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PROTEOMA SALIVAR E MICROBIOMAS DENTAL E RUMINAL DE
BOVINOS MANTIDOS EM DIETA COM SUPLEMENTO PROTEICO

RESUMO -

A boca é um ambiente ecologicamente dindmico composto por elementos estruturais
que lhe conferem uma identidade fisiolégica especifica, como a deposicdo de
biofilmes dentais e a expressdo de proteinas salivares associadas a processos
locais e sistémicos. As doencas periodontais afetam bovinos e outros ruminantes
causando impactos na produgéo e bem-estar animal, e acredita-se que sua etiologia
esteja associada ao manejo alimentar dos animais. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito de dieta suplementar proteica e feno de Panicum cultivado em areas
recém-reformadas no proteoma salivar e integridade periodontal, e microbioma
dental e ruminal de bezerros em fase de denticdo decidua. Foram utilizados 12
bovinos divididos aleatoriamente em dois grupos: dieta base feno (F) e dieta
suplementar proteica (SP) durante 60 dias. A saliva foi coletada aos 20 e 60 dias
para andlise protedmica por espectrometria de massas nanoAcquity UPLC-Xevo
QTof MS, software ProteinLynx Global Server (PLGS) e o niumero de acesso as
proteinas foi fornecido pelo banco de dados UniProt para espécie Bos taurus. O
exame clinico bucal foi realizado semanalmente pela inspecdo da cavidade bucal e
sondagem periodontal dos incisivos. Ja para o sequenciamento, coletou-se biofilme
subgengival e 15mL de contetddo ruminal no inicio e término do experimento (0 e 60
dias) para andlise de sequenciamento de Ultima geracdo do gene 16S rRNA. A
andlise de interacdo entre tempo e dieta demonstrou significancia na incidéncia de
episodios de gengivite entre os dois grupos aos 20 dias e aos 60 e 20 dias da dieta
exclusiva de feno. Aos 60 dias da experimentag¢do, mais processos bioldgicos (9) e
imunoldgicos (11) estiveram alterados na saliva dos bovinos. Proteinas com
multiplas func¢des foram detectadas na saliva dos animais, principalmente de funcéo
antimicrobiana e anti-inflamatéria. No microbioma dental, Filos ja reconhecidos em
bovinos foram identificados, como Proteobacteria, Bacteroidetes, Fusobateria. Os
géneros Moraxella, Neisseria e Lautropia destacaram-se em ambos 0s momentos.

No rumen, Filos considerados centrais dentro desse ambiente como Bacteroidetes e



Vii

Firmicutes foram o0s mais representativos. Nao foram observadas diferencas
significativas de riqueza e diversidade do microbioma bucal e ruminal dos animais,
entretando houve dissimilaridade na composi¢cdo do microbioma bucal dos bovinos
que receberam dieta base feno entre periodo inicial e final (p= 0.007), e no
microbioma ruminal no grupo dieta base feno (p= 0.004) e nos bovinos do grupo
dieta suplementar proteica (comparacdes entre os periodos inicial e final, p= 0.004)
bem como entre as duas dietas no momento final (p= 0.005). Aparentemente, dietas
com suplemento proteico estimulam a expressdo de proteinas salivares com papel
protetivo em bovinos, e interferem na modulacdo dos microbiomas (que ocorre

inicialmente no rimen) e provavelmente refletira na boca dos animais.

Palavras-chave: bovinos, dieta, doencas periodontais, proteémica,
sequenciamento
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SALIVARY PROTEOMA AND DENTAL AND RUMINAL
MICROBIOMES OF CATTLE FED ON DIET WITH PROTEIN
SUPPLEMENT

ABSTRACT -

The mouth is an ecologically dynamic environment composed of structural elements
that confer a specific physiological identity to this location, such as the deposition of
dental biofilms and the expression of salivary proteins associated with local and
systemic processes. Periodontal diseases affect cattle and other ruminants causing
impacts on animal production and welfare, and its etiology is believed to be
associated with the feeding management of animals. The aim of the present study
was to evaluate the effect of supplemental protein diet and Panicum hay grown in
newly reformed areas on the salivary proteome and periodontal integrity, and dental
and ruminal microbiome of calves in the deciduous phase. Twelve cattle were
randomLy divided into two groups: hay-based diet (F) and protein supplemental diet
(SP) for 60 days. Saliva was collected at 20 and 60 days for proteomic analysis by
nanoAcquity UPLC-Xevo QTof MS mass spectrometry, ProteinLynx Global Server
(PLGS) software and the protein accession number was provided by the UniProt
database for Bos taurus species. The oral clinical examination was performed weekly
by inspection of the oral cavity and periodontal probing of the incisors. For
sequencing, subgingival biofilm and 15mL of rumen content were collected at the
beginning and end of the experiment for analysis of next-generation sequencing of
the 16S rRNA gene. The analysis of interaction between time and diet showed a
significance in the incidence of gingivitis episodes between the two groups at 20 days
and at 60 and 20 days of the hay-only diet. At 60 days of experimentation, more
biological (9) and immunological (11) processes were altered in bovine saliva.
Proteins with multiple functions were detected in the animals' saliva, mainly with
antimicrobial and anti-inflammatory functions. In the dental microbiome, phyla
already recognized in cattle were identified, such as Proteobacteria, Bacteroidetes,
Fusobateria, and at the genus level Moraxella, Neisseria and Lautropia stood out in
both moments. In the rumen, phyla considered central within this environment such

as Bacteroidetes and Firmicutes were the most representative. In the rumen, phyla



considered central within this environment such as Bacteroidetes and Firmicutes
were the most representative. There were no significant differences in the richness
and diversity of the oral and ruminal microbiome of the animals, however there was
dissimilarity in the composition of the oral microbiome of cattle that received a hay-
based diet between the initial and final period (p= 0.007), and in the ruminal
microbiome in the diet group hay base (p= 0.004) and in the cattle of the
supplementary protein diet group (comparisons between the initial and final periods,
p= 0.004) as well as between the two diets at the final moment (p= 0.005).
Apparently, protein-supplemented diets stimulate the expression of salivary proteins
with a protective role in cattle, and interfere with the modulation of microbiomes
(which initially occurs in the rumen) and will probably be reflected in the animals'

mouths.

Keywords: cattle, diet, periodontal diseases, proteomics,
sequencing



CAPITULO 1 — Consideragdes gerais: Avancos da era “Omica” na
compreensao dos aspectos modificadores

relacionados ao ambiente bucal de ruminantes

1.Introducéo

O ecossistema bucal € um ambiente rico composto por grupos
microbianos diversos que coexistem em simbiose com fungdes
especificas para manutencdo da saude bucal. O pleno funcionamento
dos dentes na preensdo, mastigacdo e ruminacao Sao requisitos
minimos para um bom desempenho e para saude geral de bovinos e
outros ruminantes. Denticdo saudavel garante assim a eficiéncia
alimentar, a condi¢cao para vida produtiva e reprodutiva e o bem-estar.
Nesse contexto, a problematica associada ao diagndstico,
caracterizacdo e controle de doencas enddgenas bucais de natureza
infecciosa representa uma preocupagao importante na bovinocultura.

Dentre as diferentes manifestacdes clinicas do complexo doencas
periodontais, as gengivites e periodontites sdo consideradas as formas
clinicas mais comumente diagnosticadas em bovinos criados sob
diferentes sistemas de producdo. Essas manifestacfes estdo associadas
a fatores intrinsecos e extrinsecos do individuo, destacando-se
primariamente a disbiose do biofilme dental e possivelmente a algumas
composicdes dietéticas utilizadas no manejo alimentar de ruminantes.

Evidéncias cientificas apontam uma série de fatores bioticos e
abidticos envolvidos na composicdo dos diferentes nichos ecoldgicos
bucais. Esses fatores interferem, sobretudo, na formac¢ao dos biofilmes
microbianos da boca, bem como na composicdo proteica da saliva e na
resposta imunoldgica do hospedeiro. De um modo geral, as relacdes
ecologicas entre biofilmes e hospedeiro sdo simbioticas, porém sabe-se
que o desequilibrio dessa microbiota estad intimamente associado a
ocorréncia das doencas periodontais.

Nos ruminantes, o processo digestivo € bastante dinamico e a

boca comunica-se de forma bidirecional com o rimen e com o0 meio



ambiente. A diversidade do microbioma ruminal pode ser apontada como
uma das principais caracteristicas inerentes aos animais ruminantes. As
relacbes sinergisticas presentes nesse ambiente possibilita a
fermentacdo continua do conteudo alimentar suprindo de maneira efetiva
as necessidades biologicas do hospedeiro. Embora seja reconhecido
que estratégias nutricionais possam criar microbiomas Unicos e
especificos em decorréncia da natureza adaptativa desse ambiente,
poucos estudos buscaram relacionar mudangas ecolégicas que ocorrem
nos microbiomas dental e ruminal quando animais sdo expostos ao
mesmo desafio alimentar.

Historicamente, é possivel observar um avanco significativo com
relacdo ao conhecimento sobre os aspectos modificadores associados
as afeccOes dentarias dos ruminantes. As investigacdes microbioldgicas
iniciais realizadas nas décadas de 1980 e 1990 possibilitaram a
caracterizacdo das bactérias presentes em lesdes periodontais por meio
das propriedades de cultivo bacteriano e de provas bioquimicas
especificas, permitindo reconhecimento inicial sobre possiveis
patdgenos envolvidos nessas doencgas.

O advento da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) consagra
um marco cientifico importante na detec¢do de espécies bacterianas de
dificil cultivo em meios de cultura anaerdébicos padrdo e que estao
associadas a ocorréncia dessas doencas em bovinos e pequenos
ruminantes. Sob esse enfoque, bactérias potencialmente patogénicas
como Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas endodontalis,
Prevotella buccae, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica,
Prevotella nigrescens, Prevotella oralis, Treponema denticola, Tannerella
forsythia entre outras, foram associadas com as gengivites e
periodontites bovina, revelando a natureza polimicrobiana relacionada a
essas enfermidades.

Atualmente, ferramentas de investigacdo mais modernas como o
uso do sequenciamento de alto rendimento do gene 16S rRNA

alavancou o campo de analises dessas comunidades microbianas e



possibilitou a identificacdo e o reconhecimento da grande diversidade do
microbioma dental de ruminantes sob diferentes condicdes clinicas
periodontais. Interagdes microbianas distintas sao observadas em
animais saudaveis e doentes destacando-se, nesse contexto, a
importancia de microrganismos chaves na etiologia dessas doencas.
Além disso, as perspectivas apontam que o aperfeicoamento tecnolégico
com uso da metagendmica possibilitara o desenvolvimento de condutas
preventivas e terapéuticas em diversos processos infecciosos que
acometem o0s animais, incluindo em um futuro préximo, as gengivites e
periodontites.

Por outro lado, pesquisas cientificas sobre a expressao proteica
de diferentes tecidos e fluidos corporais por meio da protedmica pela
espectrometria de massas vém ganhando espaco na medicina
veterinaria com a finalidade de se esclarecer sobre processos normais e
patolégicos que ocorrem nas diferentes espécies. Nesse universo
complexo que compde a boca, a saliva representa um importante
componente para compreender diversos aspectos relacionados a saude
bucal, bem como na identificacdo de biomarcadores que possam servir
no monitoramento da saude geral do individuo e no diagndstico precoce
de diversas doencas, incluindo as doencgas periodontais e outras
enfermidades bucais.

Nos bovinos, devido a auséncia de fun¢cdes secretoras no rumen,
a saliva atua no transito da ingesta e no tamponamento ruminal.
Aparentemente, o proteoma salivar de ruminantes é bastante variavel e
rico em diversidade proteica. Nesse contexto, 0s componentes salivares
desempenham funcbes bioldgicas especificas e as mudancas
alimentares relacionam-se com a formacgao de complexos proteicos que
podem modificar a saude bucal e geral. Assim, pouco se conhece sobre
o efeito de diferentes dietas sobre o proteoma salivar de bovinos e
outros ruminantes e seus reflexos no ecossistema bucal.

Estudos anteriores sugerem influéncia do manejo alimentar,

principalmente associado a reforma de pastagem e abertura de novas



areas, como um dos fatores envolvidos na génese das periodontopatias
nos ruminantes. Com efeito, quando se retira bovinos jovens com
periodontite manifestada por abaulamento facial (“cara inchada”) dessas
pastagens, ocorre uma remissao consideravel de grande parte dos sinais
clinicos e melhora da condicéo corporal dos animais.

Os desafios nutricionais aos quais 0s animais sdo submetidos,
com objetivo de se aumentar os indices produtivos e reduzir os custos
da atividade, raramente consideram as consequéncias dessas dietas na
saude bucal. Com isso, pode-se inferir que protocolos alimentares
poderiam representar fator de risco ao desencadeamento dessas
doencas nos ruminantes. A questdo é complexa, e poucos estudos
buscaram se aprofundar nos mecanismos relacionados aos eventuais
disturbios causados pelas “melhores dietas” utilizadas na bovinocultura.

Diante da importancia das doencas periodontais no
comprometimento da saude, bem-estar e producédo animal, o objetivo do
presente estudo foi caracterizar o microbioma dental e ruminal de doze
bovinos utilizando o sequenciamento de alto rendimento do gene 16S
rRNA mantidos em dieta com suplemento proteico e feno de Panicum
maximun cv. massai e Panicum maximun cv. Mombaca durante o
periodo de 60 dias; bem como avaliar de maneira descritiva o proteoma
salivar desses mesmos animais por meio da técnica de espectrometria
de massas e 0s possiveis efeitos dessas dietas no periodonto desses

animais.
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Concluséo
O ramen €& um ambiente dindmico e achados dessa natureza
permitem inferir que provavelmente as primeiras consequéncias de

modificacdes dietéticas ocorrem no rimen dos animais, e com o decorrer



do tempo, passam a refletir na composi¢cdo do microbioma dental de

bovinos jovens.
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