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CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL E MINERAL DO BIOFILME 
SUPRAGENGIVAL PIGMENTADO DE BOVINOS COM 

PERIODONTITE 

RESUMO – A periodontite é uma infecção multifatorial já descrita em 

diferentes espécies, dentre elas os ruminantes domésticos. Em bovinos, 

a doença relaciona-se, dentre outros fatores, a uma microbiota 

potencialmente patogênica que, em sua maioria, encontra-se alojada no 

biofilme bucal destes animais. Biofilmes são estruturas organizadas, nas 

quais os constituintes convivem em cooperativismo metabólico e 

oferecem benefícios para a sobrevivência da microbiota local. Estas 

formações podem ser classificadas em supragengivais ou subgengivais, 

e quando mineralizadas, resultam na formação do cálculo. O cálculo 

supragengival em bovinos é visualizado como um depósito fortemente 

aderido ao dente, pigmentado de marrom ou preto que no ser humano e 

em outras espécies já foi descrito como um fator predisponente às 

doenças periodontais. O objetivo do presente estudo foi caracterizar 

estrutural e quimicamente o biofilme supragengival de bovinos utilizando-

se das técnicas de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e 

espectroscopia de dispersão de energia (EDS), respectivamente, e 

relacionar os achados ao quadro clínico bucal dos animais (presença de 

periodontite). Foram coletados 11 dentes primeiro-molares de diferentes 

animais; cinco amostras sem pigmentação visível, e seis amostras 

pigmentadas de preto, que foram submetidas inicialmente a MEV, e 

posteriormente, foram selecionadas três áreas aleatórias para realização 

da EDS. Os resultados da MEV revelaram formações estruturais com 

presença de áreas irregulares, possivelmente oriundas de depósitos 

minerais. Os resultados da EDS apontaram associações entre a 

presença de ferro (p<0,014) e magnésio (p<0,001) com a ocorrência de 

periodontite. Com relação à pigmentação, carbono (p<0,039), manganês 

(p<0,007) e ferro (p<0,015) foram os elementos estatisticamente 

significantes. Os resultados de associação entre os elementos, 

independente de condição periodontal ou pigmentação, demonstraram 

associações entre cálcio e fósforo, e entre ferro e silício. As associações 
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do elemento ferro com periodontite e pigmentação, sugerem possível 

presença de micro-organismos periodontopatogênicos nestas 

formações, uma vez que este elemento está intimamente relacionado ao 

metabolismo bacteriano. Os resultados inéditos do presente trabalho 

comprovam tratar-se de um biofilme verdadeiro os depósitos 

pigmentados que se formam na coroa dos dentes de bovinos, e indicam 

que a presença de biofilme pode atuar como um fator predisponente 

para etiologia das doenças periodontais. 

Palavras-chave: biofilme dentário, bovinos, espectroscopia de raios X 
por dispersão de energia, microscopia eletrônica de varredura, 
periodontite. 

 

 

STRUCTURAL AND MINERAL CHARACTERIZATION OF BLACK 
PIGMENTED SUPRAGINGIVAL BIOFILM OF BOVINES WITH 

PERIODONTITIS 
 
ABSTRACT - Periodontitis is a multifactorial infection already existing in 

different species, among them domestic ruminants. In bovines, this 

disease is related, among other factors, to a potentially pathogenic 

microbiota that, for the most part, is housed in the oral biofilm of the 

animals. Biofilms are organized structures that favor the survival of the 

local microbiota. Biofilms can be classified as supragingival or 

subgingival, and when mineralized, they form the dental calculus. The 

supragingival calculus in bovines is visualized as pigmented brown or 

black deposit, already described in humans as a predisposing factor to 

periodontal diseases. The aim of this study was to characterize the 

structural and chemical the supragingival biofilm of bovines using 

scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive spectroscopy 

(EDS), respectively, and to relate them to the clinical status of the 

animals (periodontitis). Eleven premolars teeth were collected; five non-

pigmented samples, and six black pigmented samples, were initially 

submitted to SEM and, subsequently, to EDS. SEM images revealed 

irregular structures similar to mineral deposits. The EDS results showed a 

relation between the presence of iron (p<0,014) and magnesium 
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(p<0,001) with the occurrence of periodontitis. Regarding pigmentation, 

carbon (p<0,039), manganese (p<0,007) and iron (p<0,015) were the 

statistically significant elements. The results of the comparison between 

the elements, regardless of the periodontal condition or pigmentation, 

demonstrated the combinations of calcium and phosphorus, and between 

iron and silicon dioxide. Associations of the iron element with 

periodontitis and pigmentation indicate the presence of 

periodontopathogenic microorganisms in these structures, since this 

element is closely related to bacterial metabolism. The unpublished 

results of the present work demonstrate that the biofilm is a true biofilm of 

the pigmented deposits that form in the crown of the teeth of cattle, and 

indicate that the presence of biofilm can act as a predisposing factor for 

the etiology of periodontal diseases. 

 

Keywords: dental biofilm, bovine, energy dispersive X-ray spectroscopy, 
scanning electron microscopy, periodontitis
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais sobre o biofilme dental 

associado a periodontite em bovinos e outras 

espécies animais 

 

1. Introdução 

Biofilmes são estruturas heterogêneas formadas por inúmeras 

espécies microbianas que exibem propriedades benéficas a 

multiplicação e permanência dos micro-organismos colonizadores. Os 

constituintes dos biofilmes vivem intimamente associados entre si, 

exibem meios particulares de comunicação, e a sobrevivência é 

basicamente caracterizada por relações comensais. Além de beneficiar a 

permanência dos micro-organismos, os biofilmes também atuam como 

verdadeiros “escudos” protetores contra fatores ambientais, facilitando a 

absorção e troca de nutrientes e  excreções de produtos metabólicos 

potencialmente danosos a esta estrutura microbiana. 

Devido às características estruturais dos dentes, o acúmulo de 

biofilme supra e subgengival é um evento natural e sua ocorrência 

quando em equilíbrio, geralmente não causa danos ao hospedeiro. 

Entretanto, o acúmulo excessivo de biofilme já foi descrito como um fator 

predisponente às doenças periodontais nos seres humanos e em 

algumas espécies animais, uma vez que nos biofilmes bucais além dos 

micro-organismos comensais, habitam também micro-organismos 

potencialmente associados à etiologia das doenças periodontais. 

A mineralização do biofilme resulta na formação do cálculo dental 

que é composto principalmente por componentes minerais, inorgânicos e 

orgânicos. O acúmulo de cálculo dental, é considerado um fator 

predisponente para etiologia da periodontite em humanos, e nesta 

espécie, a composição química e estrutural do cálculo dental já foi bem 

estabelecida. O cálculo dental também oferece informações sobre 

hábitos alimentares ou sobre o hábitat do indivíduo a partir dos 

componentes identificados em análises laboratoriais. Em bovinos, a 

composição do esmalte dental já foi descrita, entretanto a composição 
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do cálculo ou biofilme supragengival, e a sua relação com a periodontite 

ainda não foi bem caracterizada. 

A periodontite é uma infecção multifatorial desencadeada por uma 

microbiota disbiótica complexa que resulta em perda dos ligamentos 

periodontais, reabsorção óssea e consequentemente perda da unidade 

dental resultante de uma exagerada resposta imune do hospedeiro, 

responsável por danificar os tecidos adjacentes. O desencadeamento da 

periodontite está relacionado, dentre outros fatores, a um biofilme 

disbiótico que atua como um agente iniciador e de permanência de 

espécies potencialmente periodontopatogênicas. 

Nos bovinos, o cálculo/biofilme supragengival pode ser observado 

como um acúmulo visivelmente pigmentado de marrom ou preto, que se 

adere a estrutura da coroa clínica dental frequentemente encontrado 

durante o exame clínico da cavidade bucal dos animais. Em pequenos 

ruminantes, o biofilme supragengival pigmentado já foi observado em 

associação com a ocorrência de retração gengival, um dos sinais 

clínicos clássicos da periodontite, entretanto análises estruturais e 

químicas destas estruturas dinâmicas em ruminantes ainda não foram 

bem definidas.   

Atualmente, pouco se conhece sobre a composição mineral e 

estrutural do biofilme supragengival nos animais, especialmente em 

bovinos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a composição 

estrutural e química do biofilme supragengival pigmentado de bovinos e 

as associações dos elementos encontrados com o quadro clínico destes 

animais por meio das técnicas de microscopia eletrônica de varredura e 

espectroscopia de dispersão de energia, respectivamente. Compreender 

a relação e o papel desta complexa estrutura com a periodontite torna-se 

um elemento fundamental para elucidação da etiologia, patogênese, 

controle e profilaxia desta importante enfermidade nos ruminantes.  

 

 

 

 



3 
 

 

2. Revisão de literatura 

 2.1 Biofilmes  e cálculos dentais 

Biofilmes dentais são estruturas organizadas com capacidade de 

abrigar inúmeras espécies microbianas que convivem em constante 

simbiose. A maioria das bactérias possui habilidade em se agregar às 

estruturas da natureza. Iniciada esta ligação primária ao substrato, o 

processo de agrupamento de microcolônias é estimulado e uma 

estrutura organizada e elaborada começa a se formar. Estes complexos 

são caracterizados pelo arranjo estruturado no qual cada elemento 

proporciona benefícios em prol da sobrevivência e multiplicação das 

espécies colonizadoras (Nunes et al., 2007). 

O órgão dental é composto por estruturas rígidas, fortemente 

mineralizadas que se fixam firmemente ao osso alveolar por intermédio 

da raiz dental e do ligamento periodontal (Gama, 2013).  Pela sua 

estrutura dura e não-descamativa, os dentes oferecem condições ideais 

para a formação de depósitos bacterianos, que quando ocorrem na 

coroa clínica do dente, são classificados em biofilme supragengival, e 

subgengival quando presentes no sulco ou bolsa periodontal (Lang et al., 

2010). 

A cavidade bucal é composta por uma comunidade microbiana 

local característica, rica em diversidades e que em condições fisiológicas 

provém benefícios para o hospedeiro por oferecer os requisitos 

necessários para que os micro-organismos cresçam e desempenhem 

suas funções adequadamente. A formação dos biofilmes é 

consideravelmente rápida em sistemas fluidos, uma vez que fontes de 

nutrientes são fornecidas às bactérias facilitando a multiplicação e 

adesão das mesmas (Gristina, 1987; Marshal, 1992), e portanto, as 

características do ambiente bucal, como temperatura e umidade, 

possibilitam que uma ampla variedade de micro-organismos, como vírus, 

micoplasmas, bactérias, fungos e protozoários, consigam se instalar e se 

multiplicar conferindo um caráter heterogêneo a este ambiente complexo 

(Marsh et al., 2011).  
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Estruturalmente, os biofilmes são compostos por microcolônias de 

células bacterianas associadas a uma matriz delineada, cuja composição 

predominante é basicamente água e solutos aquosos. Os nutrientes são 

difundidos por meio de canais de água, sendo o material “seco” uma 

mistura de exopolissacarídeos (EPS), proteínas, sais e material celular. 

A vantagem dessa forma de crescimento é que o biofilme oferece às 

espécies colonizadoras proteção contra micro-organismos competitivos, 

fatores ambientais (como os mecanismos de defesa do hospedeiro) e 

substâncias tóxicas que podem estar presentes no meio, como 

substâncias químicas letais e antibióticos (Socransky e Haffajee, 2010), 

favorecendo a multiplicação e sobrevivência microbiana. 

A superfície dental é revestida primariamente por um filme 

condicionante denominado película adquirida. A composição básica 

deste filme é formada por glicoproteínas salivares (mucinas) e 

anticorpos, e devido a propriedade de alterar a carga e energia livre de 

superfície, a película adquirida aumenta a eficiência de adesão 

bacteriana (Nunes et al., 2007). Inicialmente, a colonização é feita por 

cocos Gram-positivos anaeróbios facultativos, sendo Streptococcus 

sanguis o micro-organismo encontrado em maior número (Lang et al., 

2010). Nesse momento, as interações físico-químicas são fracas e de 

longo alcance caracterizando a adesão reversível (Marsh et al., 2011). 

A fase de adesão irreversível é caracterizada por interações entre 

moléculas específicas presentes nas superfícies de células microbianas 

e moléculas presentes na película do filme condicionante (Marsh et al., 

2011). Bastonetes Gram-positivos gradualmente superam os 

estreptococos, sendo particularmente Actinomyces spp a espécie mais 

dominante. A partir de então, receptores de superfície presentes nos 

cocos e bastonetes Gram-positivos, possibilitam a agregação de micro-

organismos Gram-negativos conferindo maior heterogeneidade e 

patogenicidade ao biofilme em formação (Lang et al., 2010). 

Outra característica ligada aos biofilmes é a habilidade de 

comunicação entre as bactérias e microcolônias. O sensor de quorum é 
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realizado através do acúmulo de compostos sinalizadores que 

intercedem a comunicação intercelular (Prosser, 1999). Essa troca de 

informações possui potencial de intensificar o crescimento de bactérias 

benéficas, desestimulando, em contrapartida, o crescimento de espécies 

competidoras além de atribuir ao biofilme algumas propriedades 

específicas (Socransky e Haffajje, 2010). 

Embora diversas bactérias presentes no biofilme não sejam 

efetivamente patogênicas, a interação entre elas influencia o processo 

da doença por oferecerem assistência aos micro-organismos 

patogênicos contidos no biofilme microbiano. O que se pode inferir a 

partir disso é que esses supostos micro-organismos “comensais” podem 

assegurar o potencial de virulência de outros micro-organismos 

justamente por oferecerem fatores defensivos e condições específicas 

para a permanência e multiplicação de bactérias periodontopatogênicas 

(Kinane et al., 2010a). 

O processo de mineralização do biofilme resulta na formação do 

cálculo dental, que pode ser reconhecido como uma massa de coloração 

que varia do amarelo-acastanhado até o marrom (Figura 1), de dureza 

moderada, cuja formação depende não somente da quantidade de 

acúmulo bacteriano, mas também da secreção das glândulas salivares 

(Lang et al., 2010). Em ruminantes, essa pigmentação pode variar do 

acastanhado ao marrom esverdeado e negro. Geralmente, o cálculo 

dental é recoberto por uma camada de micro-organismos 

metabolicamente ativos que se acumulam tanto em dentes 

periodontalmente saudáveis, quanto doentes (Friskop e Hammarström, 

1980), composto principalmente por componentes orgânicos e 

inorgânicos (Jin e Yip, 2002). Cálculos recentemente formados e 

cálculos maduros são constituídos por quatro formas diferentes de 

cristais de fosfatos de cálcio: bruxita, fosfatos octálcico, hidroxiapatita e 

fosfato de cálcio (Schroeder, 1969).  

Cálcio, fósforo, magnésio, flúor e dióxido de carbono, são os 

principais componentes identificados no cálculo dental humano (Gron et 
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al., 1967). Outros elementos podem ser resultantes de outros fatores 

associados à dieta, ambiente, aos hábitos, grupos étnicos, entre outras 

condições (Fialová et al., 2017). Fialová et al. (2017) investigaram 

algumas hipóteses sobre a vida e os hábitos de sepultamento de 

indivíduos que viveram durante a época medieval (século IX d.C.), e 

provavelmente na guerra napoleônica (século XIX). Uma das amostras 

arqueológicas pertencia a um indivíduo que viveu no século IX d.C., 

provavelmente no início da era medieval.  Magnésio, alumínio e silício 

foram identificados no cálculo dental, sendo estes os principais 

elementos presentes nas pedras de moagem que eram misturadas a 

farinha consumida por esta população. Os elementos identificados no 

cálculo dental podem fornecer informações importantes sobre os 

costumes e hábitos alimentares do indivíduo. 

Estudos anteriores relataram a presença de depósitos 

pigmentados extremamente aderentes na superfície dental de bovinos. 

Os autores acreditaram tratar-se de uma placa mineralizada a qual o 

pigmento teria sido posteriormente incorporado (Miles e Grigson, 1990). 

Ingham (2001) avaliou as principais alterações odontológicas em vacas 

de descarte abatidas na Inglaterra. Uma das observações do autor foi o 

depósito de pigmento marrom ou preto em diferentes graus na maioria 

das coroas dos dentes mastigatórios, e ocasionalmente nos incisivos.  

Na ocasião, ainda pouco se conhecia sobre as propriedades destes 

achados.  

O acúmulo de cálculo dental tem como consequência o início de 

um processo inflamatório nos tecidos moles alterando toda a ecologia 

local e promovendo ainda mais o crescimento de bactérias Gram-

negativas. A disponibilidade de sangue e saliva do líquido gengival 

associados às interações e trocas de nutrientes entre as bactérias e 

seus metabólitos, demonstram a formação de uma típica comunidade 

em que o mutualismo beneficia a permanência, persistência e 

multiplicação desta microbiota, representando a formação de um biofilme 

verdadeiro (Lang et al., 2010). 
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Estudos experimentais (Waerhaung, 1955) e epidemiológicos 

(Lövdal et al., 1958) demonstraram forte associação entre a presença de 

cálculo e a periodontite em seres humanos, sendo que a presença de 

biofilme viável na superfície do cálculo é mais irritante aos tecidos 

adjacentes do que a própria superfície rugosa do cálculo dental 

(Socransky, 1970). Bactérias associadas a doença periodontal, 

encontram no cálculo/biofilme condições favoráveis para sua 

multiplicação e sobrevivência no ambiente bucal. 

Normalmente a relação ecológica entre o hospedeiro e a 

microbiota bucal não apresenta distúrbios, entretanto um subgrupo de 

espécies bacterianas pode ser introduzido no local e após multiplicarem-

se ou após exibirem novas propriedades, passam a lesionar e provocar a 

destruição do periodonto (Socransky e Haffajee, 2010). O processo 

inflamatório altera a homeostase local e estimula respostas imunes 

específicas do hospedeiro criando condições condescendentes para o 

crescimento e multiplicação bacteriana (Hajishengalis, 2015). 

 

 

Figura 1. Cálculo supragengival pigmentado de marrom e preto, 
aderido aos incisivos de bovino criado extensivamente. 

 

2.2 Periodontite 

A periodontite é definida como uma infecção multifatorial causada 

por um complexo bacteriano geralmente residente no biofilme dental que 
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possui capacidade de interagir com tecidos e células hospedeiras, 

acarretando na liberação de uma série de citocinas, quimiocinas e 

mediadores inflamatórios responsáveis por causar destruição das 

estruturas periodontais (Holt e Ebersole, 2005). A enfermidade acomete o 

periodonto, composto pelos tecidos que suportam e protegem o dente: 

gengiva, osso alveolar, cemento e ligamento periodontal (Kuo et al., 

2008), e já foi descrita em diversas espécies (Agostinho, 2017; Campelo, 

2017; Rober et al., 2008; Gaetti-Jardim Jr et al., 2012; Booij-Vrieling et al., 

2010).  

A presença de determinados periodontopatógenos, mesmo que 

em baixas quantidades, no biofilme dental, representa risco para o 

desenvolvimento de doenças periodontais devido à capacidade de 

provocar reações inflamatórias e reabsorção óssea mediadas por micro-

organismos comensais potencialmente capazes de induzir a doença 

(Hajishengalis e Lamont, 2012). A transição do estado saúde para 

doença esta associado a alterações de uma comunidade microbiana 

simbiótica, na sua maioria composta por bactérias facultativas como 

Actinomyces e Streptococcus, para uma comunidade disbiótica rica em 

fatores de virulência e adaptada a desenvolver-se em ambiente 

inflamatório (Hajishengalis, 2015). 

 

      2.3 Periodontite em humanos e outras espécies animais 

A boca constitui um habitat rico em variedades microbianas, 

sendo as bactérias anaeróbias predominantes na microbiota humana e 

animal (Goldstein et al., 1984). Socransky et al. (1998) avaliaram mais 

de 13.000 amostras de biofilme subgengival de humanos utilizando a 

técnica de checkerboard DNA-DNA hibridização para demonstrar a 

presença de grupos microbianos específicos no biofilme dental. Foram 

reconhecidos seis grupos de espécies bacterianas intimamente 

relacionadas, sendo os micro-organismos compreendidos nos 

complexos laranja e vermelho considerados os principais agentes 

etiológicos das doenças periodontais. 
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Esses complexos basais possuem receptores com capacidade de 

gerar condições ecológicas para a inserção das bactérias do complexo 

laranja composto por Streptococcus constellatus, Campylobacter rectus, 

Campylobacter showae, Campylobacter gracilis, Prevotella intermedia, 

Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium 

nucleatum e Fusobacterium periodonticum, envolvidas com a 

patogênese das doenças periodontais. O complexo laranja precede e 

cria condições para a implantação do complexo vermelho, formado por 

Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola. 

Os micro-organismos do complexo vermelho são apontados como os 

agentes etiológicos da periodontite crônica, sendo associados ao 

aumento de profundidade de bolsa e ao sangramento à sondagem 

(Socransky et al., 1998).  

O acúmulo de biofilme dental induz a gengivite, que quando não 

tratada pode evoluir para a apresentação crônica da enfermidade. Na 

maioria dos casos a exposição prolongada ao biofilme e cálculo é um 

fator determinante para o desenvolvimento da forma crônica (Kinane et 

al., 2010b) que acomete aproximadamente 30% dos adultos. Destes, 

cerca de 7 a 13% apresentam a forma severa da doença (Nares, 2003).  

Em indivíduos periodontalmente saudáveis, os micro-organismos 

Gram-positivos são predominantes no biofilme supragengival, em 

especial bactérias dos gêneros Actinomyces spp., Streptococcus spp., e 

Capnocytophaga spp. Bactérias Gram-negativas, como as pertencentes 

aos gêneros Veillonella spp. e Prevotella spp. Tannerella forsythia e 

Porphyromonas gingivalis também são identificadas em sítios sadios, 

porém em menores quantidades (Darout, 2014). O acúmulo bacteriano 

sobre os dentes induz a uma resposta inflamatória nos tecidos moles, e 

sua remoção resulta no desaparecimento dos sinais clínicos (Socransky 

e Haffajee, 2002; Lang et al., 2010).  

Em cães, os gêneros identificados na microbiota bucal são 

semelhantes aos encontrados nos humanos, porém com particularidades 

próprias da espécie (Elliot et al., 2005). Rober et al. (2008) avaliaram por 
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meio da técnica de hibridização DNA-DNA a composição da microbiota 

bucal em diferentes áreas da boca de cães com periodontite. Os 

resultados demonstraram que no habitat subgengival as proporções de 

Prevotella intermedia, Streptococcus constellatus, Campylobacter rectus 

e Campylobacter showae são significativamente maiores, enquanto que 

no biofilme supragengival, Treponema denticola e Porphyromonas 

gingivalis são mais prevalentes (Rober et al., 2008). O acúmulo de 

cálculo dental em cães é apontado como um fator predisponente ao 

desencadeamento da periodontite (Gawor et al., 2006; Marshal et al., 

2014), e ainda, a interrupção de procedimentos de higiene bucal em 

algumas raças contribuem para o desenvolvimento de diferentes níveis 

da doença (Marshal et al., 2014). 

Campello (2017) associou a ocorrência de periodontite à presença 

de biofilme supragengival e identificou os patógenos potenciais nas 

lesões periodontais de cabras leiteiras. Os resultados demonstraram 

forte correlação do grau do biofilme supragengival ao início e progressão 

da periodontite. No biofilme subgengival desses animais foram 

identificados Fusobacterium nucleatum (81,8%), Tannerella forsythia 

(63,0%), Fusobacterium necrophorum (63,0%), Porphyromonas 

gingivalis (18,0%), Treponema denticola (13,6%), Prevotella 

melaninogenica (9,0%), bem como outros potenciais 

periodontopatógenos comumente encontrados na microbiota bucal de 

humanos e animais.  

As análises estatísticas do estudo de Campello (2017) 

demonstraram forte correlação entre o escore do biofilme supragengival 

e maior grau de recessão gengival, um dos principais sinais clínicos da 

periodontite, sendo mais frequente em dentes mastigatórios. Agostinho 

(2017) relatou as mesmas semelhanças entre presença de biofilme 

supragengival e retração gengival em ovinos (Figura 2). Na 

oportunidade, foi possível observar que animais mais velhos 

apresentaram maiores quantidades destes depósitos microbianos. 

Em ovinos, estudos microbiológicos do biofilme bacteriano 
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presente em bolsas periodontais revelaram a presença de uma 

microbiota complexa com frequente isolamento de bactérias 

pigmentadas de preto, Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium 

necrophorum e Fusobacterium naviforme (Frisken et al., 1989; McCourtie 

et al., 1990). Duncan et al. (2003) detectaram Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia, Fusobacterium nucleatum e Prevotella intermedia 

em lesões de ovinos com periodontite. Assim, demonstrou-se que a 

microbiota bucal de ovinos com periodontite é compatível com a 

encontrada na periodontite humana (Frisken et al., 1989; Ismael et al., 

1989; McCourtie et al., 1990).  

Borsanelli et al. (2017) detectaram bactérias dos gêneros 

Porphyromonas  e  Prevotella em lesões de ovinos com periodontite pela 

técnica de reação em cadeia da polimerase. Em animais com 

periodontite, Prevotella melaninogenica, Prevotella buccae, 

Porphyromonas gingivalis e  Porphyromonas endodontalis foram as 

espécies mais predominantes. Em animais sadios, Porphyromonas 

gingivalis e Prevotella oralis foram os micro-organismos mais 

prevalentes. Bactérias anaeróbias pigmentadas de preto, especialmente 

as dos gêneros Porphyromonas e Prevotella são frequentemente 

isoladas em humanos (Darout 2014), cães, (Riggio et al., 2011), e gatos 

com periodontite (Booij-Vrieling et al., 2010). 

 

 

Figura 2. Cálculo supragengival em ovino com presença de 
retração gengival nas pinças e primeiros-médios, importante sinal clínico 
da periodontite. 
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Equinos são frequentemente acometidos por doenças 

periodontais, que se caracterizam pela condição dolorosa e 

comprometimento da mastigação e do bem-estar animal (Kennedy et al., 

2016). A progressão da doença modifica a composição da microbiota 

bucal basicamente formada por cocos e bastonetes gram-positivos, para 

uma microbiota mista com aumento das populações de bactérias 

anaeróbias gram-negativas (Klug, 2006). Perfis microbianos distintos são 

observados no microbioma de equinos sadios e com periodontite. Os 

gêneros Gemella e Actinobacillus são mais detectados em cavalos 

sadios, enquanto que em equinos com quadros de periodontite 

Prevotella e Veillonella são os gêneros mais encontrados (Kennedy et 

al., 2016).   

     2.4 Periodontite em bovinos 

A periodontite bovina ficou popularmente conhecida como “cara 

inchada” especialmente diante do cenário epidemiológico das décadas 

de 1970 e 1980, período marcado por grandes prejuízos econômicos 

decorrentes da enfermidade nas regiões Sudeste, Centro-Oeste e Norte 

do Brasil, na abertura de áreas com vegetação natural de mata e cerrado 

(Döbereiner et al., 2004). Bovinos com periodontite podem apresentar 

abaulamento facial decorrente de periostite crônica ossificante 

(Döbereiner et al., 2000), (fato este que justifica o termo “cara inchada”), 

e frequentemente animais em fase de dentição são os mais acometidos 

(Döbereiner et al., 1974). Atualmente, a expressão “cara inchada” vêm 

se tornando pouco utilizada e um modelo mais atual de caracterização 

desta enfermidade em bovinos está sendo gradualmente estabelecido. 

A etiologia da periodontite em bovinos relaciona-se, dentre outros 

fatores, à presença de bactérias anaeróbias no biofilme dental dos 

animais e a um fator alimentar associado a abertura de novas áreas e 

reforma de pastagens (Döbereiner et al., 1974; Dutra et al., 1993). 

Caracteriza-se por ocorrer em episódios, declinando naturalmente em 

períodos variáveis de tempo, e reincide em determinadas áreas após a 

reforma de pastagem ou quando os animais são alimentados com 
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forrageiras cultivadas em locais anteriormente endêmicos para a doença 

(Dutra et al., 1993). Inicialmente a ideia equivocada de que a “cara 

inchada” era causada por deficiência ou desequilíbrio mineral foi 

amplamente difundida, entretanto não há evidências que relacione essa 

enfermidade com deficiência mineral (Döbereiner et al., 2004). 

As lesões geralmente iniciam-se entre os segundos e terceiros 

pré-molares maxilares, resultando em formação de bolsa periodontal que 

acumulam restos alimentares e material untuoso de mau cheiro, 

característico do envolvimento de bactérias anaeróbias Gram-negativas 

que podem ser isoladas a partir destas lesões. A destruição dos alvéolos 

decorre do processo inflamatório na gengiva marginal, que leva ao 

afrouxamento e perda dos dentes. Em casos avançados, os animais 

podem apresentar mau estado nutricional devido a incapacidade de se 

alimentar adequadamente e podem morrer por inanição (Dutra et al., 

1993). 

Döbereiner et al. (1975) e Dutra et al. (2000) observaram que ao 

transferirem bovinos de diferentes idades com lesões periodontais para 

áreas consideradas livres da doença, os animais apresentavam 

desaparecimento dos sinais clínicos, com cicatrização das bolsas 

periodontais, desaparecimento do odor fétido bucal, regressão do 

abaulamento facial e recuperação do estado nutricional. Neste contexto, 

Dutra et al. (2000) avaliaram a modificação da microbiota anaeróbia de 

lesões periodontais de bezerros e após remissão da sintomatologia 

clínica da doença quando foram transferidos para áreas indenes. Nas 

bolsas periodontais, a porcentagem média de bactérias pigmentadas de 

preto foi de 71,3% da microbiota total cultivada em anaerobiose e em 

meio de cultura específico. Nos mesmos animais, após epitelização das 

lesões e cura clínica, a porcentagem reduziu para 1,7%. Baseado na 

modificação quantitativa dos possíveis periodontopatógenos, 

especialmente bactérias formadoras de colônias pigmentadas de preto e 

de suas particularidades epidemiológicas, os autores sugeriram tratar-se 

de uma enfermidade multifatorial.  
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Blobel et al. (1984) detectaram Bacteroides melaninogenicus, 

Bacteroides bivius, Fusobacterium nucleatum, Corynebacterium 

pyogenes e Actinomyces israelli em lesões de periodontite bovina 

determinados pelas suas características bioquímicas e morfo-tintoriais 

utilizando-se de técnicas de cultivo. 

Dentre os anaeróbios Gram-negativos pigmentados de preto, 

espécies dos gêneros Porphyromonas e Prevotella também foram 

identificadas em bovinos. Em animais com periodontite, Porphyromonas 

endodontalis, Prevotella melaninogenica e Prevotella intermedia foram 

mais prevalentes nos sítios com lesões, enquanto que em sítios sadios 

Porphyromonas endodontalis e Prevotella loescheii são mais frequentes 

(Borsanelli et al., 2015a). Bactérias do gênero Treponema também foram 

identificadas em bovinos com periodontite. Assim, nos sítios com lesão 

periodontal, Treponema amylovorum (73%), T. denticola (42,3%) e 

Treponema maltophilum (54%), foram detectados, sendo os mesmos 

micro-organismos detectados em sítios sadios porém em frequência 

menor (Borsanelli et al., 2015b). 

Na microbiota subgengival de bovinos sadios, Gastranaerophilus, 

Planifilus, Burkholderia e Arcobacter são as taxa mais prevalentes, 

enquanto que em animais com periodontite Propionivibrio, Wolinella, 

Porphyromonas, Candidatus, Prevotella, Firmicutes (não cultivável), 

Bacteroides e Treponema são as taxa mais prevalentes. Embora os 

perfis microbianos sejam diferentes segundo a condição clínica, animais 

com periodontite apresentam maiores diversidades ecológicas em sua 

composição (Borsanelli et al., 2018). 

O ambiente subgengival é rico em mediadores imunes e 

inflamatórios e proporciona desafios e oportunidades únicas para as 

bactérias. A presença de determinados periodontopatógenos, mesmo 

que em baixas quantidades, representa risco para o desenvolvimento de 

doenças periodontais, devido à capacidade de provocar reações 

inflamatórias e reabsorção óssea mediadas por micro-organismos 

comensais potencialmente capazes de induzir a doença (Hajishengalis e 
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Lamont, 2012). Mesmo sabendo que as infecções bucais ocorrem de 

maneira similar nos animais e nos seres humanos, estudos sobre 

composição microbiológica, estrutural e química do biofilme dental 

supragengival de animais ainda não foram bem investigadas (Williams et 

al., 2011). 
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CAPÍTULO 2 -  Composição química e estrutural do biofilme 

supragengival pigmentado de bovinos com 

periodontite1 
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Abstract. – Saraiva J.R., Buso-Ramos M.M., Borsanelli A.C., Schweitzer 
C.M., Gaetti-Jardim Jr. E., Höfling J.F., Ramos T.N.M., Dutra I.S. 
(Chemical and structural composition of bovine black pigmented 
supragingival biofilm with periodontitis). Composição química e 
estrutural do biofilme supragengival pigmentado de bovinos com 
periodontite. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0): 00-00. Departamento 
de Apoio, Produção e Saúde Animal. Faculdade de Medicina Veterinária 
de Araçatuba, Universidade Estadual Paulista, Rua Clóvis Pestana 793, 
Cx. Postal 533, Jardim Dona Amélia, Araçatuba, SP 16050-680, Brasil. 
E-mail: iveraldo.dutra@unesp.br 
Bovine periodontitis is a multifactorial disease associated primarily with a 
potentially pathogenic microbiota housed in the oral biofilm of animals. 
Biofilms are organized structures, in which the constituents coexist in 
symbiosis, already described elsewhere as a predisposing factor to 
periodontitis. The objective of the present study was to characterize the 
structure and chemically the bovine black pigmented supragingival 
biofilm with the use of scanning electron microscopy (SEM) and energy 
dispersive spectroscopy (EDS), respectively, and its relation with bovine 
periodontitis. Eleven premolar teeth of different animals were evaluated; 
five samples no pigmented, and six samples with black pigmented 
biofilm, were initially submitted to SEM, and later, three areas were 
selected for EDS. The structure of the pigmented biofilm is more complex 
and irregular due to a higher content of mineral elements. The semi-
quantitative EDS data indicated an association of iron (p<0,014) and 
magnesium (p<0,001) with the occurrence of periodontitis. Carbon, 
phosphorus, calcium, manganese, sodium and potassium are not 
associated with periodontitis. Regarding pigmentation, carbon (p<0,039), 
manganese (p<0.007) and iron (p<0.015) were the statistically significant 
elements, whereas phosphorus, calcium and magnesium are not 
associated with pigmentation. Results of Spearman test showed 
correlation between the elements calcium and phosphorus, and iron and 
silicon. The strong association of iron in the pigmented supragingival 
biofilm and with the occurrence of periodontitis suggest the presence of 
microorganisms that use this element in its metabolism and which are 
associated with bovine periodontitis. The unpublished results of the 
present work suggest that the pigmented deposits that form in the crown 



21 
 

 

of the teeth of cattle are a true biofilm with the deposition of iron, and 
indicate that the presence of iron and magnesium in these formations 
may be involved in the metabolism of some microorganisms associated 
with the etiology of bovine periodontitis. 

INDEX TERMS: supragingival biofilm, bovine, periodontitis, iron, 
magnesium, scanning electron microscopy, energy dispersive 
spectroscopy 

 
RESUMO.-  A periodontite bovina é uma infecção multifatorial associada 
primariamente à microbiota potencialmente patogênica presente no 
biofilme bucal. Biofilmes são estruturas organizadas, nas quais os 
constituintes convivem em simbiose, descritos em outras espécies como 
um fator predisponente à periodontite. O objetivo do presente estudo foi 
caracterizar estrutural e quimicamente o biofilme supragengival 
pigmentado de preto em bovinos, utilizando-se as técnicas de 
microscopia eletrônica de varredura (MEV) e espectroscopia de 
dispersão de energia (EDS), respectivamente, correlacionando os 
elementos identificados à ocorrência de periodontite e pigmentação. 
Foram avaliados 11 dentes primeiro-molares; cinco amostras sem 
pigmentação visível e seis amostras com biofilme pigmentado de preto, 
que foram submetidas inicialmente à MEV; posteriormente foram 
selecionadas três áreas aleatórias de cada dente para realização da 
EDS. A estrutura do biofilme pigmentado revelou formações irregulares e 
mais complexas, provavelmente devido ao maior acúmulo de elementos 
minerais. Os resultados semi-quantitativos da EDS apontaram 
associações entre a presença de ferro (p<0,014) e magnésio (p<0,001) 
com a ocorrência de periodontite. Carbono, fósforo, cálcio, manganês, 
sódio e potássio não apresentaram associação com a periodontite. Em 
relação à pigmentação, carbono (p<0,039), manganês (p<0,007) e ferro 
(p<0,015) foram os elementos estatisticamente significantes, enquanto 
fósforo, cálcio e magnésio não apresentaram associação com a 
pigmentação. O teste de correlação de Spearman demonstrou 
associações entre os elementos cálcio e fósforo, e ferro e silício. A forte 
associação do ferro presente no biofilme supragengival com a ocorrência 
de periodontite, sugere a presença de micro-organismos que utilizam 
este elemento em seu metabolismo e que possivelmente tenham 
envolvimento com o desenvolvimento da periodontite bovina. Os 
resultados inéditos do presente trabalho sugerem que os depósitos 
pigmentados que se formam na coroa dos dentes de bovinos tratam-se 
de um biofilme verdadeiro com deposição de ferro, e indicam que a 
presença de ferro e magnésio nestas formações podem estar envolvidos 
no metabolismo de alguns dos principais micro-organismos associados à 
etiologia da periodontite bovina. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: biofilme supragengival, bovinos, 
periodontite, ferro, magnésio, microscopia eletrônica de varredura, 
espectroscopia de dispersão de energia 
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INTRODUÇÃO 

Biofilmes dentais são estruturas dinâmicas e complexas que se formam 

no esmalte dental por meio da colonização organizada de múltiplas 

espécies microbianas do ambiente bucal (Kolenbrander et al. 2002). 

Classificam-se quanto ao local em que se formam em biofilmes 

subgengivais, quando no sulco ou bolsa periodontal, e supragengivais, 

quando se formam sobre a coroa clínica dos dentes (Kolenbrander et al. 

2010). Além de atuarem na manutenção da saúde bucal, algumas das 

espécies bacterianas constituintes dos biofilmes desempenham 

importante função na etiologia das doenças periodontais em humanos 

(Hojo et al. 2009; Akcali & Lang 2017) e animais (Elliot et al. 2008, Rober 

et al. 2008, Gaetti-Jardim Jr et al. 2012, Agostinho 2017, Campelo 2017). 

As periodontites são infecções multifatoriais associadas a 

complexos bacterianos peculiares, capazes de interagir com tecidos e 

células hospedeiras, acarretando na liberação de citocinas, quimiocinas 

e mediadores inflamatórios responsáveis por causar destruição das 

estruturas periodontais (Holt & Ebersole 2005, Hajishengalis 2015). 

Esses grupos microbianos são anfibiônticos, estabelecendo diferentes 

tipos de relações ecológicas entre si (Marsh et al. 2011), e ocupando 

nichos ecológicos no sulco gengival saudável e bolsas periodontais 

(Bosshardt 2017). A interação entre esses grupos microbianos 

específicos, principalmente os bastonetes anaeróbios Gram-negativos, e 

as condições ambientais necessita de maiores esclarecimentos, uma vez 

que em bovinos, a periodontite é mais prevalente em animais que 

permanecem em áreas recém-formadas, ou que passaram por processo 

de reforma de pastagem (Dutra et al. 1986, Dutra & Döbereiner 2001). 

Em lesões periodontais de bezerros, a porcentagem média de bactérias 

pigmentadas de preto é consideravelmente maior quando comparada 

aos valores médios de porcentagem dos mesmos animais após serem 

transferidos para áreas indenes e apresentarem remissão de 

sintomatologia clínica da periodontite (Dutra et al. 2000). A enfermidade 
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não ocorre sem micro-organismos constituintes comuns da microbiota, 

que em sua maioria são encontrados no biofilme bucal destes animais.   

No microbioma subgengival de bovinos sadios, Pseudomonas, 

Burkholderia e Actinobacteria são os gêneros mais prevalentes, 

enquanto que em animais com periodontite bactérias dos géneros 

Pophyromonas, Prevotella e Fusobaterium são mais frequentes 

(Borsanelli et al. 2018). A diversidade do biofilme microbiano aumenta 

com a periodontite, mas não estão esclarecidos os fatores que levam às 

alterações teciduais e as possíveis características bioquímicas 

estruturais do biofilme bucal em animais com diferentes condições 

periodontais.  

O processo de acúmulo e mineralização do biofilme dental resulta 

na formação do cálculo, e nos ruminantes geralmente é visualizado 

como um acúmulo com pigmentação que varia do castanho ao preto 

fortemente aderido à superfície dental. Em vacas, este cálculo foi 

descrito recobrindo extensões variadas dos dentes mastigatórios. 

Entretanto na ocasião pouco se conhecia sobre o papel desempenhado 

pelo cálculo dental no estabelecimento e progressão da periodontite 

(Ingham 2001). Em pequenos ruminantes, o cálculo supragengival 

pigmentado de preto foi descrito como um achado comum e associado à 

ocorrência de recessão gengival (Agostinho 2017, Campello 2017).  

Em humanos, os principais componentes identificados no cálculo 

dental são cálcio, magnésio, flúor e dióxido de carbono (Gron et al. 1967, 

Fialová et al. 2017) que podem estar associados com outros compostos 

oriundos do ambiente, dieta e hábitos (Fialová et al. 2017). Em bovinos, 

as propriedades físico químicas do esmalte dental foram bem 

caracterizadas; oxigênio, cálcio e fósforo, aparecem em maiores 

concentrações, justamente os principais constituintes dos cristais de 

hidroxiapatita (Nogueira et al. 2014). Entretanto, estudos sobre a 

estrutura e composição química do biofilme supragengival em bovinos e 

sua correlação com a periodontite, são relativamente limitados. 
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Compreender a ecologia desta complexa estrutura e a sua relação 

com a periodontite é uma importante etapa para avanços no 

conhecimento sobre a etiologia, patogênese, controle e profilaxia desta 

enfermidade nos bovinos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo 

caracterizar estrutural e quimicamente o biofilme supragengival 

pigmentado de preto e sua possível relação com quadros de periodontite 

em bovinos utilizando-se de técnicas de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) e espectroscopia de dispersão de energia (EDS), 

respectivamente. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta de amostras. Foram coletados 11 dentes primeiros molares 

superiores de diferentes bovinos; cinco sem pigmentação visível, e seis 

com biofilme visualmente pigmentado de preto (Figura 1). Os espécimes 

foram coletados de animais com idade média de 36 meses, provenientes 

de abatedouro da região de Araçatuba, São Paulo. Foram obtidas 

informações como sexo, local de origem, dieta, alterações dentárias e 

idade aproximada de cada animal. A condição periodontal foi 

estabelecida após sondagem da margem gengival de todos os dentes. 

Foram considerados animais com periodontite aqueles que 

apresentaram bolsa periodontal com profundidade superior a 5mm. Para 

extração dental, a área entre pré-molar e segundo molar foi isolada e 

posteriormente a mucosa gengival do primeiro-molar foi afastada com 

um destaca periósteo de Molt. Os dentes foram extraídos do osso 

alveolar com auxílio de cinzel de bizel simples e martelo de Mead. A 

coleta das amostras foi realizada até 30 minutos após o abate para 

preservar a estrutura do biofilme formado na superfície vestibular do 

primeiro molar superior.  

Preparo das amostras.  Após a extração, a raiz dental foi seccionada e 

a coroa clínica das amostras apresentavam largura máxima de 12mm, 

com altura e comprimento inferiores a 30mm. Em seguida, as amostras 

foram preparadas afim de retirar os debris de matéria orgânica. 
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Inicialmente, foram lavadas duas vezes com 300µL de solução fisiológica 

(NaCl 0,9%) e em seguida, após a secção da raiz dos dentes, o biofilme 

das coroas foi fixado com 1mL de glutaraldeído a 2% por 30 minutos em 

temperatura ambiente. O biofilme da superfície das coroas dos dentes foi 

desidratado com banhos sequenciais de etanol (1mL), nas 

concentrações de 50%, 70%, 90% e etanol absoluto por 10 minutos em 

cada concentração. Após a desidratação e secagem, as amostras foram 

armazenadas em recipiente contendo sílica para controle de umidade 

(Santana et al. 2013, com modificações). 

Caracterização estrutural pela microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e análise da composição mineral pela espectroscopia de 

dispersão de energia (EDS). Para a análise semi-quantitativa de 

composição mineral do biofilme de bovinos por EDS, as coroas dos 

primeiros molares foram fixadas com fita dupla-face de carbono em 

“stub” de resina acrílica incolor e receberam uma cobertura de carbono 

(Denton Vaccum Desk II). As imagens dos biofilmes com e sem 

pigmentação da região cervical da face vestibular dos primeiros molares 

foram capturadas pelo microscópio eletrônico de varredura JSM-5600 

(Jeol, Tóquio, Japão) com aumentos de 100x e de 3000x. Com o ajuste 

de parâmetros do software da Jeol (Spot-size entre 28-32nm e PHA 

dead time ideal entre 20-25%) no aumento de 3000x, as imagens de 

MEV foram transferidas para a microanálise de EDS (Energy-dispersive 

X-ray analysis - Vantage, Noran Instruments, Middleton, WI, USA). Na 

imagem capturada com aumento de 3000x, foram selecionadas 

aleatoriamente três áreas de 81µm2 cada da superfície cervical das 

amostras, as quais foram bombardeadas com elétrons de alta energia 

permitindo a detecção dos raios-X dispersivos e avaliação do perfil de 

absorção característico de cada elemento químico; possibilitando com 

isso uma análise semi-quantitativa.  Cada espectro de absorção foi 

capturado durante 100 segundos a 15 kV de voltagem e distância de 

trabalho de 32 mm. Ao final, foram realizadas médias e desvio-padrão 

dos minerais registrados.  



26 
 

 

Análise estatística. Os valores semi-quantitativos dos elementos 

minerais foram correlacionados com a condição clínica (periodontite ou 

periodonto saudável), e com a presença de pigmentação pelos Teste-t 

de Student e o Teste de Mann-Whitney. As possíveis associações entre 

os diferentes elementos compostos presentes nas amostras foram 

avaliadas empregando-se o teste de correlações de Spearman. O valor 

de significância previsto foi de p<0,05. As imagens da MEV foram 

avaliadas de maneira descritiva. 

Comitê de ética. O experimento foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinária–UNESP, campus Jaboticabal, SP (Processo FCAV/Unesp nº 

013966/17). 

RESULTADOS 

Microscopia eletrônica de varredura: Das 11 arcadas dentárias 

avaliadas, quatro apresentavam bolsa periodontal em um ou mais sítios. 

As imagens da microscopia eletrônica de varredura de ambos os grupos 

revelaram formações estruturais de um cálculo recoberto por biofilme, 

evidenciando a existência de áreas irregulares, com estruturas que se 

assemelham a deposição de óxidos e hidróxidos, como o hidróxido de 

cálcio, e outros elementos. Quando comparadas as imagens do cálculo e 

biofilme sem pigmentação com as estruturas pigmentadas de preto, 

observou-se que essas estruturas pigmentadas apresentaram maior 

complexidade estrutural, com superfície mais irregular e maior 

abundância dos depósitos (Figura 2 e Figura 3). Imagens irregulares, 

cocóides e bacilares, envoltas por matriz orgânica e inorgânica, 

sugestivas de conteúdo microbiano também puderam ser observadas. 

Espectroscopia de dispersão de energia: Pela análise estatística do 

Teste-t constatou-se que os elementos ferro (p<0,014) e magnésio 

(p<0,001) estão associados com a ocorrência de periodontite nas 

arcadas dos animais avaliados (Quadro 1). Os mesmos resultados foram 

confirmados pelo teste de Mann-Whitney (p<0,025 e p<0,001, 
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respectivamente). Da mesma forma, o conteúdo de carbono presente no 

interior do cálculo e biofilme pigmentados foi superior ao observado nas 

amostras não pigmentadas (Teste-t p<0,039). Outros elementos, como o 

manganês (teste de Mann-Whitney, p<0,007) e ferro (teste de Mann-

Whitney, p<0,015) também estão associados com a presença de biofilme 

pigmentado (Quadro 2). O teste de correlações de Spearman evidenciou 

que um aumento no conteúdo de cálcio está associado à elevação nos 

níveis de fósforo, o mesmo ocorrendo entre os elementos ferro e silício, 

independentemente da presença de pigmentação no cálculo e biofilme 

dentais ou condição periodontal (Quadro 3). 

DISCUSSÃO 

O desenvolvimento do biofilme microbiano constitui etapa relevante na 

implantação e evolução das periodontites em ruminantes (Borsanelli et 

al. 2015a, 2015b, Borsanelli et al. 2017, Agostinho 2017, Campello 

2017). Embora sejam significativos os avanços atuais nos estudos 

microbiológicos desse complexo de doenças periodontais, pouco se 

conhece sobre a natureza, estrutura e composição do biofilme e das 

formações calcificadas a ele associadas, como o cálculo dental em 

bovinos. 

O processo de formação e desenvolvimento do biofilme, como 

descrito em pacientes humanos (Marsh et al. 2011, Bosshardt 2017, 

Marsh & Zaura 2017), depende da interação inespecífica entre a 

superfície celular bacteriana e os componentes da película adquirida e 

da superfície dental (Marsh et al. 2011), criando condições para 

interações mais intensas e específicas, entre adesinas microbianas e 

seus receptores no hospedeiro (Socransky & Haffajee 2002, Marsh et al. 

2011). Além desses componentes celulares microbianos e do 

hospedeiro, a composição do meio ambiente líquido também se mostra 

relevante (Malamud 1985) e as condições bucais implicam na 

composição salivar, que resulta da dieta (Kolenbrander et al. 2010, 

Fialová et al. 2017). É particularmente relevante destacar que em 

animais ruminantes o conteúdo químico e microbiano do rúmen interage 
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com suas contrapartes bucais (Myer et al. 2015). Dentre as adesinas 

microbianas merece destaque o papel desempenhado pelas fímbrias e 

outras estruturas apendiculadas (Marsh et al. 2011), principalmente entre 

os principais patógenos periodontais, como o gênero Porphyromonas 

(Socrasnky & Haffajee 2005, Nagano et al. 2018).  

A absorção de cálcio e fosfato da saliva e consequente 

mineralização do biofilme, resulta na formação do cálculo supragengival, 

o qual se manifesta em camadas que se diferenciam entre si quanto ao 

conteúdo mineral presente (Friskopp & Isacsson 1984). Estruturalmente, 

os cálculos dentais são recobertos por uma camada de micro-

organismos metabolicamente ativos que se acumulam tanto em dentes 

periodontalmente saudáveis, quanto doentes (Friskopp & Hammarström 

1980) e em humanos, a associação do cálculo dental com as doenças 

periodontais está bem estabelecida (Akcali & Lang 2017).  

O fosfato de cálcio pode ser considerado um dos componentes 

mais importantes de formação do tecido dental. A cristalização irregular 

destes constituintes inorgânicos em tecidos biológicos, reflete em 

condições patológicas como a formação do cálculo dental (Dorozhkin & 

Epple 2002). Além da taxa de fluxo salivar, a supersaturação salivar com 

sais de fosfato de cálcio são fatores que favorecem a formação do 

cálculo (Jin & Yip 2002). No presente estudo, cálcio e fósforo 

demonstraram correlação, independente da condição clínica dos animais 

ou presença de pigmentação, tal como observado entre os elementos 

ferro e silício (Quadro 3). 

Em humanos, o silício é um elemento encontrado na saliva, 

biofilme e cálculo dental. Grande parte deste elemento encontra-se na 

forma de sílica nos alimentos (Jin & Yip 2002), e em concentrações de 0-

2mg/mL  atua como um fator estimulante da precipitação de fosfato de 

cálcio (Damen & Ten Cate 1989). Quando incorporado na dieta, a sílica 

pode aumentar a taxa de formação de cálculo dental (Gaare et al. 1989), 

provavelmente devido à capacidade de ligações de cálcio à ácidos 

silícicos e sílica (Jin & Yip 2002). O fator alimentar não foi avaliado no 
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presente estudo, e os achados associados a este elemento necessitam 

ser investigados. 

Imagens de microscopia eletrônica de varredura do cálculo 

supragengival em pacientes humanos são caracterizadas pela presença 

de conteúdo heterogêneo recoberto por micro-organismos filamentosos 

(Friskopp & Hammarström 1980). Em bovinos, as imagens do cálculo 

recoberto por biofilme supragengival (pigmentado e não pigmentado), 

indicaram presença de formações estruturais com áreas irregulares, 

possivelmente oriundas de depósitos minerais em semelhança com as 

descrições de Salles et al. (2012). Nas amostras pigmentadas estes 

depósitos irregulares aparecem em maior abundância. Também foi 

possível observar estruturas de morfologia cocoides e bacilares, 

sugestivas de presença de conteúdo microbiano recobrindo o cálculo 

supragengival.  

Com o desenvolvimento inicial do biofilme, seu aumento de 

espessura e, acima de tudo, estabelecimento de redes de co-agregação 

microbiana e interconexões fisiológicas entre os componentes 

bacterianos do biofilme, independentemente da espécie hospedeira e 

mesmo em estudos “in vitro” (Sanguansermsri et al. 2018, Neiland et al. 

2019), criam-se condições favoráveis para o estabelecimento de 

comunidades microbianas complexas (Lang et al. 2010).  Segundo Jin & 

Yip (2002), a mineralização desse biofilme é consequência natural dos 

aspectos físico-químicos presentes na boca, em que a saliva e a dieta 

fornecem os elementos minerais, como o cálcio e o fósforo, que 

compõem grande parte do conteúdo mineral depositado, como pode ser 

observado no Quadro 2.  

As análises semi-quantitativas da espectroscopia de dispersão de 

energia demonstraram forte correlação da presença de ferro e magnésio 

com a ocorrência da periodontite. O ferro é um elemento essencial para 

o crescimento e função metabólica da maioria dos organismos vivos, 

atuando em diferentes etapas do catabolismo e anabolismo celulares, 

como nas reações redox, transporte de radicais oxidativos, síntese de 
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DNA e mecanismos de eliminação de radicais livres (Lewis 2010).  

Entretanto, no enfoque do presente estudo, destaca-se o papel do ferro 

como elemento que controla a expressão de numerosos fatores de 

virulência microbianos, potencializando os danos aos tecidos do 

hospedeiro (Schaible & Kaufmann 2004). Nesse sentido, alguns dos 

principais micro-organismos bucais, como os gêneros Porphyromonas e 

Prevotella, acumulam o ferro derivado do sangramento gengival e 

periodontal na forma de compostos pouco solúveis em água, de 

pigmentação escura (Smalley et al. 2003), como também observado no 

biofilme microbiano bovino, especialmente nos animais com periodontite.  

Essa relação entre ferro, pigmentação do cálculo e biofilme bucal, e 

presença de perdas ósseas nos bovinos também foi observada no 

presente estudo (Quadro 1 e Quadro 2). 

Com o estabelecimento do quadro inflamatório nos tecidos do 

periodonto de inserção, a quantidade de ferro ligado a proteínas 

sanguíneas presentes no fluido gengival aumenta significativamente, de 

forma que o sangramento relacionado à destruição periodontal 

disponibiliza hemina decorrente do processo de hemólise, podendo 

modificar a interação microbiota-hospedeiro (Lewis 2010) a atuar como 

molécula protetora no estresse oxidativo (Smalley 1998). 

Desde que 76% do ferro disponível para os mamíferos estão 

armazenados na forma de grupos heme, em células transportadoras de 

oxigênio, como hemoglobina e mioglobina, os principais micro-

organismos associados às infecções periodontais acabam por associar a 

expressão de proteases e peptidases à presença desse elemento (Lewis 

2010, Byrne et al. 2013), bem como de receptores de superfície e 

proteínas de transporte (Shoji et al. 2010), constituindo estratégia para 

obtê-lo, além de adquirir os aminoácidos que serão utilizados no seu 

metabolismo fermentativo, o qual acaba por liberar diversos compostos 

tóxicos (Olczak et al. 2005), capazes de inibir a proliferação celular e o 

reparo tecidual, além de apresentarem ação tóxica direta sobre as 

células do hospedeiro (Lewis 2010). 
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Uma vez que o biofilme bucal de diferentes espécies hospedeiras 

apresenta gêneros capazes de intenso metabolismo proteolítico e de 

deposição de ferro, além de estarem envolvidos com a destruição 

periodontal (Lewis 2010, Byer 2013), pode-se supor que esses micro-

organismos estejam envolvidos na formação desses depósitos e na 

destruição periodontal observada. 

Estudos anteriores do mesmo grupo de pesquisa evidenciaram 

que as bactérias dos gêneros Porphyromonas e Prevotella, como 

Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella 

melaninogenica, Prevotella buccae, que necessitam de suplementação 

de hemina para seu crescimento “in vitro”, estão entre os principais 

micro-organismos detectados de bolsas periodontais de bovinos e outros 

ruminantes (Dutra et al. 1986, Borsanelli et al. 2015a, Borsanelli et al. 

2017, Borsanelli et al. 2018).  Essa associação entre os gêneros 

Porphyromonas e Prevotella e a periodontite em bovinos vem sendo 

discutida, sendo que Borsanelli et al. (2015a) evidenciaram que a 

presença de P. endodontalis, P. melaninogenica e Prevotella intermedia 

era muito mais elevada em animais com perda óssea periodontal do que 

em animais periodontalmente saudáveis.  

Além do ferro, as análises semi-quantitativas da espectroscopia 

de dispersão de energia revelaram associação do magnésio com a 

periodontite, já relatado como um dos elementos encontrados no cálculo 

dental humano (Fialová et al. 2017). O magnésio é um elemento 

essencial para o metabolismo bacteriano, o qual interfere diretamente 

nas taxas de multiplicação celular de uma grande variedade de espécies 

(Gadd 1992). A deficiência de magnésio pode acarretar na degradação 

do complexo de ribonucleoproteínas, além de estar associada à perda 

de viabilidade celular (Walker 1994). Entretanto, a atividade metabólica 

do magnésio no biofilme dental e a relação deste elemento com a 

periodontite em bovinos ainda é desconhecida.  

Além da relação de ferro e magnésio com a periodontite, nas 

análises semi-quantitativas deste estudo, o carbono, manganês e ferro 
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apresentaram-se estatisticamente significativos quanto a pigmentação 

dos dentes. Grande parte das bactérias patogênicas são heterotróficas e 

utilizam como fonte de energia o carbono, presente em grandes 

variedades de substratos (Muñoz-Elías & McKinney 2006). É possível 

que os depósitos de ferro presentes nas amostras de cálculo e biofilme 

pigmentados estejam ligados a compostos orgânicos, ricos em carbono, 

o que justificaria a associação desses elementos, como descrito no 

presente estudo.  

Assim como o ferro, o manganês é um oligoelemento importante 

no metabolismo bacteriano, atuando inclusive na proteção do estresse 

oxidativo. Além disto, este oligoelemento está envolvido em outras 

funções durante a infecção, por exemplo, na regulação da expressão de 

genes associados à virulência. Na sua forma não enzimática, é 

importante para manter a viabilidade bacteriana em ambientes de 

aerobiose, dentre outras atividades (Zaharik & Finaly 2004, Lewis 2010). 

Assim como o magnésio, a função do manganês no biofilme dental de 

bovinos e outras espécies é pouco conhecida.  

Biofilme supragengival pigmentado de preto já foi associado a 

maior grau de recessão gengival em cabras leiteiras. Na ocasião, o local 

de maiores lesões encontrava-se nos dentes mastigatórios (Campello 

2017). Agostinho (2017), relatou achados similares entre presença de 

biofilme supragengival e recessão gengival em ovinos. Na oportunidade, 

foi possível observar que animais mais velhos apresentaram maiores 

quantidades destes depósitos microbianos. Embora esses depósitos 

possam ocorrer também em animais jovens e nem sempre de forma 

linear, estas associações podem indicar que o acúmulo de biofilme 

supragengival atua como um importante fator de risco para o 

desenvolvimento e progressão da periodontite em pequenos ruminantes. 

No biofilme subgengival de bovinos com periodontite, foi possível 

demonstrar semelhanças na identificação de alguns 

periodontopatógenos já reconhecidos na periodontite humana (Borsanelli 

et al. 2015a, 2015b, Borsanelli 2017). Pouco se conhece sobre a 
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composição microbiológica do biofilme supragengival de bovinos, mas as 

associações encontradas no presente estudo podem indicar importante 

papel da microbiota residente nestas formações e seus metabólitos 

químicos no desencadeamento e na patogênese desta enfermidade nos 

bovinos. 

CONCLUSÃO 

As estruturas que se formam na superfície dental de bovinos corroboram 

a existência de um biofilme de origem microbiana, que mineralizado se 

estrutura em um cálculo supragengival verdadeiro. A pigmentação 

escura encontrada na superfície dental de bovinos provavelmente 

decorre da deposição de ferro no biofilme supragengival destes animais, 

uma vez que, alguns micro-organismos bucais possuem seu 

metabolismo profundamente ligado ao metabolismo deste elemento. As 

associações entre a presença dos elementos ferro e magnésio no 

biofilme supragengival e a ocorrência da periodontite em bovinos podem 

indicar importante papel da microbiota supragengival e seus metabólitos 

na etiologia da periodontite bovina.  
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Quadro 1 Nível de significância (Teste-t) dos principais elementos químicos 

identificados pela técnica de espectroscopia de dispersão de energia no biofilme 

supragengival de bovinos com periodontite 

Elemento 
Média e desvio-padrão Nível de 

significância Bovinos com periodontite Bovinos sem periodontite 

C 37,0±13,92 34,02±14,36 0,643 

P 18,14±3,87 19,59±5,61 0,438 

Ca 35,55±15,29 47,25±16,88 0,057 

Mn 1,67±0,87 6,38±17,17 0,517 

Na 1,12±0,27 3,79±5,06 0,490 

Fe* 28,7±24,22 6,64±9,09 0,014 

Mg* 3,78±1,28 0,75±0,46 0 

K 1,39±0,48 10,87±13,37 0,148 

*Elementos estatisticamente significativos 
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Quadro 2 Nível de significância pelo teste de Mann-Whitney dos principais 

elementos químicos identificados pela técnica de espectroscopia de dispersão de 

energia nos dentes bovinos com biofilme supragengival pigmentado de preto 

Elemento 
Média Nível de 

significância Dentes não pigmentados Dentes pigmentados 

C* 122,00 88,00 0,039 

P 244,00 284,00 0,895 

Ca 297,00 264,00 0,129 

Mn* 67,00 123,00 0,007 

Fe* 8,00 163,00 0,015 

Mg 33,00 87,00 0,194 

*Elemento estatisticamente significativo 

 

Quadro 3 Principais elementos químicos detectados pela técnica de espectroscopia 

de dispersão de energia no biofilme supragengival de bovinos e suas correlacões 

entre si, calculadas pelo Teste de Correlação de Spearman 

Elementos C P Ca Mn Na Fe Mg K Si Tl 

C 1,00 -0,63 -0,63 0,13 0,31 -0,64 0,83 -0,37 -0,65 0,46 

P -0,63 1,00 1,00 -0,85 -0,93 -0,19 -0,96 -0,48 -0,18 -0,98 

Ca -0,63 1,00 1,00 -0,85 -0,93 -0,20 -0,96 -0,49 -0,18 -0,98 

Mn 0,13 -0,85 -0,85 1,00 0,98 0,68 0,66 0,87 0,67 0,94 

Na 0,31 -0,93 -0,93 0,98 1,00 0,53 0,79 0,77 0,52 0,99 

Fe -0,64 -0,20 -0,20 0,68 0,53 1,00 -0,10 0,95 1,00 0,39 

Mg 0,83 -0,96 -0,96 0,66 0,79 0,10 1,00 0,21 -0,11 0,88 

K 0,37 -0,48 -0,49 0,87 0,77 0,95 0,21 1,00 0,95 0,65 

Si 0,65 0,18 -0,18 0,67 0,52 1,00 -0,11 0,95 1,00 0,38 

Tl 0,46 -0,98 -0,98 0,94 0,99 0,39 0,88 0,65 0,38 1,00 

Obs.: Correlação máxima = 1,00 
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Fig.1. (A, B) A – Face vestibular de primeiro-molar superior de bovino 

sem pigmentação visível; B – Face   vestibular de primeiro-molar 

superior de bovino com pigmentação escura. 

 

        

Fig.2. (A, B) A - Ultraestrutura do biofilme supragengival não pigmentado 

de bovinos em aumento de 100x; B - Estrutura superficial do biofilme 

com áreas irregulares semelhantes à deposição mineral (hidróxidos de 

cálcio e outros elementos) em aumento de 3000x.  

 

        

Fig.3. (A, B) A - Ultraestrutura do biofilme supragengival pigmentado de 

bovinos em aumento de 100x; B - Estrutura superficial do biofilme 

pigmentado com áreas mais irregulares, maior abundância mineral 

(hidróxidos de cálcio e outros elementos), e com maior complexidade 

estrutural em aumento de 3000x.  

 

1A   1B 

3B 3A 

2A 2B 

1A 1B 
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CAPÍTULO 3 – Considerações finais 
 

Apesar de alguns estudos terem enfatizado a composição 

microbiológica do biofilme subgengival de bovinos, poucos relatos 

científicos são encontrados a respeito do biofilme supragengival nesta 

espécie, sua composição microbiológica, estrutural e química, e a sua 

relação com a periodontite. Neste contexto, o presente estudo inédito 

permite algumas inferências a respeito destas estruturas dinâmicas e o 

seu envolvimento no desencadeamento das doenças microbianas bucais 

nos ruminantes. 

As imagens da microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

possibilitaram a visualização de estruturas irregulares semelhantes a 

deposição de minerais e estruturas com semelhanças a morfologias 

microbianas. Estas estruturas pareceram mais complexas à medida que 

a pigmentação estava presente. Este fato provavelmente decorre de 

maior deposição mineral nos dentes pigmentados, que nos dentes não 

pigmentados. As análises semi-quantitativas da espectroscopia de 

dispersão de energia (EDS), contribuíram para identificação de alguns 

dos principais elementos químicos presentes em biofilmes pigmentados 

de bovinos.  

Dentre os elementos identificados, foram significativos para 

condição de periodontite, ferro e magnésio, e para pigmentação, 

carbono, manganês e ferro. Ainda, as análises de correlação 

evidenciaram relação entre os elementos cálcio e fósforo, e ferro e 

silício, independente da condição periodontal e do quadro clínico. 

A correlação do ferro com a periodontite e pigmentação do 

biofilme supragengival de bovinos sugere possível presença de micro-

organismos que acumulem pigmentação escura em sua superfície 

celular, já anteriormente encontrados em sítios subgengivais na mesma 

espécie. Bactérias bucais do gênero Porphyromonas e Prevotella, 

importantes agentes etiológicos das doenças periodontais, possuem seu 

metabolismo estreitamente associado a este elemento, e já foram 

identificadas em lesões periodontais de ruminantes.  
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A dieta também é um fator importante que necessita de maiores 

esclarecimentos, uma vez que a composição alimentar também pode 

influenciar na deposição mineral do cálculo/biofilme dental. Embora 

pouco se conheça sobre o papel dos outros elementos identificados no 

presente estudo, os resultados inéditos apontam a importância destas 

estruturas elaboradas e dinâmicas como um fator predisponente para o 

desencadeamento da periodontite nos bovinos.  

A periodontite bovina é uma enfermidade de grande impacto 

econômico e de bem-estar animal, e deve ter seu diagnóstico integrado 

às doenças responsáveis por causarem queda na produção, reprodução 

e mortalidade. O exame da cavidade bucal costuma ser uma prática 

negligenciada na produção animal, fazendo com que a doença passe 

despercebida ou subdiagnosticada na grande maioria dos casos. As 

associações descritas no presente trabalho podem indicar que a 

enfermidade de etiologia multifatorial tem sua manifestação 

correlacionada ao biofime supragengival que se forma facilmente na 

coroa clínica dos dentes dos bovinos. A composição microbiológica do 

biofilme supragengival de bovinos, e as mudanças ecológicas que 

sucedem o quadro de saúde para doença, ainda não são conhecidas. 

 

 


