentro da compreenséao do universo das doencas periodontais em
ruminantes. Com os dados inéditos gerados neste estudo pode-se caracterizar, sob
o ponto de vista microbiolégico, os trés fenotipos distintos da denticdo decidua de
bovinos jovens: periodonto saudavel, com gengivite e com periodontite. Nesse
contexto, pode-se ainda ressaltar que a microbiota do biofilme de sitios dentarios
com periodontite € muito mais diversa do que os sitios com gengivite. Assim, a
analise metagendmica proporcionou uma Vvisao objetiva e abrangente da microbiota
bucal, incluindo a identificacdo de géneros e espécies bacterianas associadas as
doencas periodontais, 0 que € essencial para o desenvolvimentos de estudos
visando o tratamento e controle dessas enfermidades de impacto econémico e que

interferem na eficiéncia produtiva, reprodutiva e no bem-estar dos bovinos.



IMPACT RECORD

In accordance with Unesp Ordinance No. 117, of December 22, 2022, the expected

impacts from this research are described below.

The global demand for protein of bovine origin, resulting from human
population growth and its importance in food and nutritional security, requires a
contemporary and challenging approach to cattle farming. In ruminants, healthy
dentition is a key factor for productive and reproductive efficiency and well-being.
Oral diseases, such as gingivitis and periodontitis, cause health and economic
impacts on cattle and are associated with the presence of a dysbiotic dental biofilm
that acts as an initiating agent. Biofilms are complex structures, formed by numerous
microbial species and which exhibit beneficial properties for the multiplication and
permanence of colonizing microorganisms. Biofilms from periodontal lesions were
investigated in microbiological studies by bacterial cultivation in anaerobiosis and
also by the polymerase chain reaction (PCR) technique; subsequently, high-
throughput sequencing of the 16S rRNA gene became established as the most
modern investigation tool for microbial communities. Using the genetic sequencing
technique of dental biofilm, it is possible to include different animal categories in
studies, encompassing biofilms from healthy dental sites, those with gingivitis or
periodontitis, bringing certainty and a new horizon within the understanding of the
universe of periodontal diseases in ruminants. With the unprecedented data
generated in this study, it is possible to characterize, from a microbiological point of
view, the three distinct phenotypes of the deciduous dentition of young cattle: healthy
periodontium, with gingivitis and with periodontitis. In this context, it can also be
highlighted that the biofilm microbiota of dental sites with periodontitis is much more
diverse than sites with gingivitis. Thus, metagenomic analysis provided an objective
and comprehensive view of the oral microbiota, including the identification of
bacterial genera and species associated with periodontal diseases, which is essential
for the development of studies aimed at the treatment and control of these diseases
with an economic impact and that interfere in the productive and reproductive

efficiency and welfare of cattle.
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MICROBIOTA DENTAL ASSOCIADA A GENGIVITE E PERIODONTITE EM

BOVINOS JOVENS

RESUMO- Gengivite e periodontite sdao doencas induzidas pelo
biofilme dental polimicrobiano disbidtico e que acarreta um processo
inflamatorio destrutivo em hospedeiros suscetiveis. O presente estudo
teve como objetivo avaliar pelo sequenciamento de nova geracao a
microbiota gengival de sitios dentarios considerados clinicamente
saudaveis (n=5) de bovinos com denti¢do decidua, de sitios com gengivite
(n=5) e com periodontite (n=5). As analises da microbiota dental foram
agrupadas em sequéncias uUnicas denominadas amplicon sequence
variance (ASVs). O filo Proteobacteria, foi 0 mais abundante em sitios
dentérios saudaveis, com gengivite e periodontite, enquanto o filo
Fusobacteriota, representou quase 30% de abundancia nos sitios
dentarios com periodontite. Géneros como Neisseria, Moraxella e
Conchiformibius, foram os mais abundantes nos sitios dentarios com
gengivite; e Caviibacter, Moraxella e Fusobacterium, foram os mais
predominantes nos sitios dentarios com periodontite. A microbiota dos
sitios dentarios com periodontite € mais diversa do que a de sitios
dentarios com gengivite(p=0,04). Nos trés fendtipos avaliados ocorreram
diferentes ASVs de Moraxella. Na avaliacdo da rede de coocorréncia foi
observado que os filos mais importantes dentro das redes se diferiram
entre as trés diferentes condic¢des clinicas avaliadas com mais interacdes
positivas nos sitios dentarias com periodontite quando comparado aos
outros fendtipos. Assim, o presente estudo contribui de forma inédita no
entendimento e observagdo da microbiota de diferentes sitios dentérios

de bovinos jovens.

Palavras-chave: Gengivite, periodontite, bovinos, doenca periodontal,

sequenciamento de nucleotideos em larga escala



DENTAL MICROBIOTA ASSOCIATED WITH GINGIVITIS AND
PERIODONTITIS IN YOUNG BOVINE

ABSTRACT- Gingivitis and periodontitis are diseases induced by the
dysbiotic polymicrobial dental biofilm that causes a destructive
inflammatory process in susceptible hosts. The present study aimed to
evaluate, by means of new generation sequencing, the gingival microbiota
of dental sites considered clinically healthy (n=5) of cattle with deciduous
dentition, sites with gingivitis (n=5) and periodontitis (n=5). Analyzes of the
dental microbiota were grouped into unique sequences called amplicon
sequence variance (ASVs). The phylum Proteobacteria was the most
abundant in healthy dental sites with gingivitis and periodontitis, while the
phylum Fusobacteriota represented almost 30% of abundance in dental
sites with periodontitis. Genera such as Neisseria, Moraxella and
Conchiformibius were the most abundant in dental sites with gingivitis; and
Caviibacter, Moraxella and Fusobacterium, were the most prevalent in
dental sites with periodontitis. Microbial diversity was higher in dental sites
with periodontitis when compared to dental sites with gingivitis and
(p=0.04). In the three evaluated phenotypes different Moraxella ASVs
occurred. In the evaluation of the co-occurrence network, it was observed
that the most important phyla within the networks differed between the
three different clinical conditions evaluated and the number of positive
interactions in the dental sites with periodontitis was higher than that
observed in the other dental clinical conditions. Thus, the present study
contributes in an unprecedented way to the understanding and observation

of the microbiota of different dental sites in young cattle.

Keywords: Gingivitis, periodontitis, cattle, periodontal disease, high-

throughput nucleotide sequencing



CAPITULO 1 -Considerac@es gerais: Avancos sobre o conhecimento
dos microbiomas no ambiente bucal de ruminantes

associado as doencas periodontais

1.Introducéo

A boca dos ruminantes € formada por um universo com as funcdes
basicas comuns a todos os animais como preensdo e mastigacao, e de
maneira Unica, a ruminacdo, assim uma denticdo saudavel nesta classe
de animais é fator primordial para a eficiéncia alimentar na vida produtiva,
reprodutiva e no bem-estar animal; porém para o exame clinico bucal os
critérios utilizados sdo adaptados da odontologia humana.

Assim uma problemética surge: estabelecer critérios técnicos
clinico-veterinarios para avaliar objetivamente a saude bucal dos
ruminantes, e estabelecer diretrizes para o diagndstico e controle das
doencas periodontais nestes animais.

Diversas manifestagdes clinicas ja foram observadas como
gengivites e periodontites, porém por ndo existirem esquemas de
classificagdo consensuais nos ruminantes para as doengas periodontais,
0s critérios clinico-bucais sdo os mesmos utilizados em humanos.

O desencadeamento das doencas periodontais esta relacionado, a
presenca de um biofilme disbi6tico que atua como um agente iniciador.
Biofilmes séo estruturas heterogéneas formadas por inUmeras espécies
microbianas, que exibem propriedades benéficas a multiplicacdo e
permanéncia dos micro-organismos colonizadores.

Devido as caracteristicas estruturais dos dentes, o acumulo de
biofilme supra e subgengival € um evento natural e sua ocorréncia quando
em equilibrio, geralmente ndo causa danos ao hospedeiro.

Nos bovinos, o calculo/biofilme supragengival pode ser observado
como um acumulo visivelmente pigmentado de marrom ou preto, que se
adere a estrutura da coroa clinica dental, frequentemente encontrado
durante o exame clinico da cavidade bucal dos animais.

As gengivites e as periodontites apresentam ocorréncia através de



episodios, que podem se resolver de maneira espontanea como nos
processos de gengivite ou evoluir para a periodontite, forma mais grave
da enfermidade.

A periodontite é caracterizada pela perda dos ligamentos
periodontais, reabsorcdo 6ssea e consequentemente perda da unidade
dental e lesdo dos tecidos adjacentes, resultante de uma exagerada
resposta imune do hospedeiro.

Também é observado que episddios suscessivos de gengivites, as
formas reversiveis das doencas periodontais, podem propiciar o animal a
apresentar periodontite no futuro.

Os aspectos microbioldgicos que norteiam o biofiime de lesdes
periodontais foram investigados em estudos microbiolégicos nas décadas
de 1980 e 1990, por cultivo bacteriano em anaerobiose, permitindo a
observacédo de colbnias bacterianas pigmentadas de preto, pertencente a
géneros como Prevotella e Porphyromonas. Porém, com o surgimento das
tecnologias de sequenciamente de proxima geracédo, pode-se ampliar o
conhecimento sobre a complexidade da microbiota bucal.

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
posteriormente 0 sequenciamento de alto rendimento do gene 16S rRNA,
consagraram-se como ferramentas de investigacdo mais modernas e
elucidativas das comunidades microbianas.

Em andlises de PCR, de biofilme dentério de ruminantes bactérias
potencialmente patogénicas como as espécies de Porphyromonas
asaccharolytica, Porphyromonas endodontalis, Prevotella buccae,
Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotella nigrescens,
Prevotella oralis, Treponema denticola, Tannerella forsythia foram
identificadas e associdas as diversas condicbes de gengivite e
periodontite.

O uso da técnica de sequenciamento genético do biofilme dentario
possibilitou a realizacdo de analises dos microbiomas para diversidade
microbiana sob as diferentes condi¢fes clinicas periodontais, que incluiu

animais saudaveis periodontalmente, com gengivite ou periodontite.



A técnica de sequenciamento genético também permite observar
as diferencas no microbioma bucal de diversas categorias como: animais
jovens em fase de denticdo decidua ou adultos em fase de denticao
permanente.

A idenficacdo de microorganismos chaves na etiologia das
doencas periodontais; como as bactérias do género Fusobacterium séo
detectadas em alta prevaléncia no sequenciamento genético do biofilme
de ovinos, assim como Petrimonas, Porphyromonas, Prevotella, o que
indica possiveis patdgenos-chave da comunidade disbiética destes
ruminantes com periodontite.

O microbioma dental de ovinos com periodontie € mais rico e
diverso que o microbioma dental de ovinos clinicamente saudaveis, com
presenca de interacbes sinérgicas e antagbnicas entre 0s
microorganismos.

Em bovinos pdde- se observar que os microbiomas de incisivos
dentarios e de fluido ruminal sdo compostos por bactérias dos Filos
Firmicutes e Bacteroidetes, e ainda, familias de proteinas relacionadas a
resposta inflamatoria, morte celular, patogénese de micro-organismos e
superantigenos, preditos no microbioma dental e ruminal destes animais
com periodontite.

Observar portanto os parametros microbioldgicos utilizando
técnicas modernas como o sequenciamento de alto rendimento em
diferentes categorias animais e condicdes clinicas, traz certezas e um
novo horizonte dentro da compreensdo do universo das doencas
periodontais em ruminantes.

O presente estudo desta forma tem como objetivo avaliar a
microbiota dental associada a gengivite e periodontite em bovinos jovens,
e verificar interacdes entre as comunidades microbianas neste biofilme

dentario.
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5. Concluséao

A microbiota de diferentes sitios dentarios de bovinos jovens com periodontite é
mais diversa do que a dos sitios dentarios com gengivite.

O filo Fusobacteriota representou 27,6% de abundancia nos sitios dentarios com
periodontite, assim como o género Caviibacter foi 0 mais prevalente nesse fendtipo.

O género Moraxella foi observado em todas as condi¢cdes clinicas avaliadas,
exercendo um papel crucial dentro dos nichos simbioticos e disbidticos nas doencas

periodontais.
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