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AVALIACAO DO EFEITO DA VIRGINIAMICINA NA PREVENCAO DA DOENCA
PERIODONTAL BOVINA: MONITORAMENTO DA MICROBIOTA ORAL
ASSOCIADA A DOENCA

RESUMO - As doencgas periodontais provocam inflamagdes dos tecidos de
protecdo e sustentacdo dos dentes. Na gengivite e gengivite necrosante, que sao
percursores da periodontite, a inflamacdo esta associada a formagdo do biofilme
bacteriano e a resposta imune do hospedeiro. O objetivo geral do presente trabalho
foi avaliar a eficacia da virginiamicina no controle da gengivite e gengivite necrosante
em bezerros, com destaque para 0 monitoramento da microbiota subgengival
associada a doenca e da condicdo periodontal que caracterizam essas enfermidades.
Dez bezerros, randomizados e distribuidos em dois grupos, foram mantidos sob o
mesmo manejo em pastejo rotacionado em area recém-reformada de Panicum
maximum var. Massai e Mombaca. Por 18 semanas consecutivas, um dos grupos
(Grupo Virginiamicina, n=5) recebeu via top-dressing, diariamente, 340 mg de
Virginiamicina, enquanto o Grupo Controle (n=5) n&o recebeu o produto. A avaliacéo
clinica da cavidade bucal do Grupo Controle (n=5) e do Grupo Virginiamicina (n=5),
foi realizada semanalmente, enquanto que a coleta de material para a avaliagdo
microbioldgica foi quinzenal. Na avaliacdo microbioldgica, pela reacdo da cadeia da
polimerase (PCR) utilizou-se os iniciadores de vinte e cinco microrganismos:
Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii, Archae, Eikenella corrodens,
Campylobacter spp., Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium necrophorum,
Mollicutes, Parvimonas micra, Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas gulae, Prevotella buccae,
Prevotella loescheii, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotela
nigrescens, Prevotella oralis, Selenomonas sputigena, Tannerella forsythia,
Treponema amylovorum, Treponema denticola, Treponema maltophilum e
Treponema pectinovorum. Apos 1440 avaliacdes clinicas periodontais dos dentes
incisivos verificou-se que o grupo controle apresentou maior ocorréncia de gengivite
(n=267) e gengivite necrosante (n=58) do que os animais que receberam tratamento,
tanto em relacdo a gengivite (n=128) quanto a gengivite necrosante (n=31). Na
comparacao entre as médias dos grupos, o total de dentes com gengivite (p<0,01) e
gengivite necrosante (p<0,01) no Grupo Controle, foi significamente superior ao de
gengivite (p<0,01) e gengivite necrosante (p<0,05) do Grupo Virginiamicina, de acordo
com o teste t (p<0,05). Pela PCR, foram detectados A. israelii (4,74%), Archae
(1,58%), E. corrodens (1,05%), F. nucleatum (27,37%), Mollicutes spp. (5,26%), P.
endodontalis (5,26%), P. gulae (0,53%), P. buccae (6,32%), P. loescheii (3,68%), P.
nigrescens (8,42%), P. oralis (1,58%), T. forsythia (0,53%) e T. denticola (4,21%) no
Grupo Controle. J& no Grupo Virginiamicina: A. israelii (3,41%), Archae (0,98%), F.
nucleatum (9,27%), Mollicutes sp. (4,39%), P. endodontalis (4,39%), P. gulae (0,49%),
P. buccae (8,29%), P. loescheii (6,83%), P. nigrescens (15,61%), P. oralis (1,46%), S.
sputigena (0,49%), T. forsythia (0,49%) e T. denticola (2,44%). Nesse contexto, é
possivel afirmar que o0s bovinos apresentaram gengivite e gengivite necrosante
guando mantidos em pasto recém-reformado, que existe uma microbiota bucal com
micro-organismos potencialmente patogénicos e que a virginiamicina foi eficaz no
controle dessas doencas periodontais.

Palavras-chave: bezerros, gengivite, gengivite necrosante, micro-organismos, PCR,
virginiamicina.



EVALUATION OF THE EFFECT OF VIRGINAMYCIN IN THE PREVENTION OF
BOVINE PERIODONTAL DISEASE: MONITORING ORAL MICROBIOTA
ASSOCIATED WITH DISEASE

Abstract - Periodontal diseases cause inflammation of the protective and
supporting tissues of the teeth. In gingivitis and necrotizing gingivitis, which are
precursors of periodontitis, inflammation is associated with the formation of the
bacterial biofilm and the immune response of the host. The general objective of the
present study was to evaluate the efficacy of virginiamycin in the control of gingivitis
and necrotizing gingivitis in calves, with emphasis on the monitoring of the subgengival
microbiota associated with the disease and the periodontal condition that characterize
these diseases. Ten calves, randomized and distributed in two groups, were kept
under the same management in rotational grazing in a newly reformed area of Panicum
maximum var. Massai and Mombasa. For 18 consecutive weeks, one of the groups
(Virginiamycin group, n = 5) received topical dressing daily 340 mg of Virginiamycin,
while the control group (n = 5) received no product. The clinical evaluation of the oral
cavity of the Control Group (n = 5) and the Virginiamicina Group (n = 5) was performed
weekly, while the material collection for the microbiological evaluation was biweekly.
In the microbiological evaluation, primers of twenty-five microorganisms were used:
Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii, Archae, Eikenella corrodens,
Campylobacter spp., Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium necrophorum,
Mollicutes, Parvimonas micra, Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas gulae, Prevotella buccae,
Prevotella loescheii, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotella
nigrescens, Prevotella oralis, Selenomonas sputigena, Tannerella forsythia,
Treponema amylovorum, Treponema denticola, Treponema maltophilum and
Treponema pectinovorum. After 1440 periodontal clinical evaluations of the incisor
teeth, it was verified that the control group presented a higher occurrence of gingivitis
(n = 267) and necrotizing gingivitis (n = 58) than the animals that received treatment,
both in relation to gingivitis (n = 128) and for necrotizing gingivitis (n = 31). In the
comparison between group means, the total number of teeth with gingivitis (p <0,01)
and necrotizing gingivitis (p <0,01) in the Control Group was significantly higher than
gingivitis (p<0,01) and necrotizing gingivitis (p<0,05) of the Virginiamycin Group,
according to the t-test (p=0,05). In this study, A. israelii (4,74%), Archae (1,58%), E.
corrodens (1,05%), F. nucleatum (27,37%) and Mollicutes spp. (5,26%), P. buccae
(6,32%), P. loescheii (3,68%), P. nigrescens (8,42%), P. endodontalis (5,26%), P.
oralis (1,58%), T. forsythia (0,53%) and T. denticola (4,21%) in the Control Group. In
the Virginiamicina Group: A. israelii (3,41%), Archae (0,98%), F. nucleatum (9,27%),
Mollicutes sp. (4,39%), P. endodontalis (4,39), P. gulae (0,49), P. buccae (8,29), P.
loescheii (6,83%), P. nigrescens (15,61%), P. oralis (1,46%), S. sputigena (0,49%), T.
forsythia (0,49%) and T. denticola (2,44%). In this context, it is possible to affirm that
bovine presented gingivitis and necrotizing gingivitis when kept in freshly reformed
pasture, that there is a buccal microbiota with potentially pathogenic microorganisms
and that virginiamycin was effective in the control of these periodontal diseases.

Keywords: calves, gingivitis, necrotizing gingivitis, microorganisms, PCR
virginiamycin.



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais sobre a doenca periodontal em bovinos,

humanos e outras espécies de animais
l.Introducéo

As doencas periodontais sdo enfermidades que acometem as estruturas de
protecdo e sustentacdo dos dentes. Consideradas umas das doengcas mais
importantes da cavidade bucal em humanos, elas s&o classificadas como doencas
gengivais, periodontite cronica, periodontite agressiva, periodontite como
manifestacdo de doencas sistémicas, doencas periodontais necrosantes, abcessos
periodontais, periodontites associadas a lesdes endoddnticas e deformidades.

Como doencgas complexas elas estdo associadas a fatores determinantes
(biofilme dental), predisponentes e modificadores. Nos bovinos, o microbioma bucal
associado a periodontite revelou uma dissimilaridade de 72,6%, com diferencas
significativas entre os microbiomas gengivais de animais saudaveis e dos com
periodontite. A dieta é considerada um possivel fator modificador para a ocorréncia da
doenca, pois os episodios clinicos de maior gravidade nos rebanhos estdo associados
a oferta dos melhores pastos ou forragens.

Assim, a disbiose da microbiota bucal residente € o fator etiolégico associado
ao desenvolvimento das doencas periodontais; nesse contexto, entende-se que nos
animais saudaveis a microbiota residente atuaria em simbiose com o hospedeiro,
mantendo por diversos mecanismos a homeostase. Em algum momento, e diante da
presenca de fator(es) modificador(es), ocorreria a disbiose do biofilme gengival,
culminando com a predominancia de bactérias periodontais patogénicas e o
desencadeamento de processos inflamatérios associados a doenca. A evolucao da
gengivite para periodontite ndo ocorre necessariamente, estando assim vinculada a
diversos fatores complexos. No entanto, as gengivites sempre precedem as
periodontites; que provocam danos irreversiveis e cumulativos ao hospedeiro.

De ocorréncia em diversas espécies de animais, a gengivite e gengivite
necrosante estdo associadas ao acumulo de biofiime e podem progredir para
periodontite. A gengivite necrosante ocorre também em caes que sao tratados com
imunossupressores, causando ainda estomatite em todo o epitélio da mucosa oral e

com manifestacdes clinicas caracterizadas por ulceracfes. Associada a condi¢cao



imune do animal, € mais comum em filhotes, nos quais recomenda-se o tratamento
com o emprego de antibioticos ou, em casos mais graves, a extracao dos dentes.

De interesse econdmico, sanitario e populacional, a ocorréncia de doenca
periodontal (gengivite e periodontite) é registrada desde a década de 1960 em bovinos
no Brasil, sendo um problema limitante a producdo animal em extensas &reas.
Inicialmente registrada na sua apresentacéo agressiva em bezerros (cara inchada)
guando da formacédo de pastos em areas de floresta nos Biomas Mata Atlantica e
Amazobnia, a doenca foi descrita também quando da ocupacéo do Cerrado e Pantanal,
causando prejuizos econdmicos expressivos a pecuaria nacional. Da mesma maneira,
a periodontite incide nos rebanhos apdés a reforma dos pastos; em ambas as
circunstancias o abaulamento facial (cara inchada) ndo representa a sua real
prevaléncia, que deve ser avaliada por meio do exame clinico bucal dos animais. A
auséncia de sinais clinicos aparentes e sugestivos, que levariam a suspeita da
ocorréncia da doenga nos rebanhos, contribui para a percepcao de que provavelmente
a doenca periodontal seja um problema sanitario negligenciado no nosso meio.

Dentre as manifestacdes clinicas das doencas periodontais pode-se observar
gengivite, recessdo gengival, formacdo de bolsa periodontal, sangramento a
sondagem, supuracao, mobilidade e perda dos dentes mastigatérios e incisivos.
Nesse sentido, o critério objetivo para se avaliar a frequéncia da doenca periodontal
deve ser o exame clinico intra-bucal.

O emprego da virginiamicina no controle da doenca periodontal em bovinos é
descrito desde a década de 1990. Em experimentos a campo o antibiético revelou-se
ainda eficaz na recuperacgéao de bovinos, mesmo quando mantidos sob a alimentacao
suspeita. No entanto, o mecanismo pelo qual isso ocorreria é desconhecido, pois trata-
se de um antibiético com atuag&o predominante em micro-organismos Gram-positivos
e que impede a sintese proteica bacteriana.

Nesse contexto, o presente estudo longitudinal teve por objetivo avaliar o efeito
da virginiamicina no controle da gengivite e gengivite necrosante em bezerros
mantidos em pastagem recém-reformada, com destaque para o monitoramento da
microbiota gengival potencialmente patogénica associada a doenca e dos parametros

clinicos periodontais que caracterizam as enfermidades.



2. Revisao de literatura
2.1 Histoérico

Registros da ocorréncia de doencas periodontais em ruminantes existem desde
a década de 1950 na Nova Zelandia, Australia, Reino Unido e Brasil (GUNN, 1970;
CUTRESS et al., 1972; DOBEREINER; INADA; TOKARNIA, 1974; AITCHISON;
SPENCE, 1984), causando significativos prejuizos econbémicos durante anos a
pecuaria ovina, caprina e bovina. Com alta prevaléncia e por longos periodos
presentes nos sistemas de producdo de ovinos, os relatos registravam a baixa
produtividade dos rebanhos, geralmente decorrentes do fato das fémeas em
reproducao parirem cordeiros menores e fracos e ao abate precoce dos animais, que
nao expressavam plenamente o seu potencial genético (WEST; SPENCE, 2000).

Dentre as diversas tentativas em se buscar a causa das doencgas periodontais
em ovinos na Nova Zelandia (CUTRESS; LUDWIG, 1969; CUTRESS et al., 1972;
SUCKLING et al., 1974) e Escécia (DALGARNO; HILL, 1961; BENZIE; CRESSWELL,
1962; McROBERTS; HILL; DALGARNO, 1965; GUNN, 1970), ndo foi possivel
evidenciar a participacdo da deficiéncia mineral, nutricional ou desequilibrio hormonal.

A possivel participacdo de bactérias anaerdbias residentes como fator causal
da doenca periodontal em ovinos, a semelhanca do que ocorria em humanos, foi
evidenciada inicialmente nas décadas de 1970 e 1980 (CUTRESS, 1976; SPENCE et
al, 1980), e o ambiente em que os animais se encontravam teria um papel importante
no desenvolvimento das enfermidades (SPENCE; AITCHISON, 1986; LAWS;
FRISKEN; ORR, 1988; ISMAEL et al., 1989), caracterizando assim um possivel fator
modificador.

Diversas observacdes sobre os aspectos clinicos e a epidemiologia da doenca
foram descritos. Assim, animais adquiridos de areas em que a doenga ocorria, podiam
desenvolvé-la mais facilmente do que animais que ndo eram originarios dessas
regibes ou que nunca apresentaram a periodontite. Da mesma forma, nédo havia
predilecdo por sexo; mas, no entanto, era observada uma sazonalidade, como a
ocorréncia no inicio da primavera, sugerindo ser uma enfermidade ciclica, com
aumento da prevaléncia em determinadas épocas do ano (SALISBURY;
ARMSTRONG ; GRAY, 1953; HART; MACKINNON, 1958; SPENCE et al, 1980;
LAWS; FRISKEN; ORR, 1988).



No Brasil, a ocorréncia da periodontite foi relatada inicialmente em bovinos por
Dobereiner, Inada e Tokarnia (1974), associada a formacdo de pastagem apos a
derrubada de areas de floresta nativa. Assim, nas décadas de 1970-1980, a cara
inchada, como era denominada pelos produtores a doenca periodontal em bezerros,
tornou-se a principal enfermidade que limitava o desenvolvimento da pecuaria nas
regides Sudeste e Centro-Oeste, incidindo ainda em animais mantidos em areas
recém-reformadas  (DUTRA; MATSUMOTO; DOBEREINER, 1993). Mais
recentemente, Silva et al. (2016) relataram a ocorréncia de periodontite em rebanho
ovino no estado do Para, nas mesmas condicdes epidemiologicas em que ocorreram
os surtos da doenca periodontal em bovinos, ou seja apés a reforma dos pastos e
oferta de forragem recém-cultivada.

No entanto, a doenca periodontal esta presente também em sistemas de
producdo tecnificados, como em cabras leiteiras mantidas em confinamento
(CAMPELLO, 2017), da mesma forma que em rebanhos ovinos criados
extensivamente na regido Sudeste do pais (AGOSTINHO, 2017).

2.2 Doenca periodontal

2.2.1 Defini¢éao

As doencas periodontais sdo inflamagdes cronicas ou progressivas do tecido
gengival - gengivite - que podem progredir para o ligamento periodontal e 0 0Sso
alveolar - periodontite (WAYNE; TRAJTENBERG; HYMAN, 2001). Esse processo
inflamatorio provoca a destruicdo dos tecidos de protecdo e sustentacdo do dente,
culminando para a perda do mesmo (SILVA, 2015). Dentre as doencas estudadas em
animais e humanos destacam-se as gengivais, a periodontite cronica, a periodontite
agressiva, as doencas periodontais necrosantes, oS abscessos periodontais e a
periodontite como manifestagcdo de doencas sistémicas (PAPAPANOU; LINDHE,
2010).

2.2.2 Gengivite

A gengivite é a inflamacgéo da gengiva como resposta ao biofilme de maturacéo
subgengival e/ou supragengival, a qual € considerada a forma reversivel da doenca

periodontal (KISTLER et al., 2013). O tecido gengival permanece com coloragao



vermelha intensa, que pode ser focal, difusa ou generalizada; esponjoso ou
edemaciado e no contorno da gengiva podem estar presente o biofilme calcificado
(célculo) ou ndo (LANG; SCHATZLE ; LOE, 2009). Na radiografia ndo é visualizada
perda 6ssea na crista alveolar (FIORELLINI; KIM; UZEL, 2012).

Na avaliacdo da condicdo do tecido gengival € considerada somente a
mudanca qualitativa do tecido, sem levar em consideragédo a profundidade de perda
O0ssea e/ou qualqguer mudanca quantitativa do periodonto. A avaliacdo nas fases
iniciais é subjetiva, envolvendo alteracdo na coloragéo, contorno e aspecto do tecido.
No entanto, se a gengiva apresentar sangramento espontaneo ou por meio da
sondagem leve, pode-se afirmar que realmente se trata de um quadro de gengivite. A
gengivite pode ser ainda categorizada em leve, moderada e severa de acordo com a
intensidade das altera¢des descritas acima (LOE, 1967; FIORELLINI; KIM; UZEL,
2012).

De interesse clinico, a gengivite é caracterizada por perda de integridade do
tecido do sulco gengival em consegéncia a acdo das bactérias e o estado imune do
hospedeiro, podendo progredir ou ndo para periodontite e recessdao gengival. No
entanto, ainda é desconhecido o mecanismo que culmina no desenvolvimento de uma
em outra, o que torna importante a prevencao e o tratamento da gengivite (LYON,
2005; KINANE; BARTOLD, 2007).

Pacientes humanos com inflamacdo gengival associada a outras doencas
apresentam na sua microbiota Parvimonas micra, Prevotella melaninogenica,
Peptostreptococcus anaerobius, Staphylococcus aureus, Streptococcus anginosus,
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans e Treponema denticola; com variacfes
micro-biologicas entre diferentes grupos de pessoas avaliadas, grau de destruicdo
periodontal e evolugcéo do processo (BRITO et al., 2013; SHAW et al., 2016).

A Unidade Taxonomica Operacional (OTU) mais associada a gengivite em
mulheres mais velhas foi Peptostreptococcus stomatis. No entanto, para progredir
para periodontite h4 o envolvimento de outras bactérias; como a presenca de
Fusobacterium nucleatum e Fusobacterium alocis, que favorecem a penetracédo de
bactérias para regides subgengivais e aumentam o risco de periodontite (SHAW et al.,
2016).



No geral, a microbiota relacionada ao desenvolvimento da gengivite envolve
bactérias consideradas iniciais e intermediarias na colonizacdo do biofilme, como
Actinomyces naeslundii, Actinomyces viscosus, Capnocytophaga spp., Streptococcus
anginosus, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis,
Veillonella parvula, Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a,
Campylobacter concicus, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Eubacterium
nodatum, Fusobacterium nucleatum, Haemophilus spp., Parvimonas micra, Prevotella
intermedia, Espiroquetas, Streptococcus intermedius, Treponema spp (TEUGHELS;
QUIRYNEN;  JAKUBOVICS, 2012), dentre  outros (Tabela  1).

A presenca de OTUs relacionadas a microbiota saudavel pode estar associada
ao inicio da gengivite, no acumulo do biofilme e progressivamente a microrganismos
de associacao, patdgenos facilitadores de aderéncia e ao sistema imune, progredindo
para formas mais graves de gengivite e periodontite em individuos suscetiveis
(HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2012; WADE, 2013; KISTLER et al., 2013;
HAJISHENGALLIS, 2015; SHAW et al., 2016).

2.2.3 Periodontite

Periodontite é a resposta inflamatéria de um hospedeiro suscetivel,
desencadeada por uma complexa microbiota e que resulta na perda de ligamentos
periodontais, perda 6ssea e eventual perda do dente (LOESCHE, 1993; SCHENKEIN,
2006). A periodontite pode ser decorrente da gengivite, no entanto necessita da
interacdo do biofilme e de algum fator modificador (LOE, 1967; ALBANDAR et al.,
2000; ALBANDAR, 2002).

Em humanos, a periodontite cronica é a doenca inflamatéria mais prevalente e
a maior causa de perda de dentes (KIM et al., 2006), afetando aproximadamente 30%
dos adultos (NARES, 2003). Tem sido associada ainda com maior risco de parto
prematuro, diabetes, doencas cardiovasculares e osteoarticulares (KUO; POLSON;
KANG, 2008).

Bactérias anaerObias sdo predominantes na microbiota bucal humana
(GOLDSTEIN; CITRON; FINEGOLD, 1984) e diferentes espécies foram identificadas
em casos de periodontite, gengivite e osteomielite em humanos (Tabela 1).



Tabela 1. Bactérias anaerobias associadas a periodontite, gengivite e osteomielite em

humanos

Espécie

Autor

Actinobacillus actinomycetemcomitans

ASHIMOTO et al. (1996), AVILA-CAMPOS e VELASQUES-
MELENDEZ (2002), CORTELLI et al. (2005), FENG e

WEINBERG (2006), GAETTI-JARDIM Jr et al. (2010),
BENRACHADI et al. (2012)

Actinobacillus israelli, A. naeslundii, A. viscosus, Enterococcus
faecalis, E. faecium, Parvimonas micra, Propionibacterium acnes,
Staphylococcus mutans, S. oralis, S. salivarius, S. sanguinis e S.
sobrinus

GAETTI-JARDIM Jr et al. (2010)

Campylobacter rectus

ASHIMOTO et al. (1996), AVILA-CAMPOS e VELASQUES-
MELENDEZ (2002), CORTELLI et al. (2005), GAETTI-
JARDIM Jr et al. (2010)

Capnocytophaga  ochracea, Capnocytophaga  sputigena,
Centipeda periodontii, Eubacterium saphenum, Micromonas
micros,  Mogibacterium  timidum, Prevotella tannerae,
Selenomonas  sputigena,  Slackia exigua, Treponema
amylovorum, T. maltophilum, T. medium, T. socranskii e T.
vincentii

MAYANAGI et al. (2004)

Dialister pneumosintes

MAYANAGI et al. (2004), GAETTI-JARDIM Jr et al. (2010)

Eikenella corrodens

ASHIMOTO et al. (1996), AVILA-CAMPOS e VELASQUES-
MELENDEZ (2002), MAYANAGI et al. (2004), FENG e
WEINBERG (2006), GAETTI-JARDIM Jr et al. (2010)

Filifactor alocis

SCHLAFER et al. (2010)

Fusobacterium nucleatum

AVILA-CAMPOS e VELASQUES-MELENDEZ (2002),
MAYANAGI et al. (2004), GAETTI-JARDIM Jr et al. (2010)

Porphyromonas endodontalis

MAYANAGI et al. (2004), GAETTI-JARDIM Jr et al. (2010)

Porphyromonas gingivalis

ZAMBON et al. (1986), ASHIMOTO et al. (1996), AVILA-
CAMPOS e VELASQUES-MELENDEZ (2002), CORTELLI et
al. (2005), FENG e WEINBERG (2006), GAETTI-JARDIM Jr
et al. (2010), BENRACHADI et al. (2012)

Prevotella intermedia

ASHIMOTO et al. (1996), AVILA-CAMPOS e VELASQUES-
MELENDEZ (2002), MAYANAGI et al. (2004), CORTELLI et
al. (2005), FOSCHI et al. (2005), GAETTI-JARDIM Jr et al.
(2010), BENRACHADI et al. (2012)

Prevotella melaninogenica

ZAMBON et al. (1986)

Prevotella nigrescens

MAYANAGI et al. (2004), GAETTI-JARDIM Jr et al. (2010)

Tannerella forsythia

ASHIMOTO et al. (1996), AVILA-CAMPOS e VELASQUES-
MELENDEZ (2002), MAYANAGI et al. (2004), CORTELLI et
al. (2005), FOSCHI et al. (2005), FENG e WEINBERG (2006),
YOO et al. (2007), GAETTI-JARDIM Jr et al. (2010),
BENRACHADI et al. (2012)

Treponema denticola

ASHIMOTO et al. (1996), AVILA-CAMPOS & VELASQUES-
MELENDEZ (2002), MAYANAGI et al. (2004), FOSCHI et al.
(2005), FENG & WEINBERG (2006), GAETTI-JARDIM Jr et
al. (2010), BENRACHADI et al. (2012)

Adaptado de Borsanelli (2017).



2.2.4 Gengivite necrosante

A doenca periodontal necrosante € um processo inflamatério agudo que inclui
a gengivite necrosante, periodontite necrosante e a estomatite necrosante. Essas
enfermidades sdo de r4pida evolucdo e provocam lesdes dolorosas, sendo
relacionadas entre si como estagios diferentes de uma mesma doenca (RILEY;
LONDON; BURMEISTER, 1992).

A gengivite necrosante, possuiu diversas sinonimias, como doenca de Vincent
ou angina de Vincent, em homenagem ao primeiro pesquisador a relatar a doenca
(JOHNSON; ENGEL, 1986), gengivoestomatite necrosante, boca de trincheira
(DEAN; SINGLETON, 1945) e gengivite ulcerativa necrosante (PAPAPANOU;
LINDHE, 2010).

E uma doenca causada por um complexo de micro-organismos que afeta o
tecido de protecdo do dente. Quando néo tratada, ela pode progredir para periodontite
necrosante acometendo, de forma aguda, o ligamento periodontal e o osso alveolar
conduzindo para a perda do dente (LISTGARTEN, 1965; NOVAK, 1999; HERRERA
et al., 2014).

Em humanos, a gengivite necrosante est4d fortemente associada com
individuos imuno-comprometidos, como HIV positivo, e a desnutricdo (WILLIAMS et
al., 1990; TATAKIS; KUMAR, 2005). Em outros casos, é associada a pacientes com
trabalhos intensos sem repousos, alto estresse psicolégico e tabagismo
(KLOKKEVOLD; CARRANZA, 2012). E relatado que, além desses fatores, a falta de
higiene bucal e a presenca de biofiime associados a eles provocam uma maior
incidéncia de gengivite necrosante e que ndo ha relacdo entre a época e estacdo do
ano para a ocorréncia da doenca (BARNES; BOWLES; CARTER, 1973).

Os sinais clinicos da enfermidade necrosante sdo depressdo da crista das
papilas interdentais, estendendo a margem gengival, sendo recobertas por uma
pseudomembrana branco-acinzentada ou amarelada que é composta por leucdcitos,
eritrocitos e uma massa bacteriana em quase toda a sua totalidade. Além disso, &
caracteristico o odor fétido, aumento da salivacéo, o facil sangramento (principalmente
guando retirada a pseudomembrana) e dor local. Em alguns casos, a membrana nao

estd presente, deixando o epitélio avermelhado brilhante e hemorragico (DEAN;



SINGLETON, 1945; RILEY; LONDON; BURMEISTER, 1992; KLOKKEVOLD;
CARRANZA, 2012).

A microbiota oral relacionada a enfermidade necrosante em humanos inclui
Treponema spp., Selenomonas spp., Fusobacterium spp., Prevotella intermedia
(HERRERA et al., 2014), além de Eubacterium saphenus, Eubacterium sabbureum,
Filifactor alocis, Dialister spp. e Porphyromonas endodontalis, enquanto que
Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia, comuns na periodontite, S&0 menos
identificados (PASTER et al., 2002).

2.2.5 Periodontite necrosante

A periodontite necrosante ocorre por reacdo inflamatoria ao complexo
bacteriano presente no biofilme. A enfermidade, de carater agudo e decorrente da
gengivite necrosante ocasiona destruicdo periodontal semelhante a periodontite. No
entanto, ndo é observada a bolsa periodontal profunda, comum em outras
periodontites, pois a lesédo inflamatoria destréi a margem gengival culminando para
uma grande recessédo gengival e exposicao da raiz (KLOKKEVOLD, 2012).

Em humanos, a enfermidade é bastante associada a pacientes HIV-positivos e
0S micro-organismos associados podem ser semelhantes aos da gengivite
necrosante, principalmente os Gram-negativos (COBB et al., 2003). Os micro-
organismos ja identificados em pacientes com periodontite necrosante sdo Candida
albicans, Enterobacter sakazakii, Enterobacter cloacae, Serratia liquefaciens,
Klesbsiella oxytoca, Enterococcus sp., Entreobacteriaceae e Enterococci (GATTI-
JARDIM Jr. et al., 2008).

A estomatite necrosante ocorre quando a necrose progride para outros tecidos
além da juncdo muco-gengival, como mucosa labial, bochecha, lingua, regido de
orofaringe e forma placas hiperémicas edemaciadas, que se rompem e originam
Ulceras recobertas por uma pseudomembrana (RILEY; LONDON; BURMEISTER,
1992; HERRERA et al., 2014; KLOKKEVOLD; CARRANZA, 2012).

2.3 Gengivite e gengivite necrosante nos animais

Em cées, as gengivites estdo associadas ao acumulo de placa por conta da
alimentacdo. No entanto, alguns estudos revelaram que determinados alimentos

ingeridos pelos animais provocam a limpeza dos dentes, diminuindo o acamulo de
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biofilme e consequentemente a gengivite (LOGAN et al., 1995). Quando né&o tratada
nessa fase, a doenca progride para a periodontite, acometendo todo o tecido de
sustentacdo do dente. Cées e gatos apresentam a gengivoestomatite que € uma
gengivite mais severa associada a lesées no epitélio oral, observada comumente em
animais jovens (LYON, 2005).

Nos cédes e gatos, a gengivite € comum em animais mais velhos (HARVEY;
SHOFER; LASTER, 1994). Na denticdo de filhotes em fase de muda, ocorre a
inflamacdo da margem gengival — gengivite fisioldgica - decorrente ao processo de
erupcao dos dentes. A tendéncia é que apds a completa erupcao essa inflamacao
diminui. (HOCK, 1978). Quando comparada a prevaléncia de gengivite entre caes
jovens e velhos verificou-se que era mais frequente em jovens (1,9%) do que em
velhos (0,7%) (BERGLUNDH; LINDHE, 1993). Caes adultos com inflamacé&o
periodontal podem apresentar valores laboratoriais sugestivos de resposta
inflamatoria sistémica (KOUKI et al., 2013).

Por outro lado, cdes com gengivite em estagio avancado, tém maior
predisposicdo de desenvolver a periodontite do que animais com gengivite leve;
assim, animais com gengivite leve levaram em média 66,8 semanas para desenvolver
a periodontite, em comparagdo ao grupo com a gengivite avancada que levou 64
semanas (MARSHALL et al., 2014).

A gengivite em pequenos animais pode ser classificada em categorias, que
geralmente sdo adaptadas dos estudos em humanos. A gengiva clinicamente
saudavel é classificada como grau 0; gengivite leve ou grau 1 é considerada quando
apresenta ligeiro avermelhamento e inchago da margem gengival e sem hemorragia
guando realizada a sondagem suave do sulco gengival; a gengivite moderada ou grau
2 possui a margem gengival vermelha e inchada e quando sondada suavemente no
sulco gengival resulta em hemorragia. A gengivite severa, ou grau 3, é aquela na qual
a margem gengival apresenta-se muito inchada, com alteracdo de cor do vermelho ao
vermelho azulado, possui sangramento espontaneo, ocorrendo ou ndo ulceracfes na
margem gengival (GORREL; ANDERSSON; VERHAERT, 2013).

Em cées, Pseudomonas spp., Porphyromonas cangingivalis e
Desulfomicrobium orale foram os micro-organismos mais associadas com gengiva

saudavel, gengivite e periodontite, respectivamente (RIGGIO et al., 2011). Em gatos,
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a familia Peptostreptococcacceae foi mais abundante em animais com gengivite e
periodontite leve (HARRIS et al., 2015).

A microbiota de cédes com gengivite apresenta microrganismos encontrados
tanto em individuos saudaveis quanto em animais com inicio de periodontite. As
espécies de Moxarella spp. COT-396, Bergeyella zoohelcum COT-186, Neisseria
shayeganii COT-090, Pasteurellaceae sp. COT- 080, Capnocytophaga sp. COT-339,
Stenotrophomonas spp. COT-224, Porphyromonas cangingivalis COT-109 e
Capnocytophaga cynodegmi COT-254, Peptostreptococcaceae spp. COT-004, COT-
135, COT-077, COT-019, COT-030; Lachnospiraceae spp. COT-036, Clostridiales
spp. COT-028, Peptococcus sp. COT-044, Corynebacterium canis COT-421 foram
detectadas em maior quantidade em animais com gengivite do que em caes saudaveis
(RIGGIO et al., 2011; DAVIS et al., 2013).

Davis et al. (2013) observaram que na doenca periodontal em cées ocorre
modificacdes de bactérias prevalentes nos diferentes estagios. Em sitios saudaveis,
era visualizado um numero maior de bactérias aerébias e Gram-negativos, o que
diverge das observacoes relatadas em humanos. E de conhecimento ainda, que existe
uma alta diversidade microbiana oral entre animais saudaveis e com doenca
periodontal (RIGGIO et al., 2011).

A gengivite necrosante é relatada em cdes que foram tratados com
corticosterdides (MIKX; HUG; MALTHA, 1984), e quando se avalia a composi¢cao
microbiana oral de caes com a doenca pode-se detectar a presenca de Bacteroides,
Fusobacteria, Spirocheata e Spirillum (MIKX; VAN CAMPEN, 1982; MIKX; HUG;
MALTHA, 1984).

A participacdo das espiroquetas na etiopatogenia da doenca também é
considerada. Assim, elas adentrariam o epitélio sulcular normal, perturbando a juncéo
intercelular epitelial e causando um aumento nos espacos intercelulares; facilitanto
entdo a participacao de outras bactérias ou produtos bacterianos e produzindo a lesao
(MALTHA; MIKX; KUIJPERS, 1985).

Em animais de producdo, como nos ovinos e equinos, ocorre a gengivite e
gengivite necrosante. Em ovinos, é relatado na literatura tanto a gengivite fisiologica
guanto a patoldgica. No estudo realizado por Spence et al. (1980), em ovinos, o

acumulo de biofilme foi associado a gengivite aguda durante a erupcao dos dentes.
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Mackinnon (1959) afirmaram haver a existéncia de um adicional para a producao da
doenca, que poderia ser um aumento na suscetibilidade da gengiva a trauma ou uma
infeccdo, decorrente de uma mudanca provocada no ambiente bucal, podendo
progredir para a periodontite. No Reino Unido, Spence et al. (1980) avaliaram cinco
rebanhos ovinos, registrando a ocorréncia da gengivite em trés; em uma dessas
propriedades observaram uma forma purulenta da gengivite no final do verdo. Na
mesma ocasiao, relataram ainda que a ocorréncia da gengivite possui uma variagao
ao longo do ano.

Na Nova Zelandia, as doencas periodontais necrosantes foram relacionadas
com a perda de produtividade e alta mortalidade em ovinos. Os casos eram
registrados na primavera, em animais com denticdo permanente e alimentados com
gramineas e trevos. Os animais com dois anos e meio ou mais apresentavam
mobilidade ou perda dos incisivos e molares e as margens gengivais linguais dos
dentes possuiam ulceracbes e necrose tecidual, que eram recobertos por uma
pseudomembrana cinza-esverdeada que sangrava ao ser retirada; acompanhava
ainda a gengivite difusa, halitose e no cultivo se isolava das lesdes Fusiforme bacilli e
Fusiformes necrophorus foram (SALISBURY; ARMSTRONG ; GRAY, 1953).
Clinicamente apresentavam perda de peso, ma nutricdo e problemas sistémicos de
saude e em alguns casos morriam (ANDERSON; BULGIN, 1984; BAKER; BRITT,
1984).

Em equinos, a gengivite é descrita em animais alimentados com alfafa,
ocasionando lesdes ulceradas na borda gengival e estomatites, ao longo de todo
epitélio oral, dificuldade na alimentacédo e perda de peso acentuada (KUTASI et al.,
2017).

Em animais silvestres a gengivite € descrita na familia Macropodidae na
Australia (ANTIABONG et al., 2013a; ANTIABONG et al., 2013b).

2.4 Periodontite e periodontite necrosante nos animais

A doenca periodontal (gengivite e periodontite) € o processo infeccioso oral que
mais frequentemente afeta algumas espécies de animais, possuindo clinica
semelhante ao observado em humanos. Nesse contexto, a periodontite em cées é
considerada uma doenca de civilizagdo, uma vez que animais submetidos a fatores

de domesticacédo apresentam quadros periodontais mais severos (HARVEY, 1998) e
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tem sido associada inclusive a problemas renais, hepéaticos e cardiacos (PEDDLE et
al., 2009). Ela é responséavel ainda por mortalidade em animais selvagens livres e em
cativeiro (MIKKELSEN et al., 2008) e ja foi identificada em diversas espécies, como
cangurus (MIKKELSEN et al., 2008), ursos (FOURNIER et al., 2001), lobos, coiotes,
ongas (LALIBERTE; MAYRAND, 1983), macacos (GAETTI-JARDIM Jr et al., 2012),
entre outras.

Se por um lado muito é investigado a respeito da microbiota oral anaerdbia
humana, relativamente poucos estudos foram realizados em relacdo a microbiota em
animais. Diferentes espécies microbianas que colonizam o periodonto foram
identificadas em animais de pequeno porte, especialmente em caes; e segundo Elliot
et al. (2001), os géneros da microbiota bucal de cées sdo similares aos observados
em humanos, embora diferencas significativas sédo notérias quando se consideram as
espécies bacterianas.

Nos animais silvestres também ja foram identificadas diversas espécies de
bactérias anaerdbias em casos de doenca periodontal. Gaetti-Jardim Jr et al. (2012)
evidenciaram que em macacos-prego com gengivite e periodontite ha um aumento na
frequéncia de bactérias anaerGbias Gram-negativas pigmentadas de preto
(Porphyromonas e Prevotella), Tannerella forsythia, fusobactérias, Campylobacter
rectus, Eikenella corrodens e Parvimonas micra, além de uma pequena prevaléncia
de Prevotella nigrescens e Actinobacillus actinomycetemcomitans, assim como a
auséncia de Treponema denticola. Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas gulae
foram detectados na cavidade bucal de cangurus com diferentes graus de doenca
periodontal (MIKKELSEN et al., 2008).

Espécies do género Prevotella spp. foram detectadas na cavidade oral de
muares; dentre elas: Prevotella dentasini, P. denticola, P. intermedia, P. loescheii, P.
melaninogenica e P. nigrescens (TAKADA et al., 2010). Em ovinos com periodontite,
Duncan et al. (2003) detectaram a presenca de P. gingivalis, T. forsythia, F. nucleatum
e P. intermedia. Bacteroides assacharolyticus (Porphyromonas asaccharolytica), B.
buccae, B. -capillosus, B. forsythus (Tannerella forsythensis), B. gingivalis
(Porphyromonas gingivalis), B. oris, Fusobacterium naviforme, F. necrophorum e F.
nucleatum foram identificados em ovinos com quadros de periodontite (McCOURTIE
et al., 1989).
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Na Nova Zelandia, Reino Unido e em outros paises, é descrita a ocorréncia da
periodontite em ovinos. Denominada frequentemente como “broken mouth”, a doenca
€ responsavel pela baixa produtividade dos rebanhos, pois a dificuldade na
mastigacdo afeta o rendimento de pastejo dos animais, reduzindo o seu peso e
ocasionado problemas sistémicos. A prevaléncia da doenga nos rebanhos pode variar
de 5 a 70%, gerando consideraveis prejuizos econdmicos (JONES, 1958; GUNN,
1970; AITCHISON; SPENCE, 1984; ANDERSON; BULGIN, 1984; FRISKEN et al.,
1987; BAKER; BRITT, 1984; WEST; SPENCE, 2000).

Os animais com periodontite apresentavam odor putrido na cavidade bucal,
gengivas inchadas, descascadas, com ou sem ulceracdes, sangramentos, retracao
com ou sem hiperemia gengival e perda dos dentes, principalmente dos incisivos e
pré-molares. Os molares, quando acometidos, ocasionavam alteracdo na ocluséo,
além da retracdo gengival com impactacdo do alimento, gengivite e acumulo de
biofilme supragengival. Eram comuns ainda a observagdo de casos de periostite
(HART; MACKINNON, 1958; MACKINNON, 1959; PORTER; SCOTT; MANKTELAW,
1970; SPENCE et al.,1980; SPENCE; AITCHISON, 1986; WEST, 2002). Ducan et al.
(2003) verificaram que a perda dos dentes e de peso, era maior em animais afetados
com a doenga.

Em arcadas dentarias de ovinos abatidos em frigorificos na Escdcia, a perda
dos incisivos foi maior do que dos pré-molares. Na avaliacdo periodontal pdde-se
verificar recessao gengival, principalmente nos primeiros molares, e formacao de
sulcos profundos entre o terceiro pré-molar e o primeiro molar (AITCHISON; SPENCE,
1984).

Na Nova Zelandia, as principais alteracdes descritas por Morris et al. (1985) e
Laws, Frisken e Orr (1988), em ovinos, foram sangramento durante a sondagem,
grande profundidade do sulco gengival na face lingual e alta mobilidade dos dentes
incisivos. Os animais apresentaram ainda periodontite severa, com frequéncia
superior na face lingual dos dentes incisivos quando comparada com a labial,
inflamagcdo aguda e crbnica do periodonto, proliferacdo do epitélio juncional e
aprofundamento do sulco gengival. Em animais com bolsas periodontais profundas
eram encontrados restos de células de Malassez (SPENCE et al., 1980; THURLEY,
1987).
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Cutress e Healey (1967) descreveram o acumulo de calculo dentéario
supragengival em rebanhos de ovinos com periodontite, no qual seus constituintes
minerais se assemelhavam aos calculos presentes em humanos; que, segundo TAN
et al. (2004), sdo formados conjuntamente por bactérias. Assim, a placa supragengival
estaria associada a ocorréncia da doenca periodontal em ovinos (SPENCE et al.,
1980) e influenciaria na progressao da lesao periodontal (BAKER; BRITT, 1984).

Recentemente no Brasil, Silva et al. (2016) descreveram um surto de
periodontite ovina no Para, que ocorreu apds a introducdo dos animais em pastos
recentemente reformados e cultivados com capim Panicum maximum cv. Massai e
suplementados com Pennisetum purpureum. A doenca, de evolucao clinica aguda era
caracterizada clinicamente por abaulamento facial, predominantemente mandibular,
afrouxamento e perda dos dentes pré-molares e molares inferiores e superiores,
formacdo de abscesso periodontal e fistulas. As lesdes periodontais observadas
causaram severa destruicdo 6ssea, alteracdo na arcada dentéria, na oclusao, dor a
palpacao e dificuldade de mastigacdo. Os animais acometidos apresentavam ainda
baixo escore de condicdo corporal e pelos arrepiados e sem brilho. Na andlise
microbiolégica da lesGes periodontais pdde-se detectar, pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema
denticola e outros potenciais patégenos periodontais (SILVA, 2015).

A ocorréncia da periodontite ovina foi descrita recentemente no Estado de S&o
Paulo por Agostinho (2017). Os micro-organismos detectados pela PCR nas lesdes
periodontais e no sulco gengival de animais com o periodonto considerado saudavel
foram Eikenella corrodens, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum,
Prevotella buccae, Prevotella intermedia, Prevotella loeschei, Prevotella
melaninogenica, Prevotella nigrescens, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas
gulae, Porphyromonas endodontalis, Treponema amylovorum, Treponema denticola,
Treponema maltophilum, Treponema medium e Treponema pectinovorum.
Porphyromonas gingivalis e a Prevotella oralis foram mais frequentes no sulco
gengival (BORSANELLI et al., 2016; AGOSTINHO, 2017; BORSANELLI et al., 2017).

Em caprinos, na microbiota de animais sadios e com bolsa periodontal é
possivel detectar Actinomyces israelli, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Campylobacter rectus, Dialister pneumosintes, Eikenella corrodens, Enterococcus
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faecium, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum, Prevotella buccae,
Prevotella intermedia, Prevotella loescheii, Prevotella melaninogenica, Prevotella
nigrescens, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema amylovorum
e Treponema denticola (SUZUKI et al., 2006; CAMPELLO, 2017)

2.5 Doenca periodontal em bovinos

A gengivite e a gengivite necrosante sao eventualmente citadas no contexto
das doencas periodontais em bovinos. No entanto, o enfoque como doengas
especificas ou precursoras da periodontite ndo tem o mesmo significado que o0s
estudos em humanos. Nos estudos sobre a doenca periodontal em bovinos,
Dobereiner, Inada e Tokarnia (1974) relatam a presenca de gengivite fisiolégica em
bezerros com idade entre 5 e 60 dias, com os dentes ainda em erupg¢éo. A gengivite
associada a formacao de bolsa na doenca periodontal foi observada em bovinos com
mais de cinco anos no triangulo mineiro (EURIDES et al., 1990), e também descrito
por Gould, Spence e Aitchison (1987), na Escdcia.

A ocorréncia de gengivite necrosante esta também associada a doenca
genética em bovinos da raca leiteira que desenvolveram a deficiéncia em adeséo de
leucoécitos, semelhante aos descritos em humanos e outros animais com
imunossupressao (NAGAHATA et al., 1993).

A ocorréncia de periodontite em bovinos no Brasil é relatada desde a década
de 1970 no Brasil (DOBEREINER et al., 2000). Inicialmente descrita como "cara
inchada” dos bezerros, o processo infeccioso relatado na ocasido era caracterizado
pela periodontite purulenta, progressiva, com alteracdes macroscopicas e histolégicas
que se iniciavam geralmente na papila entre os 2° e 3° pré-molares deciduos
maxilares, com formacdo de bolsa periodontal (DOBEREINER; INADA; TOKARNIA,
1974).

Com a evolugcao do processo havia aumento em extenséo e profundidade da
lesdo, o0 que resultava em uma periodontite crbénica ossificante. Com o
desenvolvimento do processo alveolar purulento, as raizes ficam expostas e ha
afrouxamento e perda de dentes (DOBEREINER; INADA; TOKARNIA,1974). Em
casos avancados o0s animais apresentam mau estado nutricional, causado pela
incapacidade de se alimentar e podiam morrer por inanicdo (DUTRA; DOBEREINER,
2001).
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A enfermidade, que tendia a declinar naturalmente apds periodos variaveis,
reincidia em area anteriormente endémica ap0s a reforma das pastagens ou o
emprego das forrageiras cultivadas na alimentacdo dos animais, provocando sérios
prejuizos econdémicos (DUTRA; MATSUMOTO; DOBEREINER, 1993). Inicialmente
restrita as pastagens formadas em solo de boa qualidade e em areas de matas
virgens, a doencga também ocorreu, a partir da década de 1970, nas areas de cerrado
apos a introducgédo das braquiarias (DOBEREINER et al., 2000).

Ao serem transferidos de areas endémicas para pastos nativos ou antigos 0s
animais apresentavam cura clinica, com epitelizacdo da bolsa periodontal , regressao
do abaulamento facial que denominava a doenga e melhora na sua condig&o corporal
(DOBEREINER et al., 1975; DOBEREINER; DAMMRICH, 1997; DUTRA; BOTTEON;
DOBEREINER, 2000).

Dentre as possiveis causas, a deficiéncia mineral recebeu grande destaque na
época, com énfase em resultados de pesquisas que avaliaram diferentes misturais
minerais. No entanto, inexistiu sequer uma evidéncia que corroborasse esta hipotese
e 0s experimentos que relataram efeitos benéficos de suplementos minerais
desconsideraram particularidades epidemiolégicas importantes da enfermidade
(ROSA; DOBEREINER, 1994). Dois fatores epidemiolégicos importantes foram
desconsiderados: o efeito comparativo de misturas minerais, avaliadas em lotes de
animais mantidos em pastos distintos nas propriedades e o fato de que a doenca
declina naturalmente nas areas inicalmente endémicas.

Com fundamento em estudos histopatolégicos e microradiograficos de costelas
de bezerros com periodontite, Dobereiner e Dammrich (1997) concluiram que as
alteracdes 6sseas da enfermidade sdo de natureza secundaria, consequéncia da
doenca e ndo podem ser consideradas como fator causal da periodontite.

Nos estudos bacteriolégicos, por técnicas convencionais de cultivo em
anaerobiose e identificacdo bioquimica presuntiva, pode-se associar a presenca
Bacteroides pigmentados de preto e marrom nas lesGes da doenca, assim como de
Fusobacterium e Actinomyces pyogenes, além de outros micro-organismos (BLOBEL
et al., 1984). A porcentagem média de colbnias de bactérias formadoras de col6nias

pigmentadas de preto nas bolsas periodontais dos animais recuperados clinicamente
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foi de apenas 1,7%; jA nos animais com lesdes periodontais progressivas a
porcentagem foi de 71,3% (DUTRA; BOTTEON; DOBEREINER, 2000).

A constatacdo de que a recuperacao clinica dos animais, apés a transferéncia
para area indene, esta relacionada com a modificacdo quantitativa de Bacteroides,
permitiu sugerir que a periodontite nos bovinos € uma enfermidade infecciosa
multifatorial com o envolvimento primario destas bactérias (DUTRA; BOTTEON,;
DOBEREINER, 2000). A enfermidade n&o ocorreria sem a presenga de grupos
especificos de microrganismos considerados periodontopatogénicos, que sao
constituintes normais da microbiota oral dos bovinos (DUTRA; DOBEREINER, 2001).

O desencadeamento da cara inchada estaria associado a presenca de
bactérias anaerdbias no sulco gengival e ao fator alimentar relacionado a formacéo
de pastagens em determinadas areas (DOBEREINER; INADA; TOKARNIA, 1974) ou
a reforma de areas em que a enfermidade ja ocorreu (DUTRA; MATSUMOTO;
DOBEREINER, 1993). Nesse contexto, pode-se afirmar que a periodontite bovina é
uma doenca dos melhores pastos, das melhores forragens e ocorre associada
principalmente quando ha formacéao, reforma ou recuperacédo das areas de cultivo.

Em estudo recente, Fadden et al. (2016) observaram lesdes periodontais em
bovinos abatidos ou que morreram em fazendas no Estados Unidos, em que o0s
animais eram alimentados com racdo ou em pastejo.

Da mesma forma, Borsanelli et al. (2016) relataram a ocorréncia de lesdes
periodontais em bovinos abatidos na Escécia. A recessao gengival em diferentes
graus, formacdo de bolsa periodontal foram observadas nos dentes pré-molares,
molares, maxilares e mandibulares, e incisivos de bovinos de diferentes idades, racas
€ Sexos.

Nesse enfoque, a periodontite bovina, a semelhanca da periodontite em
humanos e outras espécies animais, € um processo infeccioso multifatorial,
polimicrobiano, com participacdo efetiva de micro-organismos anaerobios Gram-
negativos (BOTTEON et al., 1993; DOBEREINER et al., 2000; DUTRA; BOTTEON;
DOBEREINER, 2000; BORSANELLI et al., 2015a; BORSANELLI et al., 2015b).

Mais recentemente, o microbioma bucal de bovinos com periodontite e sadios
revelou, pelo sequenciamento de alto rendimento do gene 16S rRNA, uma microbiota

com 395 géneros ou taxa superior e 1923 OTUs, com diferencas significativas entre
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animais sadios e doentes. As taxa mais prevalentes em bovinos sadios foram
Pseudomonas, Burkholderia e Actinobacteria, enquanto que nas bolsas periodontais
pode-se identificar Prevotella, Fusobacterium e Porphyromonas (Borsanelli et al.,
2018).

2.6 Virginiamicina

O primeiro antibiotico produzido por bactérias do género Streptomyces, a
estreptotricina, foi descoberto em 1942; e em 1944 isolou-se a estreptogramina, que
posteriormente daria a origem a diversos antimicrobianos produzidos por esse género
(WATVE et al., 2001). A virginiamicina foi isolada na Bélgica em 1954, produzida por
uma cepa especifica do Streptomyces virginiae (DE SOMER; VAN DIJCK, 1955 apud
ARAUJO et al., 2016).

A virginimiacina € um antibiético classificado na classe das Estreptograminas,
juntamente com outro antibiético natural, a pristinamicina, pois tem dois compostos
guimicamente distintos, um hexadepsipeptideo, denominado virginiamicina M (VM)
(C2sH3sN307), com peso molecular de 525 u, e uma macrolactona, virginiamicina S
(VS), com peso molecular de 823 u (Ca3Ha9N7O10), que juntos possuem efeito
bactericida e separados sao considerados bacteriostaticos (COCITO, 1979;
SPINOSA, 2011).

O mecanismo de acédo ocorre pela inibicdo da sintese proteica. Os ribossomos
dos procariotos sdo denominados 70S, apresentando duas subunidades, o 50S e o
30S. Durante a sintese proteica essas duas unidades se acoplam ao RNA mensageiro
(mMRNA), e na base 50S estdo os sitios de ligacdo para o RNA transferéncia (tRNA),
acoplados a aminoacidos para a formacéao das proteinas. A VM possui afinidade por
sitios localizados na regiao 50S, local onde provoca deformacgdes estruturais e impede
gue a tRNA se acople (COCITO; KAJI, 1971). Com a VM acoplada, ira potencializar a
acdo da VS, que impedird a formacdo da cadeia de peptideos. A ligacdo desses
componentes na célula é irreversivel (VANDERHAEGHE; PARMENTIER, 1960;
ARAUJO et al., 2016).

Os ribossomos de eucariotos ndo séo sensiveis a virginiamicina (ARAUJO et
al., 2016). Bactérias Gram-positivas aerdbias e anaerdbias, como Streptococcus
bovis, Lactobcillus sp, Ruminococcus sp., Clostridium perfringens, Fusobacterium

necrophorum, Bacillus subtililis, Micrococcus aureus e bactérias ruminais produtoras
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de &cido butirico, lactico, férmico ou hidrogénio sdo suscetiveis (Tabela 2); e bactérias
produtoras de &cido succinico ou que fermentam &acido lactico sdo resistentes
(CROQY; NEYS, 1972; DUTTA; DEVRISE, 1984; NAGARAJA; TAYLOR, 1987).

De acordo com Nagaraja e Taylor (1987) a acdo sobre Treponemas sp. é
duvidosa, no entanto Bessegatto et al. (2017) evidenciaram que animais que ingeriram
a virginiamicina possuiam maior quantidade dessas bactérias em conteudo fecal. A
virginimiacina ndo € efetiva contra bactérias Gram-negativas por nao conseguir
atravessar a membrana externa (COCITO, 1979; ARAUJO et al., 2016).

A absorcéo da virginiamicina pelo organismo € bem limitada em animais pela
metabolizacdo da droga ser rapida, sendo mais de 94% excretados nas fezes. Ja no
ambiente ela é rapidamente degradada (ARAUJO et al., 2016).

A preocupacdo com a resisténcia de microrganismos a essa classe de
antibiéticos decorre, principalmente, por sua utilizacdo em hospitais nos pacientes
com infecgbes graves e resistentes a outras classes de antibiéticos, aumentando o
receio da utilizacdo desse na alimentacdo de animais (MAST; WOHLLEBEN, 2014;
YU et al., 2014; BESSEGATTO, 2016).

A Unido Européia proibiu a comercializacdo do produto como promotor de
crescimento em 1999 (SOLTANI et al., 2000), justamente pela preocupacdo com a
resisténcia microbiana. No entanto, a virginiamicina pode ser utilizada na prevencao
de laminite em equinos mantidos a pasto no Reino Unido, desde que esses animais
recebam o certificado da Direcdo de Medicamentos Veterinarios (MENZIES-GOW;
YOUNG, 2011).

A suspeita é de que a administracdo desse medicamento em animais poderia
criar resisténcia a Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, dois
microrganismos pertencentes ao género Enterococcus, o qual esta presente no
ambiente, intestino de humanos e na maioria dos animais (CAMPOS et al., 2013). Em
humanos, essas duas bactérias altamente patogénicas sao resistentes a maioria dos
antibioticos (GIRAFFA, 2002).
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Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima (MIC) de bactérias suscetiveis a
virginiamicina. Adaptado de ARAUJO et al. (2016)

Microrganismo MIC (ug/mL*)

Bactérias produtoras de acido latico

Bifidobacterium boum 0.38
Bifidobacterium globosum 0.75
Lactobacillus ruminis 1.50
Lactobacillus vitulinus 1.50
Selenomonas ruminantium HD1 -a

Streptococcus bovis 7H4 3.00
Streptococcus bovis JB1 0.75

Bactérias produtoras de acido butirico

Butyrivibrio fibrosolvens 6.00
Selenomonas ruminantium B385 1.50
Bactérias produtoras de acido férmico

Bacteroides ruminicola -
Bacteroides succinogenes -
Treponema bryantii 12.00

Bactérias produtoras de acido latico e butirico

Eubacterium Celulosovens 1.50
Bactéria produtora de acido lactico, butirico e férmico

Eubacterium ruminantium 1.50
Bactérias produtoras de acido latico, férmico e hidrogénio

Lachnospira multiparus 0.75
Bactérias produtoras de &cido formico e hidrogenio

Ruminococcus albus 0.38
Ruminococcus flavefaciens 0.75
Bactérias produtoras de acido butirico e hidrogenio

Megasphaera elsdenii -
Bactérias produtoras de &cido latico e hidrogenio

Selenomonas ruminantium D -

ajndiferente, altas concentragdes do antibidtico testado foi de 48 pg/mL.
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7

A preocupacdo de alguns pesquisadores é a de que as bactérias criem
resisténcias a esse medicamento através da utilizagdo na producdo animal,
prejudicando o uso da Quinupristin-Dalfopristin; dificultando assim o tratamento de
infeccbes hospitalares em humanos (HAYES et al., 2001). No entanto, em equinos
tratados com a virginiamicina foi verificado que nao existia a presenca da resisténcia
bacteriana na microbiota pesquisada (MENZIES-GOW; YOUNG, 2011). J& em
bovinos que ingeriram a virginiamicina misturada ao sal mineral, na quantidade de
0,94 mg/Kg/dia, ndo houve risco a saude publica quanto a resisténcia bacteriana, até

0 momento que os animais foram abatidos (BESSEGATTO et al., 2017).
2.7 Controle das doencas periodontais

O tratamento inicial da gengivite pode evitar a progressdo para periodontite,
uma vez que os biofilmes mais novos ou biofilmes iniciais e intermediarios sdo menos
tolerantes a limpeza com a clorexidine e aos antibiéticos. Assim, quanto mais velho
for o biofilme dental melhor a condicdo interna que possibilita a manutencéo e
sobrevivéncia de patdégenos periodontais (MARSH; MOTER; DEVINE, 2011).

No tratamento em pequenos animais com doenca periodontal € aconselhado o
debridamento do dente para a retirada do acamulo de biofilme ou placa dentéaria ou a
extracdo do dente, além da utilizacdo de medicamentos como Azathioprine,
chlorambucil, vincristina, 5-fluorouracil, lactoferrina, antimicrobianos sistémicos como
amoxicilina e clavunalato, doxiciclina, enrofloxacina e metronidazol, dentre outros
(SATO et al., 1996; TIEDE et al., 2003; ORBAK et al., 2003; LYON, 2005).

Em ovinos com doenca periodontal necrosante, Salisbury, Armstrong e Gray
(1953) relataram que animais tratados no inicio da doengca com penicilina
apresentaram melhora. No entanto, na periodontite ovina o tratamento com antibiotico
nao mostrou bons resultados, uma vez que o0s sintomas s6 regrediram apos a retirada
do dente solto e transferéncia dos animais para areas indenes (HART; MACKINNON,
1958).

Em espécies de cangurus com gengivite o tratamento realizado foi com
oxitetraciclina de longa acéo, por via intramuscular de trés em trés dias, regredindo os
sintomas apods trés semanas. As amostras coletadas dos animais com gengivite e
posteriormente ao tratamento, analisadas por eletroforese em gel gradiente

desnaturante, revelou que os animais tratados ndo apresentavam 0S mMesmos
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microrganismos encontrados na gengivite, concluindo que o antibiético pode
promover alteragdes na estrutura da comunidade bacteriana (ANTIABONG et al.,
2013b).

Dobereiner et al. (1990) avaliaram o emprego da espiramicina nos suplementos
minerais fornecidos a bovinos com a doenca periodontal. Os animais que ingeriram o
antibiético demonstraram reducdo da prevaléncia das lesdes periodontais a zero,
enquanto que no lote que n&o recebeu, nas duas propriedades avaliadas, tiveram
10,8% e 5,1% de ledes.

Tims et al. (1992) avaliaram a eficiéncia da Virginiamicina (VM) em um rebanho
de corte de propriedade rural localizada em S&o Carlos, SP, com prevaléncia de
61,5% de periodontite agressiva e em situacdo epidemiolégica que levou a uma alta
taxa de mortalidade de bezerros. Durante 8 semanas consecutivas, 77 bezerros com
extensas lesdes da periodontite receberam a VM (0,032 g/dose/via oral) trés vezes
por semanas. Na avaliagéo final do experimento, os bezerros tratados apresentaram
melhora significativa na sua condicdo corporal e melhora clinica visivel, quando
considerado os parametros avaliados. Dos 105 animais ndo tratados, 21 (20%)
morreram. O restante dos animais apresentou um agravamento do quadro geral, com
perda da condi¢do corporal, perda de dentes pré-molares e molares, abaulamento
facial e odor fétido da cavidade bucal. Sob essas condi¢des, a VM foi eficiente na
recuperacdo de bezerros com periodontite, mesmo quando alimentados com a
forragem que provavelmente foi a responsavel pelo desencadeamento do surto da
doenca no rebanho.

A importancia econdmica e sanitaria das doencas periodontais em animais de
producado impde a necessidade do desenvolvimento de medidas para a sua prevencgao
e controle. Na atualidade, a Unica alternativa sustentavel que se apresenta € a retirada
dos animais das area de ocorréncia; no entanto, essa medida revela um contra-senso,
pois geralmente sdo os melhores pastos ou forragens. Diante dessa perspectiva, 0
potencial emprego da virginiamicina no controle das doencgas periodontais em bovinos
poderia representar uma alternativa viavel; pois € um antibiético de baixa absorgéo

pelo organismo animal, sem os riscos de residuos na carne e no leite.
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CAPITULO 2 - Eficacia da virginiamicina no controle de doenca periodontal em

bezerros!?
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Abstract.- Ramos T.N.M., Borsanelli A.C., Saraiva J.R., Vaccari J., Schweitzer C.M.,
Gaetti-jardim Junior, E. & Dutra I.S. 2017. [Efficacy of virginiamycin in the control
of periodontal disease in calves] Eficacia da virginiamicina no controle de doenca
periodontal em bezerros. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Departamento
de Apoio, Producdo e Saude Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Rua Clovis Pestana 793, Cx. Postal 533,
Jardim  Dona  Amélia, Aracatuba, SP  16050-680, Brazil. E-mail:
isdutra@fmva.unesp.br

Periodontal diseases are multifactorial infectious processes caused by
complexes of microorganisms, with damage to health, production and animal welfare.
The aim of the present study was to evaluate the efficacy of virginiamycin in the
prevention and control of two early forms of periodontal disease; gingivitis and
necrotizing gingivitis. In this sense, ten weaned calves, aged 4 to 6 months, were
permanently kept in a single lot under the same rotational grazing regime in a newly
reformed area of Panicum maximum. Five calves were given top-dressing 340 mg of
virginiamycin (Virginiamycin group) daily for a period of sixteen weeks, while the
control group remained under the same food management but did not receive
virginiamycin. In the period, the animals underwent 18 weekly evaluations regarding
periodontal health, with monitoring and recording of the clinical parameters of the eight
deciduous incisor teeth, in their labial and lingual faces. At approximately biweekly
intervals, nine collections of subgingival sulcus material from five sites of four right
incisor teeth of each animal were performed for microbiological evaluation using the
polymerase chain reaction and with primers of 25 microorganisms considered
potentially pathogenic. At the end of the 1440 periodontal clinical evaluations of the
incisor teeth of the ten calves, a total of 395 episodes of gingivitis teeth were registered,
in which 267 were recorded in the Control Group and 128 in the Virginiamicina Group.
Similarly, out of 89 records of necrotizing gingivitis, 58 were in the Control Group and
31 in the Virginiamicina Group. In the comparison between group means the
differences found for teeth with gingivitis and necrotizing gingivitis were significant by
the t test (p <0.05). Thus, the total number of teeth with gingivitis (p <0.01) and
necrotizing gingivitis (p <0.01) in the Control Group was significantly higher than that
of gingivitis (p<0.01) and necrotizing gingivitis (p<0.05) Virginiamycin. There was a
! Recebido em
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positive correlation between the total occurrence of gingivitis and necrotizing gingivitis
in the Virginiamicina Group by the Spearman correlation test. In the microbiological
evaluation were detected in samples of healthy sites, with gingivitis or with necrotizing
gingivitis in the Control Group Actinomyces israelli (4,74%); Archae (1,58%); Eikenella
corrodens (1,05%); Fusobacterium nucleatum (27,37%); Mollicutes (5,26%);
Porphyromonas endodontalis (5,.26%); Porphyromonas gulae (0,53%); Prevotella
buccae (6,.32%); Prevotella loescheii (3,68%); Prevotella nigrescens (8,42%);
Prevotella oralis (1,58%); Tannerella forsythia (0,53%) and Treponema denticola
(4,21%). While in the Virginiamycin group: Actinomyces israelli (3,41%); Archae
(0,98%); Fusobacterium nucleatum (9,27%); Mollicutes (4,39%); Porphyromonas
endodontalis (4,39%); Porphyromone gulae (0,49%); Prevotella buccae (8,29%);
Prevotella loescheii (6,83%); Prevotella nigrescens (15,61%); Prevotella oralis
(1,46%); Selenomonas sputigena (0,49%); Tannerella forsythia (0,49%) and
Treponema denticola (2,44%). In conclusion, virginiamycin administered at a dosage
of 340 mg / animal / day significantly reduced the occurrence of gingivitis and
necrotizing gingivitis in cattle maintained on reformed pastures and front periodontal
bacterial microbiota composed of microorganisms considered potentially pathogenic.

INDEX TERMS: gingivitis, necrotizing gingivitis, control, calves, virginiamicin.

RESUMO.- As doencas periodontais sédo processos infecciosos multifatoriais
causados por complexos de micro-organismos, causando danos a saude, producao e
ao bem-estar animal. O objetivo do presente estudo foi o de avaliar a eficacia da
virginiamicina na prevencao e controle de duas formas de doenca periodontal; a
gengivite e a gengivite necrosante. Assim, dez bezerros desmamados, com idade
entre 4 e 6 meses, foram mantidos permanentemente em lote Unico e sob o0 mesmo
regime de pastejo rotacionado em area reformada de Panicum maximum. Cinco
bezerros receberam via top-dressing 340 mg de virginiamicina (Grupo Virginiamicina)
diariamente, por um periodo de dezoito semanas, enquanto o Grupo Controle
permaneceu sob 0 mesmo manejo alimentar, mas sem receber a virginiamicina. No
periodo, os animais passaram por 18 avaliacdbes semanais quanto a saude
periodontal, com monitoramento e registro dos parametros clinicos dos oito dentes
incisivos deciduos, nas suas faces labial e lingual. Em intervalos aproximadamente
quinzenais foram realizadas nove coletas de material do sulco subgengival de cinco
sitios de quatro dentes incisivos direitos de cada animal para avaliacdo microbiolégica,
com o emprego da reacdo em cadeia da polimerase e com iniciadores de 25
microrganismos considerados potencialmente patogénicos. Ao final das 1440
avaliagcbes clinicas periodontais dos dentes incisivos dos dez bezerros, pode-se
registrar um total de 395 episddios de dentes com gengivite, nos quais 267 foram
registrados no Grupo Controle e 128 no Grupo Virginiamicina. De forma semelhante,
do total de 89 registros de gengivite necrosante, 58 foram no Grupo Controle e 31 no
Grupo Virginiamicina. Na comparacdo entre médias dos grupos as diferencas
encontradas para dentes com gengivite e gengivite necrosante foram significativas
pelo teste t (p<0,05). Assim, o total de dentes com gengivite (p<0,01) e gengivite
necrosante (p<0,01) no Grupo Controle, foi significativamente superior ao de gengivite
(p<0,01) e gengivite necrosante (p<0,05) do Grupo Virginiamicina. Houve correlagao
positiva entre o total de ocorréncia de gengivite e gengivite necrosante no Grupo
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Virginiamicina pelo teste de correlacdo de Spearman. Na avaliacdo microbiolégica do
Grupo Controle foram detectados nas amostras de sitios sadios, com gengivite ou
com gengivite necrosante Actinomyces israelli (4,74%); Archae (1,58%); Eikenella
corrodens (1,05%); Fusobacterium nucleatum (27,37%); Mollicutes (5,26%);
Porphyromonas endodontalis (5,26%); Porphyromonas gulae (0,53%); Prevotella
buccae (6,32%); Prevotella loescheii (3,68%); Prevotella nigrescens (8,42%);
Prevotella oralis (1,58%); Tannerella forsythia (0,53%) e Treponema denticola
(4,21%). Enquanto no Grupo Virginiamicina foram detectados: Actinomyces israelli
(3,41%); Archae (0,98%); Fusobacterium nucleatum (9,27%); Mollicutes (4,39%);
Porphyromonas endodontalis (4,39%); Porphyromona gulae (0,49%); Prevotella
buccae (8,29%); Prevotella loescheii (6,83%); Prevotella nigrescens (15,61%);
Prevotella oralis (1,46%); Selenomonas sputigena (0,49%); Tannerella forsythia
(0,49%) e Treponema denticola (2,44%). Em concluséo, a virginiamicina administrada
na dosagem de 340 mg/animal/dia reduziu significativamente a ocorréncia da
gengivite e gengivite necrosante em bovinos mantidos em pastos reformados e frente
a microbiota bacteriana periodontal composta por micro-organismos considerados
potencialmente patogénicos.

TERMOS DE INDEXACAOQ: gengivite, gengivite necrosante, controle, bezerros,
virginiamicina.

INTRODUGCAO

As doencas periodontais sdo um conjunto de enfermidades que acometem o tecido
de protecdo e sustentacdo dos dentes. Dentre as formas reversiveis da doenca
periodontal encontram-se a gengivite e a gengivite necrosante, que sdo causadas,
principalmente, pela agressao do biofilme gengival (Konradsson et al. 2007, Kistler et
al. 2013).

As gengivites, quando nao tratadas, podem evoluir para a periodontite com
consequente comprometimento do ligamento periodontal e 0sso alveolar, culminando
com a perda do dente (Page 1986, Lyon 2005, Kinane & Bartold 2007, Herrera et al.
2014). Assim, a saude do periodonto depende do equilibrio entre a composicao
bacteriana do biofilme dental e a interagdo dessa com o sistema imune do hospedeiro
(Hajishengallis 2015).

Em bovinos, ha a mengéo da ocorréncia de gengivite em bezerros de 5 a 60
dias de idade, caracterizada como uma manifestacdo fisiolégica decorrente da
erupcdo dos dentes (Dobereiner et al. 1974); enquanto a gengivite necrosante foi
descrita em bovinos com deficiéncia de aderéncia de leucocitos no Japao (Naghata et

al. 1993). No entanto, nessa espécie animal pouco se conhece sobre as doengas
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gengivais, devido a dificuldade em se avaliar a cavidade bucal dos animais e pelo fato
dessas enfermidades ndo apresentarem uma alteracdo clinica tdo evidente como na
periodontite.

Na gengivite, em humanos e animais, pode-se observar alteracdo da coloracao
da borda gengival para um vermelho mais intenso, edema gengival e sangramento
espontaneo ou a sondagem; em casos mais graves pode haver ulceragcdes (Diehl &
Rosychuk 1993, Lyon 2005; Riggio et al. 2011, Newman et al. 2012, Antianbong et al.
2013, Kutasi et al. 2016). J4 na gengivite necrosante, observa-se 0 sangramento
espontaneo ou a sondagem e o recobrimento de uma camada de fibrina branco-
amarelada ou branco-acinzentada na borda gengival necrosada (Klokkevold 2012,
Rodriguez-Pulido et al. 2016).

As doencas periodontais ocorrem por modificacdo da microbiota oral e dos
constituintes da cavidade oral, com isso diversos fatores modificadores sao descritos
associados a ocorréncia de gengivite e gengivite necrosante em humanos, desde
alteracdo hormonal até imunodeficiéncia (Stamm 1986, Rowland 1999, Dufty et al.
2016). Entretanto, em bovinos os fatores modificadores associados a ocorréncia das
doencas periodontais sdo desconhecidos e as suspeitas recaem sobre o manejo do
solo e a dieta (Dutra et al. 1993, Dobereiner et al. 2000).

Os microbiomas bucal de bovinos sadios e com periodontite revelaram 72,1%
de dissimilaridade, no entanto a diversidade de bactérias encontradas em sitios
saudaveis e doentes foram similares, com predominancia nas lesdes periodontais dos
géneros Prevotella, Fusobacterium e Porphyromonas (Borsanelli et al. 2018). Assim,
os estudos evidenciaram que a microbiota bucal de bovinos é rica e diversificada, e
gue micro-organismos considerados patdgenos periodontais potenciais estao
associados a ocorréncia de periodontite nesses animais. Dentre estes, diversas
espécies dos géneros Porphyromonas, Prevotella e Treponema, além de
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium necrophorum e Actinomyces naeslundii
(Dutra et al. 2000, Borsanelli et al. 2015a, Borsanelli et al. 2015b, Borsanelli 2017).

Em estudos anteriores, a virginiamicina revelou ser eficiente quando
empregada na recuperacao de bezerros com doenca periodontal (Tims et al. 1992),
da mesma forma que na sua prevencao (Dutra et al. 1993). Nesse contexto, diante da

necessidade de se desenvolver estratégias para o controle das doencas periodontais
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em animais de producdo e das caracteristicas da antibiético, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a eficicia da virginiamicina no controle da gengivite e gengivite

necrosante em bovinos.
MATERIAL E METODOS

Animais. Foram empregados dez bezerros machos, desmamados, saudaveis, com
idade entre quatro e seis meses, da raca Jersey ou seus mesticos, que foram
randomizados e identificados em dois grupos com cinco animais cada. Os animais
permaneceram sob pastejo rotacionado e mesmo manejo zootécnico, em lote Unico,
em vinte e quatro piquetes (aproximadamente 3 hectares) que previamente foram
reformados com a finalidade de simular situacdo representativa potencial para a
ocorréncia de doenca periodontal em bovinos. Os pastos mistos de gramineas Massai
(Panicum maximum cv. Massai) e Mombaca (Panicum maximum cv. Mombaca) foram
reformados seguindo-se as praticas agricolas convencionais, como a analise do solo,
calagem e adubacdo. Agua e sal mineral foram fornecidos ad libitum ao longo do
periodo total de aproximadamente 24 semanas da experimentacdo, incluindo a
adaptacdo dos animais a dieta. Cinco dos animais (Grupo Virginiamicina) receberam
diariamente, via top-dressing, e pelo periodo de 18 semanas consecutivas, 340 mg
de virginiamicina, enquanto que os outro cinco (Grupo Controle) ndo receberam o

antibioético.

Avaliacédo clinica geral e periodontal. Os animais estavam em boas condicdes de
escore corporal para a idade e aparentemente saudaveis quando do inicio do
experimento. No exame clinico inicial da cavidade bucal apresentavam a denticao
decidua, com as unidades dentais (dente e periodonto) considerados normais. A
avaliacdo clinica periodontal semanal dos dentes incisivos foi realizada por 18
semanas consecutivas, iniciando-se apds quatro semanas de adaptacdo da dieta e
manejo e coincidindo com a administracao da virginiamicina. Apés a contencéo fisica
em tronco, e com o auxilio de abridor de boca e lanterna, a condigédo periodontal foi
avaliada e registrada em odontograma individual. Embora tenha sido avaliada a
condicao clinica visivel da arcada dentéria dos animais, somente os dentes incisivos,
nas suas faces labial e lingual, foram objeto da presente avaliagéo, pois qualquer meio

de contencdo quimica poderia interferir no objeto da pesquisa. Os critérios para o
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exame clinico periodontal foram os fundamentados por Lée (1967). Assim, para
caracterizar a gengivite foi observada a margem gengival, presenca de edema, o
aspecto, a coloracdo, o sangramento espontaneo ou a sondagem. Na gengivite
necrosante buscou-se visualizar a presenca de ulceracbes na margem gengival,
associadas ou ndo a uma pseudomembrana branco-acinzentada/branco-amarelada e

dor a manipulacao.

Coleta de material para os exames microbiolégicos. As amostras foram coletadas
qguinzenalmente durante todo o experimento. Apos a retirada de restos de alimentos,
secagem da saliva e remocdo do biofilme supragengival com gaze estéril, era
realizada a coleta do biofilme do sulco gengival de cinco incisivos, dos seguintes
dentes: 401 na face labial e lingual, 402, 403 e 404. Os materiais provenientes da
curetagem (Cureta de Gracey) ou o cone de papel foram acondicionados em criotubos

e conservados a -80°C até a extracao de DNA.

Extracdo do DNA microbiano. Das amostras clinicas nos criotubos com &agua
ultrapura, o DNA foi extraido por meio de fervura. Inicialmente, a amostra era
homegeneizada durante 20 segundos; posteriormente eram retiradas aliquotas de
500ul e armazenadas em eppendorfs. Em seguida, eram levadas a fervura por 15
minutos, centrifugadas por 10,36 G por 5 minutos e retiradas aliquotas de 400ul. ApGs
esses procedimentos as amostras eram armazenadas a -80°C até a realizacdo da

PCR convencional.

Deteccdo dos microrganismos por PCR convencional. Foram empregados
iniciadores das principais bactérias presentes na doenca periodontal: Actinomyces
israelli, Actinomyces naeslundii, Archae, Eikenella corrodens, Campylobacter spp.,
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium necrophorum, Mollicutes, Parvimonas
micra, Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas gulae, Prevotella buccae, Prevotella
loescheii, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotela nigrescens,
Prevotella oralis, Selenomonas sputigena, Tannerella forsythia, Treponema
amylovorum, Treponema denticola, Treponema maltophilum e Treponema

pectinovorum (Ashimoto et al. 1996, Tran et al. 1997, Willis et al. 1999, Fouad et al.
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2002, Mayanagi et al. 2004, Hardham et al. 2005, Yoshida et al. 2005, Stevenson et
al. 2007, Aroutcheva et al. 2008, Gaetti-Jardim Jr et al. 2012, Nadkarni et al. 2012, Xia
& Baumgartner 2003, Cogulu et al. 2008, Neto 2007).

As amplificacdes de PCR foram realizadas em volumes de 25 pL contendo 1X
PCR/ Mg+2 buffer (Boehring Mannheim, Indianapolis, IN, USA), 0,2 uL de cada dNTP
(Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA), 0,5 U Taq DNA polimerase (Invitrogen do
Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), 0,4 uL de cada par de primer (Invitrogen) e 10 ng de
modelo. A amplificacdo foi realizada em aparelho de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp
PCR System 9700, Norwalk, CT, USA) com programacéo dos ciclos de acordo com
as literaturas supracitadas, para a extenséo final da cadeia de DNA.

Os produtos da amplificacdo pela PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 mg/mL). Como controle dos
procedimentos de deteccdo utilizaram-se amostras de DNA de cepas padrdo dos

microrganismos estudados. Como controle negativo foi utilizada agua ultrapura.

Andlise Estatistica. Entre o grupo de animais tratados com virginiamicina e o controle
foi realizada a comparacdo entre as médias dos casos com gengivite e gengivite
necrosante pelo teste-t de Student e a correlacdo de Spearman, com nivel de
significancia de p<0,05. Para a estatistica referente a detec¢do dos microrganismos
foi realizada a comparacao entre as variaveis dicotbmicas, no qual se comparou a
presenca de microorganismos entre o Grupo Virginiamicina e Controle; a correlacéo
entre 0S microorganismos, e a relacdo deles em sitios com lesdo periodontal ou
saudavel, pelo teste qui-quadrado de Maximum-Likelihood, com nivel de significancia
de p<0,05.

Comisséo de ética em pesquisa - O experimento foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
UNESP, campus Jaboticabal/SP (Processo FCAV/UNESP N° 15.207/16).

RESULTADOS
Ao final dos cinco meses de experimento 0s animais que nao receberam a
virginiamicina apresentaram uma condicdo insatisfatoria de escore corporal. Da

mesma forma, em diferentes momentos do estudo tiveram quadros de diarreia,
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secrecdo nasal e um aparente aumento de suscetibilidade a doencas intercorrentes
como as endoparasitoses; em contraste ao registrado nos cinco animais que
receberam a virginiamicina, dos quais apenas um apresentou episédios de diarréia. A
meédia de peso dos bezerros que receberam o produto foi de 188,2 kg, enquanto dos
animais pertencentes ao controle foi de 123,5 kg.

A avaliagao periodontal dos dentes incisivos dos dez bezerros dos dois grupos
avaliados (virginiamicina e controle), mantidos em lote Unico, sob pastejo rotacionado
em area recém-reformada e mesmo manejo alimentar, revelou a ocorréncia de doenca
periodontal nos animais dos dois grupos experimentais.

No periodo de 18 semanas, e de acordo com o exame clinico semanal dos oito
dentes incisivos deciduos, nas suas faces labial e lingual, foram registrados 395
episodios de dentes (unidade dental) com gengivite nas 1440 avaliacdes de dentes
efetuadas. Desses episodios registrados ao longo do experimento, 267 ocorreram em
bezerros do Grupo Controle e 128 no Grupo Virginiamicina (Figura 1). Na mesma
avaliacdo, de um total de 89 registros de dentes com gengivite necrosante, 58
ocorreram no Grupo Controle e 31 no Grupo Virginiamicina (Figura 2). Das
manifestacdes clinicas dessas doencas gengivais pode-se observar mudancas na
coloracdo da mucosa gengival, tendendo do vermelho moderado ao mais intenso,
edema e sangramento espontaneo ou a sondagem nos animais com gengivite. Ja na
gengivite necrosante o epitélio da gengiva marginal apresentava ulceracbes
necroticas ou dareas epiteliais recobertas com uma camada branco-
acinzentada/branco-amarelada e sangramento espontaneo ou a sondagem (Figuras
3ed).

Na comparacdo entre médias dos grupos experimentais as diferencas

encontradas para dentes (unidade dental) com gengivite e gengivite necrosante foram

significativas pelo teste t (p<0,05). Assim, o total de dentes com gengivite (p<0,0001)

e gengivite necrosante (p=0,0041) no Grupo Controle, foi significativamente superior
ao total de gengivite (p=0,0002) e gengivite necrosante (p=0,040042) do Grupo
Virginiamicina. Houve correlacdo positiva entre o total de ocorréncia de gengivite e

gengivite necrosante no Grupo Virginiamicina pelo teste de Pearson.
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Na avaliacdo microbiolégica, para detectar a presenca de 25 micro-organismos
considerados indicadores e com potencial patogénico periodontal, foram avaliados
395 amostras pela PCR (Quadro 1).

Os sitios que apresentaram menor numero de micro-organismos detectados
foram aqueles associados a gengivite necrosante (Quadro 2 e Quadro 3). A
quantidade de amostras de micro-organismos nos diferentes sitios coletados, diferiu
entre 0s animais e entre 0s grupos.

Nos animais do Grupo Controle as amostras foram positivas para Actinomyces
israelli (4,74%); Archae (1,58%); Eikenella corrodens (1,05%); Fusobacterium
nucleatum (27,37%); Mollicutes (5,26%); Porphyromonas endodontalis (5,26%);
Porphyromonas gulae (0,53%); Prevotella buccae (6,32%); Prevotella loescheii
(3,68%); P. nigrescens (8,42%); P. oralis (1,58%); Tannerella forsythia (0,53%) e
Treponema denticola (4,21%). Enquanto no grupo Virginiamicina: Actinomyces israelli
(3,41%); Archae (0,98%); Fusobacterium nucleatum (9,27%); Mollicutes (4,39%);
Porphyromonas endodontalis (4,39%); Porphyromona gulae (0,49%); Prevotella
buccae (8,29%); Prevotella loescheii (6,83%); Prevotella nigrescens (15,61%);
Prevotella oralis (1,46%); Selenomonas sputigena (0,49%); Tannerella forsythia
(0,49%) e Treponema denticola (2,44%) (Figura 5).

Actinomyces naeslundii, Campylobacter sp., Fusobacterium necrophorum,
Parvimonas micra, Porphyromonas asacharolytica, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Treponema amylovorum,
Treponema maltophilum e Treponema pectinovorum ndo foram identificados em
nenhuma amostras dos dois grupos. J& Selenomonas sputigena foi negativo nos
animais do Grupo Controle e Eikenella corrodens foi negativo no Grupo Virginiamicina.
Na analise das variaveis pelo teste qui-quadrado de Maximume-Likelihood (p<0,05)
houve diferenca significativa na frequéncia de de micro-organismos detectados. A
presenca de Fusobacterium nucleatum (p<0,01) foi mais significativa no Grupo
Controle, enquanto Prevotella nigrescens (p<0,04) e as bactérias do género Prevotella
spp. (p<0,02) ocorreram no Grupo Virginiamicina. Prevotella loescheii mostrou
associagcdo com Prevotella buccae (p<0,01) e Prevotella nigrescens (p<0,01); ja
Prevotella buccae esteve associada com Prevotella nigrescens (p<0,01) e Archae

(p<0,04). Da mesma forma, houve associacdo entre a frequéncia de Prevotella
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nigrescens com Actinomyces israelli (p<0,04), Eikenella corrodens (p<0,01) e
Mollicutes (p<0,03); enquanto Actinomyces israelli também mostrou associacdo com
Mollicutes (p<0,04). Quanto a associacdo dos micro-organismos com 0S sinais
clinicos, somente Prevotella oralis teve nivel de significancia com a gengivite (p<0,02).

DISCUSSAO

Sa0 escassos em animais de producdo os estudos ou registros da ocorréncia
de doencas periodontais nas suas formas iniciais e precursoras das periodontites. Os
estudos existentes tratam do evento final (periodontite) que sdo possiveis de serem
avaliados pela extensas lesdes periodontais, recessao gengival, perda clinica do nivel
de insercao e pelos danos que causam a saude e bem-estar dos animais (Dobereiner
et al. 2000, Borsanelli 2017). Assim, nesse contexto, o presente estudo longitudinal
possibilitou o registro original da ocorréncia natural de duas formas precursoras das
periodontites: a gengivite e a gengivite necrosante. Da mesma forma, séo inéditos os
resultados do emprego da virginiamicina no controle da doenca, em um estudo
longitudinal com o monitoramento clinico da condi¢do gengival dos dentes incisivos,
por quatro meses consecutivos, e da presenca de micro-organismos indicadores de
microbiota potencialmente patogénica.

A progressdo das gengivites em periodontites esta relacionada a fatores
individuais, ambientais e etioldgicos (Lang et al. 2009). Assim, a permanéncia dos
bezerros sob o mesmo regime alimentar, em pasto reformado e em um Unico lote de
manejo possibilitou simular uma condicédo epidemioldgica associada a ocorréncia da
forma natural de doenca periodontal em ruminantes, como o registrado por Dutra et
al. (2000). De fato, ndo houve no periodo experimental o surgimento de casos de
periodontite agressiva nos dentes pré-molares ou molares, como o observado pelos
autores no referido trabalho. No entanto, em um registro inédito pode-se evidenciar a
sucessdo de episodios dessas duas formas de doengas gengivais precursoras das
periodontite nos dentes incisivos, da perda de condi¢éo corporal nos animais que nao
receberam a virginiamicina, da ocorréncia de diarréia e outras doencas em maior
frequéncia no lote ndo tratado; nesse contexto, é possivel associar da condigéo clinica
geral dos animais ndo tratados com a frequéncia na ocorréncia das doengas

gengivais.
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Embora a virginiamicina seja empregada como promotor de crescimento
(Araujo et al. 2016), a sua utilizacao pode ter melhorado a condi¢éo bucal dos animais,
permitindo assim melhor pastejo, mastigacdo e melhora no desempenho animal.
Segundo Holmstrup & Westergaard (2008), individuos com episddios sucessivos de
gengivite sd8o mais suscetiveis ao desenvolvimento da gengivite necrosante; que é
uma condicédo clinica muito comum em criancas e que provoca muita dor na cavidade
bucal. A gengivite necrosante esta associada a individuos com imunodeficiéncia
(Williams et al. 1990), e em bovinos da raca Holandesa ao defeito genético na
atividade de aderéncia dos leucécitos (Naghata et al. 1993).

A presenca da alteracao da coloracdo, do edema e do sangramento, tanto de
forma espontanea como pela sondagem do sulco gengival, observados na gengivite
nos dois grupos tem paralelo ao observado em pequenos animais (Gorrel et al. 2018).
Ovinos com gengivite necrosante apresentaram ulceragcdes necroticas recobertas por
uma pseudomembrana (Salisbury et al. 1953), sugerindo que provavelmente estas
doencas também sejam comuns em bovinos.

No periodo avaliado ndo houve o registro nos dentes incisivos dos bezerros de
periodontite, provavelmente pelo fato das doencas periodontais ndo serem doencas
convencias ou lineares. A sucessdo de episédios dessas duas formas de doencas
periodontais encontra paralelo em toda a literatura desse grupo de doencas em
humanos e outros animais (Kinane & Bartold 2007; Marshall et al. 2014). De forma
objetiva e conclusiva, pode-se atribuir a menor frequéncia no registro de episodios
dessas duas doencas periodontais no grupo tratado ao emprego da virginiamicina. De
forma clara, foi significativa a diferenca entre os dois grupos experimentais; com
beneficio significativo ao grupo que ingeriu 340mg da virginiamicina diariamente pelo
periodo. Tims et al. (1992) ja haviam relatado anteriormente o efeito do antibiético na
recuperacdo de animais com a forma agressiva de periodontite mesmo quando
continuaram sob a mesma condi¢cao epidemiologica que desencadeou 0 surto da
doenca.

Cabe ressaltar que as doencas periodontais sao processos infecciosos nao
convencionais, externos ao organismo pois ha formacgéo da bolsa periodontal, mas
associada ao biofilme bacteriano aderido ao dente e microbiota planctonica

(Sokransky & Haffajee 2005). Nesse enfoque, a agéo da virginiamicina provavelmente
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tenha sido na promog¢éo de homeostase bacteriana favoravel & manutengéo da saude
periodontal ou no impedimento da disbiose, que provoca o surgimento das doencas
periodontais.

Nas doencas periodontais o biofilme gengival tem papel essencial na sua
etiologia (Loe et al. 1994). Nos bezerros do experimento praticamente ndo houve o
acumulo de placa dentaria visivel nos dentes incisivos e ndo foi utilizado o
evidenciador de placa gengival como em caes ou em humanos. O ndo emprego dessa
ferramenta clinica deveu-se a necessidade de manter os animais sem interferéncia de
qualquer fator que pudesse alterar os resultados. Por este mesmo motivo, foi
empregada a avaliacdo somente dos dentes incisivos, pois garantiu 0 monitoramento
de oito dentes por animais, nas suas faces labial e lingual, sem o emprego de outros
meios como 0s de contengao quimica.

Em bovinos com periodontite, a enfermidade ndo ocorre sem a presenca de
determinados micro-organismos que sao considerados constituintes normais da
microbiota bucal (Dutra & Ddébereiner 2001). Assim, nos animais com gengivite e
gengivite necrosante foram detectados Actinomyces israelli, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum, Prevotella buccae, Prevotella loescheii, Prevotella
nigrescens, Prevotella oralis, Porphyromonas endodontalis, Tannerella forsythia e
Treponema denticola; ou seja 0s mesmos micro-organismos identificados em sitios
sadios ou com bolsas periodontais de bovinos (Borsanelli 2017). Interessante
ressaltar que o papel das bactérias nas infec¢cdes periodontais devem atender o
Postulado de Sokransky, pois ndo sdo doencas infecciosas convencionais (Socransky
& Haffajee 2010).

Porphyromonas spp., Tannerella spp, Campylobacter spp., Eikenella spp.,
Parvimonas spp., Treponemas spp. e Selenomonas spp. sado detectadas em animais
com gengivites, mas em maior quantidade nas periodontites e abscessos periodontais
(Gaetti-Jardim Jr et al. 2012). Dessa forma, o emprego da PCR convencional no
presente estudo possibilitou detectar varios micro-organismos considerados
potencialmente patogénicos; no entanto € um teste qualitativo, o que exige precaugao
na interpretacdo dos resultados microbioldgicos. Por outro lado, pode-se associar

bactérias Gram-positivas, e algumas bactérias Gram-negativas, como Fusobacterium



50

nucleatum e espiroquetas como agentes envolvidos na periodontite, gengivite e
gengivite necrosante (Harvey 2017).

No presente estudo houve uma tendéncia na frequéncia da ocorréncia dos
micro-organismos detectados na gengivite necrosante. Nos animais do Grupo
Controle foram detectados Fusobacterium nucleatum, Prevotella buccae, Prevotella
loescheii e Prevotella nigrescens; enquanto no Grupo Virginiamicina foram detectados
Archae e Mollicutes. As amostras de animais com gengivite necrosante foram
negativas para Treponema spp., o que difere dos estudos em humanos, nos quais o
género tem 00 seu papel reconhecido (Herrera et al. 2014). Treponema denticola, foi
identificado em amostras de sitios saudaveis ou com gengivite, semelhante ao que foi
observado na microbiota oral de bovinos adultos sadios (Borsanelli 2017).

Em bovinos com periodontite, constatou-se a presenca de Porphyromonas
endodontalis nas bolsas periodontais (Borsanelli et al. 2015b). Esses micro-
organismos sao associados a periodontite em humanos, caes, gatos, caprinos e
ovinos (Senhorinho et al. 2011, Agostinho 2017, Campello 2017). No presente estudo,
P. gulae e P. endodontalis foram identificados no biofilme subgengival de sitios
saudavel e com gengivite.

As bactérias do filo Firmicutes, no quais o género Mollicutes € classificado, tém
sido associadas a gengivite e periodontites em humanos e animais (Griffen et al. 2012,
Chen et al. 2015, Harris et al. 2015). No presente estudo, o género foi identificado
tanto em sitios saudaveis quanto em sitios com gengivite e gengivite necrosante.

Outros micro-organismos também foram detectados nas lesdes da gengivite ou
gengivite necrosante ou de sitios considerados saudaveis. Por exemplo, o dominio
Archae, que nado havia sido pesquisado até o momento na microbiota de bovinos.
Associado com doencgas periodontais em humanos (Yamabe et al. 2008, Faveri et al.
2011), no presente estudo foi identificado no biofilme de sitios sadios dos dois grupos
e em lesdes necrosantes no Grupo Virginiamicina.

Prevotella nigrescens esta associada ao desenvolvimento de gengivite
necrosante e periodontite em humanos (Loesche et al. 1985; Stingu et al. 2013) e
também foram identificadas em sitios sadios e bolsas periodontais de bovinos
(Borsanelli et al. 2015a). No presente estudo, a frequéncia de Prevotella nigrescens

foi significativa, sendo detectadas em maior nUmero nos animais tratados. Esse
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género possui evidéncias de resisténcia a classe da estreptogramina, o que justificaria
0 maior numero de amostras positivas no grupo que ingeriu o antibiético (Chung et al.
2002). Coincidentemente, o maior niumero de amostras detectadas com o género
Prevotella foi na mesma época do aumento de casos de gengivite necrosante nesse
grupo, sugerindo que nos animais tratados essa bactéria tenha possivelmente alguma
funcdo na evolucao da gengivite necrosante.

Dentre os microorganismos associados a gengivite, Fusobacterium nucleatum
apresenta grande importancia, pois é um dos responsaveis pelo processo
inflamatério, inicio do desenvolvimento da periodontite e recrutamento de outros
periodontopatdgenos para as les6es. Como é regular encontrar em estudos micro-
biolégicos das doencas periodontais, a bactéria é detectada também em sitios
periodontais saudaveis, da mesma forma que nos sitios com gengivite e periodontite
em humanos e animais (Kolenbrander 2000, Kolenbrander 2002, Senhorinho et al.
2011, Signat et al. 2011, Harris et al. 2015 ). As espécies de Fusobacterium séo
suscetiveis a acao da Virginiamicina (Araujo et al 2016), o que encontra relacdo com
os resultados deu presente estudo, em que 0 maior nimero de amostras positivas foi
no Grupo Controle (Fig. 3 e 4). Em consonancia com esses eventos, foram
observados mais episodios de gengivite e gengivite necrosante nos animais do Grupo
Controle.

O tratamento com antibiéticos provoca alteracdes na estrutura da comunidade
microbiana (Antiabong et al. 2013) que refletem na condicdo entre a saude e a doenca.
Em estudo anterior, Tims et al. (1992) registraram o beneficio da virginiamicina na
recuperacdo de bovinos mantidos em area endémica. No presente estudo, os
resultados evidenciam o beneficio do emprego do antibiético no controle de doencas
complexas, polimicrobianas e dependentes de relagcdes entre as comunidades
bacteriana, o hospedeiro e 0 ambiente. Empregada como promotor de crescimento,
no presente estudo a virginiamicina foi eficaz no controle de duas formas precursoras
das periodontites, a gengivite e a gengivite necrosante. Nesse contexto, representa
uma excelente alternativa no controle das doencas periodontais em bovinos,
destacando-se ainda o fato ja conhecido de néo deixar residuos na carne e nao
representar riscos a saude publica (Menzies-Gow & Young 2011, Bessegatto et al.
2017).
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CONCLUSAO

A virginiamicina administrada na dosagem de 340 mg/animal/dia reduziu
significativamente a ocorréncia e mostrou-se eficaz no controle e prevencdo da
doenca periodontal (gengivite e gengivite necrosante) em bezerros mantidos em
pastos reformados e com uma microbiota bacteriana periodontal considerada

potencialmente patogénica.
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Figura 1 — Quantidade de dentes com gengivite em bezerros no Grupo Virginiamicina
(n=5) e Grupo Controle (n=5) apds 18 avaliacdes no periodo de 16 semanas.
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Figura 2 — Quantidade de dentes com gengivite necrosante em bezerros no grupo
Virginiamicina (n=5) e grupo controle(n=5) apods 18 avalia¢8es clinicas no periodo de
16 semanas.
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Figura 3A e 3B: Bezerros com gengivite nos incisivos, no qual apresenta edema na
margem gengival das pin¢as, primeiros médios e segundos médios, alteracdo de
coloracdo nos primeiros médios e segundos meédios assim como sangramento em

pincas, primeiro médios e segundo médios apds sondagem

Figura 4 (A, B, C e D): A e B - Bezerros apresentando gengivite necrosante em dente
402 e 404 direito na face lingual; B e C — Ulceracdo na borda gengival no dente 301
compativel com sinal clinico de gengivite necrosante
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Quadro 1. Microorganismos detectados pela reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

nas amostras de 395 sitios do sulco subgengival de 10 bezerros dos Grupos

Virginiamicina (n=205) e Controle (n=190)

Grupo Controle

Grupo Virginiamicina

Microorganismo N(%) N(%) P

Actinomyces israelli 9 (4,74) 7 (3,41)

Actinomyces naeslundii 0 (0,0) 0 (0,0)

Archae 3 (1,58) 2 (0,98)

Eikenella corrodens 2 (1,05) 0 (0,0)

Campylobacter sp 0 (0,0) 0 (0,0)

Fusobacterium nucleatum 52 (27,37) 19 (9,27) <0,01*
Fusobacterium necrophorum 0 (0,0) 0 (0,0)

Mollicutes 10 (5,26) 9 (4,39)

Parvimonas micra 0 (0,0) 0 (0,0)

sacoharolyiica 0(09) 0(09)

endodontalis 10 (5.26) 9(439)
Porphyromonas gingivalis 0 (0,0) 0 (0,0)

Porphyromonas gulae 1(0,53) 1(0,49)

Prevotella buccae 12 (6,32) 17 (8,29)

Prevotella loescheii 7 (3,68) 14 (6,83)

Prevotella intermedia 0 (0,0) 0 (0,0)

Prevotella melaninogenica 0 (0,0) 0 (0,0)

Prevotella nigrescens 16 (8,42) 32 (15,61) <0,05*
Prevotella oralis 3 (1,58) 3 (1,46)

Selenomonas sputigena 0 (0,0) 1(0,49)

Tannerella forsythia 1(0,53) 1(0,49)

Treponema amylovorum 0 (0,0) 0 (0,0)

Treponema denticola 8 (4,21) 5 (2,44)

Treponema maltophilum 0 (0,0) 0 (0,0)

Treponema pectinovorum 0 (0,0) 0 (0,0)

-*Valores significativos de P pelo teste Qui- quadrado de M-L.
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Quadro 2. Microorganismos identificados pela PCR em amostas de quatro dentres
incisivos sadios (n=119), com gengivite (n=63) ou gengivite necrosante (n=8) de cinco

bezerros do grupo Controle

. . Saudavel Gengivite Gengivite necrosante
Microorganismos g g

N(%) N(%) N(%)
Actinomyces israelli 6 (5,04) 3(4,76)
Archae 3(2,52)
Eikenella corrodens 1(0,84) 1(1,59)
Fusobacterium nucleatum 31 (26,05) 19 (30,16) 2 (25)
Mollicutes 6 (5,04) 4 (6,35)
Porphyromonas endodontalis 9 (7,56) 1(1,59)
Porphyromonas gulae 1(0,84)
Prevotella buccae 8 (6,72) 3 (4,76) 1(12,5)
Prevotella loescheii 4 (3,36) 1(1,59) 2 (25)
Prevotella nigrescens 13(10,92) 1(1,59) 2 (25)
Prevotella oralis 1(0,84) 2(3,17)
Selenomonas sputigena
Tannerella forsythia 1(1,59)

Treponema denticola 4 (3,36) 4 (6,35)
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Quadro 3. Microorganismos identificados pela PCR em amostas de quatro dentes

incisivos sadios (n=158), com gengivite (n=42) ou gengivite necrosante (n=7) de cinco

bezerros do grupo Virginiamicina

Microorganismos Saudavel Gengivite  Gengivite necrosante
N(%) N(%) N(%)
Actinomyces israelli 5(3,16) 2 (4,76)
Archae 1(0,63) 1 (14,29)
Eikenella corrodens
Fusobacterium nucleatum 14 (8,86) 5 (11,90)
Mollicutes 4 (2,53) 4 (9,52) 1 (14,29)
Porphyromonas endodontalis 6 (3,80) 3(7,14)
Porphyromonas gulae 1(2,38)
Prevotella buccae 15 (9,49) 2 (4,76)
Prevotella loescheii 13 (8,23) 1(2,38)
Prevotella nigrescens 25 (15,82) 7 (16,67)
Prevotella oralis 3 (1,90)
Selenomonas sputigena 1 (0,63)
Tannerella forsythia 1 (0,63)

Treponema denticola

5 (3,16)
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Actinomyces israelli
Archae

Eikenela corrodens
Fusobacterium nucleatum
Mollicutes
Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gulae
Prevotela buccae
Prevotela loescheii
Prevotela nigrescens
Prevotela oralis
Selenomonas sputigena
Tanerella forsythia
Treponema denticola
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Figura 5 — Quantidade de microorganismos positivos nas 398 amostras coletadas de
quatro incisivos do grupo Virginiamicina (n=5) e do grupo controle (n=5)
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CAPITULO 3 - Consideracdes finais

O estudo longitudinal, desenvolvido em condi¢cdo representativa em que 0s
bovinos foram mantidos sob o pastejo rotacionado em area reformada e em acordo
com as boas praticas na producédo animal, trouxe informacdes inéditas e de grande
significado para a saude animal. Embora a percepcdo comum seja a de que a
condicdo periodontal em bovinos n&o tenha significado na producdo animal,
possivelmente isto decorra da auséncia de informacdo objetiva sobre o assunto. A
observacdo de que em bovinos jovens ocorrem episddios sucessivos de gengivite e
gengivite necrosante é original e de grande significado nos estudos das doencas
periodontais. Por um lado, elas séo precursoras das periodontite nas suas diferentes
apresentacdes clinicas, por outro revelaram também ser uma questdo sanitaria
importante e que interfere no desempenho animal.

Ha poucos relatos cientificos sobre a gengivite e a gengivite necrosante em
bovinos, pois 0s animais ndo possuem alteracbes comportamentais muito evidentes.
A alteracéo clinica mais evidente, que ocorre na gengivite necrosante, é a dor local, o
gue pode provocar uma ingestdo menor de alimento e consequentemente menor
desempenho produtivo e prejuizos a saude em bem-estar dos animais.

Outra consideracdo ndo menos importante é a da necessidade do exame
clinico da cavidade bucal dos animais de producao. Embora isso ndo seja rotina na
pratica clinica, a percepcéo da sua necessidade deve ser compartilhada também pelo
produtor rural. Afinal, cuidar da satde bucal dos animais de producéo € condicéo para
a manutencao dos niveis de salde e bem-estar.

Em sitios sadios e com periodontite € possivel detectar uma microbiota
residente, especificamente associada as doencas periodontais, polimicrobiana, mas
gue fazem parte tanto da microbiota consideradas normal, quanto da associada as
infecgdes periodontais. Assim, é possivel detectar nesta microbiota micro-organismos
dos géneros Actinomyces, Campylobacter, Enterococcus, Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella eTreponema; e espécies como Dialister pneumosintes e
Tannerella forsythia. Dentre essas, a que merece destaque, sdo as do género
Fusobacterium, pois possuem importancia na transi¢do entre uma gengiva saudavel

e uma com leséo periodontal. Embora tenha sido um estudo qualitativo, nesta etapa
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revela a existéncia de microbiota compativel com as doencas periodontais em bovinos
e outras espécies animais.

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito da virginiamicina
no controle e prevencao das doencas periodontais em bovinos. Assim, o antibiotico
revelou ser eficaz no controle da gengivite e gengivite necrosante, que sao as formas
precursoras das periodontites, com influéncias sobre a frequéncia com alguns
microrganismos foram detectados nos dois grupos estudados. Portanto, representa
uma alternativa excepcional no controle das doencas periodontais (gengivite e

gengivite necrosante), quando empregada na dosagem de 340mg/animalk/dia.



