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REGISTRO DE IMPACTO

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

descritos os impactos esperados a partir desta pesquisa.

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

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



IMPACT RECORD

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

impacts from this research are described below.

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

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

BOVINOS JOVENS

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

de bovinos jovens.

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

sequenciamento de nucleotideos em larga escala



DENTAL MICROBIOTA ASSOCIATED WITH GINGIVITIS AND
PERIODONTITIS IN YOUNG BOVINE

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

of the microbiota of different dental sites in young cattle.

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

throughput nucleotide sequencing



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

associado as doencas periodontais

1.Introducéo

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

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

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

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

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

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

As gengivites e as periodontites apresentam ocorréncia através de



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

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

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

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

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

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

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

animais saudaveis periodontalmente, com gengivite ou periodontite.



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

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

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

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

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

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

dentario.



2. Revisado de literatura

2.1 Defini¢Oes, classificacfes e etiopatogénese das doencas
periodontais

As doencas periodontais sdo enfermidades de etiologia complexa e
multifatorial, associadas a microbiota do ecossistema bucal, fatores
comportamentais no homem, ambientais, genéticos e suscetibilidade
individual (Hajishengalis, 2015; Dutra e Borsanelli 2022).

As doencas periodontais ja foram descritas em cabras (Campello et
al., 2019), bovinos (Borsanelli et al., 2018), equinos (Klugh, 2006) burros
(Takada et al., 2010, e outros animais da flora como macacos (Gaetti -
Jardim Jr et al.,, 2012), oncas (Rossi Junior, et al., 2007) e cervos do
pantanal (Borsanelli et al., 2022c).

As comunidades microbianas no ambiente bucal se organizam em
biofilmes; estruturas que favorecem a comunicagdo entre as bactérias e
microcolbnias, essa troca de informagdes possui potencial de intensificar
0 crescimento de bactérias benéficas, desestimulando em contrapartida,
0 crescimento de espécies competidoras, além de atribuir ao biofilme
algumas propriedades especificas (Socransky e Haffajje, 2010).

Algumas espécies bacterianas apds multiplicarem-se passam a
exibir novas propriedades como, lesionar e provocar a destruicdo do
periodonto (Socransky e Haffajee, 2010). A alteracdo da homeostase
local também estimula no hospedeiro respostas imunes especificas, as
quais contribuiem para o crescimento e multiplicagdo bacteriana
(Hajishengalis, 2015).

Essa transi¢do do estado saude para doenca nas periodontopatias
esta associada a altera¢cfes desta comunidade microbiana simbiotica, na
sua maioria composta por bactérias facultativas, para uma comunidade
disbidtica rica em fatores de viruléncia e adaptada a desenvolver-se em
ambiente inflamatorio (Hajishengalis, 2015).

Alteracdo de cor dos bordos gengivais, presenca de sangramento
expontaneo ou a sondagem e edema quando generalizado caracterizam

0 processo como gengivite (Lang et al., 2009).



Outros fatores podem ser causas de gengivite além do biofilme,
dentre esses destacam-se, as desordens genéticas ou do
desenvolvimento, infeccdes de origem bacterianas, virais ou fungicas,
além de condi¢des inflamatdrias e imunes, processos reacionais,
neoplasias, doencas enddcrinas, nutricionais, metabdlicas e pigmentagao
gengival (Caton et al., 2018; Holmstrup et al.,, 2018, Steffens e
Marcantonio 2018).

A nova classificacdo das doencas periodontais é baseada na
extensdo da doencga, determinando-se intervalos de porcentagens de
sitios envolvidos para cada nivel da gengivite (leve, moderada e severa)
ou grau (Steffens e Marcantonio 2018).

Em estudos epidemiolégicos, a gengivite pode ser classificada
guanto a sua extensdo em localizada (10-30% dos sitios com
sangramento a sondagem) ou generalizada (> 30% dos sitios). Os sitios
dentarios com sinais clinicos de inflamacado devem ser definidos como
‘com inflamacdo gengival” em vez de “com gengivite”, pois o termo
“gengivite” se refere ao diagnostico do paciente, e ndo do sitio/dente
(Steffens e Marcantonio 2018).

Os processos de gengivite podem regredir ou evoluir para a
periodontite definida como “doenca inflamatdria crbnica multifatorial
associada com biofilme disbiético e caracterizada pela destruicao
progressiva do aparato de insercao dental’, enquadrando-se como uma
das principais e mais graves manifestacfes clinicas em humanos (Kuo et
al., 2008).

Na classificacéo atual a periodontite é classificada de acordo com
seu Estagioem |, I, lll e IV e seu Grau A (progresséo lenta), B (progressao
moderada) e C (progressdo rapida). A classificacdo de estagios esta
relacionada com a severidade da doenca (Tonetti et al., 2018; Albandar et
al., 2018; Steffens e Marcantonio 2018).

Os Estagios da periodontite devem ser primariamente definidos
pela perda clinica de inser¢cdo, denominada como “caracteristica

determinante”. Em sua auséncia, utiliza-se perda Ossea radiografica,



assim quanto maior a perda de inser¢gédo ou o tamanho da bolsa em mm,
ou ainda a perda 0ssea, maior € o estagio que a enfermidade se encontra
(Tonetti et al., 2018; Albandar et al., 2018; Steffens e Marcantonio 2018).

O Estagio | é o mais brando e apresenta como caracteristica
determinante: 1-2 mm de perda de insercao interproximal no pior sitio ou
perda radiografica no terco coronal (< 15%), e as -caracteristicas
secundarias sao: profundidade de sondagem de até 4 mm, sem perda
dental devido a periodontite e padrao de perda 6ssea horizontal (Tonetti
et al., 2018; Albandar et al., 2018; Steffens e Marcantonio 2018).

J& o Estagio Il apresenta como caracteristica determinante: 3-4
mm de perda de insercéo interproximal no pior sitio ou perda radiografica
no terco coronal (15-33%); o Estagio Ill tem como caracteristica
determinante: 5 mm ou mais de perda de insergéo interproximal no pior
sitio ou perda 6Ossea radiografica, se estendendo a metade ou ao terco
apical da raiz (Tonetti et al., 2018; Albandar et al.,, 2018; Steffens e
Marcantonio 2018).

O Estagio 1V, considerado o mais grave apresenta como
caracteristica determinante: 5 mm ou mais de perda de insercao
interproximal no pior sitio ou perda éssea radiografica se estendendo a
metade ou ao terco apical da raiz, ainda pode ocorrer disfuncdo
mastigatdria, trauma oclusal secundario (mobilidade grau 2 ou 3), e
problemas mastigatérios (Tonetti et al., 2018; Albandar et al., 2018;
Steffens e Marcantonio 2018).

Caso haja “fatores de complexidade” (por exemplo, lesbes de furca
ou mobilidades avangadas), sobe-se 0 estagio ao pior cenario encontrado.
Para todos os estagios, deve-se classificar ainda quanto a extensao em:
localizada (até 30% dos dentes afetados), generalizada (30% dos dentes
ou mais) ou padrdo molar/incisivo (Tonetti et al., 2018; Albandar et al.,
2018; Steffens e Marcantonio 2018).

Ja as condicOes de periodontite necrosante sédo caracterizadas por
processo inflamatério do periodonto, caracterizado por necrose/ulceragéao

da papila interdental, sangramento gengival, halitose, dor e perda 6ssea



rapida; outros sinais/sintomas associados podem incluir formacdo de
pseudomembrana, linfadenopatia e febre (Caton et al., 2018; Herrera et
al., 2018; Papapanou et al., 2018; Steffens e Marcantonio 2018).

As outras doencas periodontais necrosantes (gengivite necrosante
e estomatite necrosante) s&o reportadas na nova classificacdo das
doencas periodontais de 2018 (Caton et al., 2018; Herrera et al., 2018;
Papapanou et al., 2018; Steffens e Marcantonio 2018) juntamente no
tépico de periodontite necrosante.

Gengivite necrosante é definida pelo processo inflamatério agudo
do tecido gengival, caracterizado pela presenca de necrose/ulceracédo das
papilas interdentais, sangramento gengival e dor ou ainda presenca de
halitose, pseudomembranas, linfadenopatia regional, febre e sialorreia
(em criangas) (Caton et al., 2018; Herrera et al., 2018; Papapanou et al.,
2018; Steffens e Marcantonio 2018).

Ja a estomatite necrosante é definida pela condicéo inflamatéria
severa do periodonto e da cavidade bucal, em que a necrose dos tecidos
moles se estende além da gengiva, e a desnudacao Gssea pode ocorrer
por meio da mucosa alveolar, com &reas aumentadas de osteite e
formacdo de sequestro 6sseo; ocorrendo em pacientes severamente
comprometidos (Caton et al., 2018; Herrera et al., 2018; Papapanou et al.,
2018; Steffens e Marcantonio 2018).

Em humanos além das periodontites serem enfermidades locais da
boca, estas estdo associadas a disturbios sistémicos e metabdlicos como:
doencas osteoarticulares, afeccdes cardiorrespiratorias e diabetes (Kuo et
al., 2008). Além disso, ha evidéncias que sugerem que a sindrome
metabdlica e o diabetes podem alterar o microbioma bucal, e que
individuos com sindrome metabdlica tém 38% mais chances de ter
periodontite (Daudt et al., 2018 ; Pirih et al., 2021).

Assim como ocorre em humanos, bovinos e outros ruminantes
podem apresentar as principais formas de doencas periodontais em
diferentes condicbes de manejo (Silva et al., 2016), contextos

epidemiolégicos (Dutra et al., 1993), dietas (Saraiva et al., 2023; Souza et



al., 2023; Vaccari et al., 2023) e regides geograficas (Borsanelli et al.,
2018; Ramos et al., 2019).

Contudo, o reconhecimento dessas apresentacdes nos animais (no
gue se refere ao diagnéstico classico - a partir da sondagem gengival) sao
recentes, visto que os critérios empregados nos estudos iniciais
baseavam-se primariamente, na frequéncia de ocorréncia das lesfGes
(Dutra e Borsanelli 2022) e nas adaptacfes feitas para o exame clinico
bucal baseadas nas classificagbes das doencas periodontais em
humanos, pois em medicina veterinria ndo h classificagbes especificas
e consensuais, que contemplem os animais de producdo em especial 0s
ruminantes.

Outra enfermidade de etiologia distinta, mas que coocorre com as
doencas periodontais é o desgaste dentario (Campello et al., 2019), uma
enfermidade bucal descrita como a perda lenta e irreversivel da coroa
dental, acometendo a todas as superficies expostas, com predominio de
bordas incisais e faces oclusais (Dyer et al., 2000; McGregor, 2011), e que
compromete a oclusdo dentaria.

Em humanos o desgaste dentério foi associado a fatores de origem
fisica, mecanica, como a atricdo e abrasdo, perda de estrutura mineral
pelo processo de quelacdo e exposicdo do dente a substancias acidas,
gue ocorre na eroséao (Imfeld, 1996; Huysmans et al., 2011).

Algumas proteinas de dentro da pelicula salivar adquirida
demonstraram ter a funcdo de protecdo do esmalte dental, como a
histatina e a estaterina, impedindo os processos de erosao dental, porém
estas sdo suscetiveis a degradacéo bacteriana na saliva (Cleaver et al.,
2023).

Quantidades significativamente reduzidas de proteinas da pelicula
em individuos com eroséo dentéaria foram observada em comparacdo com
controles saudaveis, com destaque para a reducdo na estaterina
(Carpenter et al., 2014; Mutahar et al., 2017), o0 que novamente sugere a
presenca de proteases afetando a pelicula, assim uma vez que as

bactérias bucais podem degradar proteinas salivares por atividade de



protease e peptidase, estas produzem &cidos organicos a partir da
fermentacdo de aminoacidos, corroborando de maneira indireta para o
processo de erosdo dentaria e cocorréncia com as doencgas periodontais.

Dentro dos multiplos fatores envolvidos na ocorréncia das doengas
periodontais, classificar através de critérios objetivos, caracterizando a
enfermidade nas popula¢gdes animais, como € realizado em humanos €&
ponto chave para elucidar os aspectos sob a etiopatogénese, associacdes
com outras enfermidades locais e sistémicas, além do desgaste dentario,
garantindo assim formas mais precisas de diagnéstico e controle para as

doencas periodontais em ruminantes como realizado em humanos.

2.2 Doencas periodontais em ruminantes

As populagbes de ruminantes atualmente utilizadas para a
producdo animal foram domesticadas a 10.000 anos, e neste processo as
doencas bucais ja faziam parte de muitas realidades geogréficas,
dietéticas e genéticas desde a mais rudimentar producéo (Bruford et al.,
2003 ; Ajmone-Marsan et al., 2010; MacHugh et al., 2017; Holmes et al.,
2021) até a mais tecnificada (Souza et al., 2023).

Nos periodos que compreendem as decadas de 1970 e 1980, no
Brasil, um importante capitulo sobre os primeiros relatos de uma
enfermidade peculiar, denominada “cara inchada” devido ao abaulamento
facial decorrente de periostite cronica ossificante dos bovinos puderam ser
escritos (Dobereiner et al., 1974, Dutra et al., 1993).

Na primeira manifestagcdo observada de uma doenca periodontal,
uma periodontite agressiva e de progressdo rapida, foi observada e
tornou-se uma das mais importantes do periodo, pois sua origem era
desconhecida, e 0s prejuizos econdmicos estimados eram altos em
funcdo da alta prevaléncia da doenca, nas diversas regides do pais
principalmente em bovinos jovens em fase de denticdo (D6bereiner et al.,
1974; Dutra et al., 1993, Timns et al., 1992).

Os animais apresentavam baixo escore corporal, devido a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6304694/#eva12674-bib-0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6304694/#eva12674-bib-0002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6304694/#eva12674-bib-0039

incapacidade de se alimentar e muitos morriam por inani¢ao (Dutra et al.,
1993).

As lesbes da “cara inchada” geralmente comecavam entre 0s
segundos e terceiros pré-molares maxilares, resultando em formacéo de
bolsa periodontal com acumulo de restos alimentares e mau cheiro,
caracteristico do envolvimento de bactérias anaerébias Gram-negativas,
gue foram isoladas a partir destas lesées em cultivo microbiano (Blobel et
al., 1984; Botteon et al., 1993).

A recuperacéo clinica com a melhora e até possivel remissédo da
doenca, ocorria quando o0s animais eram transferidos para areas
consideradas “livres” da enfermidade (DoObereiner et al., 1975; DObereiner
e Dutra, 2000), como areas de pastagens mais velhas ou que nao
tivessem passado por nenhum processo de reforma, porém a

etiopatogénese da enfermidade n&o estava esclarecida.

Algumas informagbes sem embasamento ciéntifico associaram a
“cara inchada” dos bovinos a deficiéncia ou desequilibrio mineral, ou ainda
ligada a estreptomicina do solo, que estaria presentes nas plantas e seria
a causadora da enfermidade, porém ambas as hipdteses ndo tiveram
respaldo ciéntifico ao longo dos anos, e foi observado que a
etiopatogénese da doenca periodontal era mais ampla (Moraes et al.,
1994; Rosa e Ddbereiner, 1994; Dobereiner et al., 2004).

Apds o declinio natural da “cara inchada”, a doenca pareceu estar
controlada, porém as outras manifestagbes clinicas das doencgas
periodontais foram novamente objeto de estudo, sendo observados casos
de periodontite bovina em diferentes contextos epidemiolégicos (Ingham,
2001; Borsanelli et al., 2016).

ApGs quase 3 décadas, com o declinio da observagédo de “cara
inchada” dos bovinos; em ovinos no Para surtos de periodontite ovina
foram descritos apds os animais estabulados serem alimentados com

forrageiras cultivadas em areas recém reformadas (Silva et al., 2016).
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Lesbes de abaulamento facial, formacdo de abscessos, fistulas,
destruicdo 6ssea e dificuldade a mastigacao foram observadas em sua
maioria em dentes mastigatérios, assim as caracteristicas
epidemiologicas e clinico-patologicas se assemelhavam bastante a
epidemiologia da periodontite bovina (“cara inchada”), com diferenca para
a idade dos animais que nao foi critério para o aparecimento das lesoées,

como ocorreu na “cara inchada” (Silva et al., 2016).

A presenca de lesdes periodontais foi observada em arcadas
dentérias de 200 bovinos na Escécia no momento do abate em frigorificos,
e as maiores prevaléncias foram observadas nos dentes mastigatorios. O
exame clinico dos dentes mastigatorios nos ruminantes somente €
realizado pos mortem, pois a contencao dos animais com sedativo torna
a pratica inviavel e somente os dentes incisivos sdo examinados com 0s

animais em tronco de contencéao (Borsanelli et al., 2016).

Nos pequenos ruminantes de maneira peculiar nos ovinos, uma
forma natural de periodontite também j& foi descrita em paises como:
Reino Unido, Australia e Nova Zelandia, recebendo a denominacao de
‘broken mouth”, ou boca quebrada. Essa enfermidade acomete
principalmente os incisivos de animais adultos provocando afrouxamento
e perda dos dentes, o que acarreta em diminuicdo do desempenho e
descarte precoce de animais antes do término da sua vida produtiva e

reprodutiva (Andrews, 1960; Cannon et al., 1971; Spence et al., 1988).

Apesar da complexidade da etiopatogenia, acredita-se que
espécies bacterianas potencialmente patogénicas induzam a uma
resposta imunolégica exagerada no hospedeiro, resultando nesta
destruicao do periodonto (Riggio et al., 2013).

No Brasil em ovinos também foi observada a ocorréncia de
recessao gengival em 58% de 129 ovelhas examinadas, das quais 16%
apresentaram lesdo nos incisivos e 53% nos dentes mastigatorios,

também foi observado biofilme pigmentado aderido a superficie dos

dentes. O sistema de criacdo dos ovinos era semi-extensivo e de
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pastagens de Panicum maximun cv. Massai e Urochloa brizantha, além
de serem suplementos com mistura mineral e silagem no periodo da seca
(Agostinho et al., 2017).

Nos caprinos, a prevaléncia de enfermidades bucais em um estudo
realizado por Campello et al., (2019), com 150 cabras em lactagcédo de
rebanhos estabulados, detectaram a ocorréncia de lesdo periodontal,
através da avaliacdo da recessao gengival em 70,66% dos 150 animais
avaliados, das quais 28% apresentaram lesfes em dentes incisivos e 62%
em dentes mastigatérios; biofilme supragengival pigmentado nos dentes
também esteve presente em todos 0s animais.

A presenca de lesBes periodontais que incluiram gengivite e
gengivite necrosante em bovinos jovens, manejados em areas recém
reformadas de pastagens experimentalmente foram observadas, neste
estudo a virginiamicina via oral, foi utilizada e foi observado que o grupo
gue recebeu o antibidtico apresentou menos episddios de gengivite (128
episodios) quando comparados ao grupo controle (267 episodios) (Ramos
et al., 2019).

Assim a doenca periodontal em ruminantes pode ser observada
em animais manejados em areas recém reformadas, mas também criados
em diferentes dietas (Fadden et al., 2015; Campello et al., 2019).

Em um estudo retrospectivo de cervos mantidos em centro de
conservacgao ao longo de 30 anos, 49 (18,77%) cervos-do-pantanal (31
fémeas (63,27%) e 18 machos (36,73%)) apresentaram afec¢des clinicas
bucais como, aumento de volume facial (65,3%), acimulo de alimentos na
boca (36,7%), perda dentaria (22,4%), fistulas (22,4%), lesdes nas
mucosas ou palatinas (22,4%), desgaste dentario (20,4%) e exposicao de
raiz (18,3%) (Borsanelli et al., 2022 c).

Campello et al.,, (2019) também associaram a ocorréncia de
periodontite a presenca de biofilme supragengival pigmentado nas cabras
leiteiras confinadas e ao desgaste dentario excessivo. A presenca de
desgaste dentario também ja foi observada coocorrendo em ovinos com

lesdes periodontais (Agostinho et al., 2017).
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O processo de co-ocorréncia do desgaste e periodontite exacerba
significativamente a perda em produtividade e desempenho dos animais
gue, apesar de possuirem etiologias aparentemente distintas, fatores
comuns podem estar associados ao desenvolvimento ou agravamento de
ambas (Campello et al., 2019).

A composicdo bioquimica proteica da saliva foi associada a
etiopatogénese do desgaste dentario em ruminantes, atuando como um
fator biolégico neutralizador e tamponante essencial para protecao da
estrutura dental, além de afetar diretamente os fendmenos de
remineralizacéo dental (Hara e Zero, 2014), constituindo um dos principais
fatores observados quando a perda de estrutura mineral e dentaria em
humanos.

Em andlises recentes do proteoma da saliva de bovinos jovens
confinados, proteinas com funcdes antimicrobianas e anti-inflamatdérias
foram encontradas no proteoma salivar, com um maior namero de
processos biologicos e imunoldgicos alterados na saliva apos 60 dias de
experimento, com duas dietas sendo capazes de induzir episédios de
gengivite (Saraiva et al., 2023).

Dado a importancia das doencas periodontais no comprometimento
das condi¢cBes bucais e sistémicas de ruminantes, faz-se necessario o
conhecimento dessas enfermidades e seus diferentes fatores
predisponentes, como as diferentes dietas utilizadas na produ¢ao animal,
estudos nas forrageiras que servem de alimento aos animais, enfatizando
nutricdo e biodisponibilidade de nutrientes da planta por exemplo, uma vez
gue a dieta e disbiose do ambiente bucal sdo, reconhecidamente, fatores

primarios no desencadeamento de doengas bucais nos ruminantes.

2.3. Ecologia microbiana bucal de ruminantes
Fatores como idade, hospedeiro, ambiente, habitat e a maturacao
do biofilme estéo entre os principais fatores e suas respectivas variaveis
gue determinam a composi¢cdo da microbiota no complexo ecossistema
bucal (Rosier et al., 2018).
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A diversidade da microbiota bucal muda com a idade (tempo) do
hospedeiro, com a erupcdo do dente, com a transferéncia horizontal de
microorganismos, mudancas hormonais e no sistema imunolégico, além
do ambiente (dieta) no qual o hospedeiro esta inserido, e os habitats da
cavidade bucal se diferem também em condi¢des ambientais, nos niveis
de oxigénio, ph e nutricdo (Dutra e Borsanelli 2022).

Neste contexto o bindmio salde e doenca dentro das doencas
periodontais apresenta como um dos fatores iniciadores as modificagdes
da comunidade microbiana simbidtica, primariamente composta por
bactérias facultativas como Actinomyces e Streptococcus, para uma
comunidade disbidtica diversa nos nichos periodontais, favorecida por
fatores de viruléncia em um ambiente ja inflamat6rio, que em conjunto com
a reposta desregulada e ineficaz do hospedeiro, que nédo debela o
processo infeccioso (Hajishengalis e Lamont, 2012; Hajishengalis, 2014;
Hajishengalis, 2015).

Como fatores precursores inicias das doencas periodontais
enquadra-se a prépria estrutura dentaria, por ser ndo descamativa e
apresentar um ambiente propicio para a formacdo de biofilmes, que
favorecem um ambiente de saude bucal, mais também podem ser fatores
chaves iniciadores na ocorréncia e progressao das periodontopatias (Lang
et al., 2010; Socransky e Haffajje, 2010).

As estruturas bacterianas que compdem o biofiime dental
juntamente com as secrecdes das glandulas salivares podem favorecer
apos um periodo a mineralizacao do céalculo dentario (Ackali e Lang, 2018;
Lang et al., 2010).

A juncdo entre o acumulo de célculo dental e o metabolismo
bacteriano podem ter como consequéncia o inicio do processo
inflamatadrio dos tecidos moles alterando a ecologia local e promovendo o
crescimento exacerbado das bactérias Gram-negativas (Dutra e
Borsanelli 2022).

Nos ruminantes, em especial os bovinos, o calculo dental

supragengival pode ser visualizado como uma estrutura pigmentada de
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coloracéo escura e aderida aos dentes e sua composi¢cado esta associada
a presenca de alguns elementos importantes como ferro, manganés e
carbono (Saraiva et al., 2019).

Em ovinos e cabras o calculo supragengival ja foi correlacionado a
retracao gengival, um sinal clinico classico do processo de evolucdo para
a ocorréncia da periodontite (Agostinho, 2017; Campello et al., 2019).

Anteriormente devido a superestimacdo dos meétodos de
diagnésticos baseados em cultura, utilizados com o objetivo de definir os
agentes etiolégicos da doenca e pelo fato de grande parte dos
microrganismos presentes na mucosa bucal ser de dificil cultivo, esse
paradigma perdurou até os avancos das técnicas moleculares
independentes de cultivo, as quais sugeriram que a etiologia das doencas
periodontais envolvia sinergia polimicrobiana e disbiose (Hajishengallis,
2014; Darveau, 2010).

Em ruminantes o estudo para o entendimento sobre a microbiologia
da ecologia bucal de ruminantes obteve entdo um salto em conhecimento
com as técnicas moleculares de reacado em cadeia da polimerase (PCR).

As andlises inicias do biofilme dental bovino demonstraram a
presenca de alguns patdgenos ja reconhecidos na etiopatogénese das
doencas periodontais em humanos, como as bactérias dos géneros
Porphyromonas e Prevotella (Hajishengalis, 2014; Hajishengalis, 2015;
Borsanelli et al., 2015; Borsanelli et al., 2017).

JA4 em bovinos com periodontite Porphyromonas endodontalis,
Prevotella melaninogenica e Prevotella intermedia (61,5%) s&o as
espécies mais prevalentes (Borsanelli et al., 2015).

Nos ovinos com lesbes de periodontite, alguns grupos de
microorganismos foram observados destacando-se: Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella buccae e Prevotella
melaninogenica (Borsanelli et al., 2017).

Quanto a composicédo bacteriana dental de ovinos com bolsas
periodontais, alguns outros patégenos foram identificados como:

Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum e Tannerella
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forsythia (Agostinho, 2017).

Campello et al. (2019) no biofilme subgengival de cabras
identificaram Fusobacterium nucleatum (81,8%), Tannerella forsythia
(63,0%), Fusobacterium necrophorum (63,0%), Porphyromonas gingivalis
(18,0%), Treponema denticola (13,6%), Prevotella melaninogenica
(9,0%), bem como outros potenciais periodontopatdgenos comumente
encontrados na microbiota bucal de humanos e outros animais.

Em bovinos com quadros de gengivite e gengivite necrosante, a
identificacdo de algumas espécies microbianas potencialmente
patogénicas foi realizada e resultou na observacdo de patbgenos como
Fusobacterium  nucleatum, classe Mollicutes, Porphyromonas
endodontalis, Prevotella loescheii, Prevotella nigrescens, Prevotella oralis
e Treponema denticola (Ramos et al., 2019).

A utilizacdo da reacdao em cadeia da polimerase (PCR) pode
apresentar algumas limitacbes quando comparada ao sequenciamento de
alto rendimento, porém as analises de PCR fundamentaram os conceitos
sobre o0s patdgenos presentes em lesdes periodontais de ruminantes
(Ramos et al., 2019), e corroboraram no entendimento dos efeitos da
disbiose possivelmente relacionada a etiologia multifatorial dessas
infeccoes.

Com o entendimento da microbiota diversa nos diferentes nichos
bucais, caracterizar o microbioma de lesbes periodontais de bovinos, e
comparar com a microbiota encontrada, utilizando técnicas de
sequenciamento do gene 16S rRNA, transforma o entendimento com
diferentes abordagens, dentre as quais se destacam: anotacdo
taxondmica, estudo da diversidade, rigueza microbiana e anotacéo
funcional.

A mudanca dos perfis microbianos associados a disbiose do
biofilme bucal bovino foi verificada pelas diferencas significativas entre a
microbiota dental de sitios dentarios de bovinos com periodontite e
saudaveis, na microbiota subgengival de bovinos sadios,

Gastranaerophilus, Planifilus, Burkholderiae e Arcobacter foram os taxons
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mais prevalentes, engquanto que em animais com periodontite
Propionivibrio, Wolinella, Porphyromonas, Candidatus, Prevotella,
Firmicutes, Bacteroides e Treponema foram o0s taxons mais
predominantes (Borsanelli et al., 2018).

Nas analises de diferentes condi¢cfes clinicas bucais de ovinos,
incluindo sitios dentarios saudavies e com peridontite, 0 microbioma
dental de sitios dentarios com periodontite € mais rico e diverso que 0 0
microbioma dental de ovinos clinicamente saudaveis, com presenca de
interacdes sinérgicas e antagbnicas entre os microorganismos (Borsanelli
et al., 2021).

Nos ovinos com periodontite o0s géneros mais prevalentes
encontrados sao Petrimonas, Acinetobacter, Porphyromonas e
Aerococcus e em animais clinicamente saudaveis, 0s géneros mais
significativos sao classificados em Pasteurellaceae, Pseudomonas e
Neisseria (Borsanelli et al., 2021).

Bactérias do género Fusobacterium sdo detectadas em alta
prevaléncia em ambos o0s grupos, e juntamente com Petrimonas,
Porphyromonas, Prevotella sdo indicados como possiveis patégenos-
chave da comunidade disbi6tica de ovinos com periodontites (Borsanelli
et al., 2021).

Borsanelli et al. (2022a) evidenciaram maior modularidade no
biofilme de cabras saudaveis e maior numero de interagdes negativas no
biofilme de cabras com periodontite.

A partir das inter-relacdes, pode-se inferir que bactérias do género
Porphyromonas, Fusobacterium e Prevotella estdo associadas ao
processo de periodontite em caprinos, e nas andlises de predicdo as
proteinas ligadas a traducdo citoplasmatica e processamento de rRNA
estdo em maior abundancia na microbiota dental de caprinos com
periodontite, assim essas analises complementam as analises
microbioldgicas (Borsanelli et al., 2022c).

Na Amazoénia brasileira com a finalidade de identificar possiveis

patébgenos e proteinas chaves associados a doenca periodontal, a
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microbiota dental e ruminal de bovinos criados em novas éareas de
pecuaria extensiva foram analisadas e pdde- se observar que 0s
microbiomas de incisivos dentarios e de fluido ruminal sdo compostas por
bactérias dos Filos Firmicutes e Bacteroidetes (Borsanelli et al., 2022b).

Familias de proteinas relacionadas a resposta inflamatéria, morte
celular, patogénese de micro-organismos e superantigenos foram preditas
no microbioma dental e ruminal de bovinos com periodontite com o0s
patbgenos chaves que estiveram presentes tanto no microbioma do
ramen, quanto no microbioma dental os dos géneros: Fusobacterium,
Prevotella, Porphyromonas e Actinomyces, jA observados em outros
estudos como patégenos periodontais (Borsanelli et al., 2022b).

A compreensao da etiopatogénese das doencas periodontais em
ruminantes foi bem elucidada do ponto de vista dos microorganismos
presentes nos diferentes nichos dentarios de animais adultos, porém se
observa que uma parcela significativa das bactérias bucais é de dificil
cultivo.

Nesse sentido, a analise metagendmica da microbiota bucal por
técnica de sequenciamento de ultima geracédo (NGS) pode proporcionar
uma visdo mais abrangente do microambiente bucal auxiliando na
determinacdo de genes de origem bacteriana potencialmente envolvidos
na doenca periodontal, bem como na identificacdo de espécies cultivaveis
e ndo-cultivaveis.

Os resultados do estudo podem, em Ultima instancia, contribuir para
um melhor entendimento dos mecanismos etiolégicos da periodontite,
bem como para a definicAo de marcadores moleculares para estudos
futuros, quando se observa diferentes condi¢cdes clinicas bucais em

diferentes categorias animais.
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e O filo Actobateriota foi o0 mais abundante em sitios dentarios saudaveis, com

gengivite e periodontite

e O filo Fusobacteriota representou 27,6% de abundancia nos sitios dentarios com

periodontite

e O género Moraxella esta associado aos sitios dentarios saudaveis, com gengivite

e periodontite e exerce papel crucial no bindbmio saude versus doenca

e O género Caviibacter € o mais prevalentes nos sitios dentarios com periodontite

Abstract

Periodontal diseases are common oral disorders in ruminants, associated with dental
biofilm dysbiosis caused by bacteria, which cause damage to animal health and
welfare. A significant portion of the oral microbiota cannot be detected by laboratory
cultivation, so research based on molecular techniques can provide important
information. In the present study, we evaluated the microbiota of dental sites of young
cattle that presented gingivitis (n=5), periodontitis (n=5) and that were clinically healthy
(n=5), using 16S rRNA gene sequencing and analysis of co-occurrence network. In
the dental microbiome, the analyzes in “amplicon sequence variance” - ASVs, were
classified by species in the different analyzes carried out at different dental sites, with
emphasis on Caviibacter abscesses, Mannheimia haemolytica and Fusobacterium
nucleatum. In the analysis of abundance, the phylum Proteobacteria was the most
abundant in healthy dental sites and with gingivitis and periodontitis, and the phylum
Fusobacteriota represented 27.6% of abundance in dental sites with periodontitis.

Moraxella (21.11%), Neisseria (13.16%) and Lautropia (7.69%) were the most



30

abundant genera in healthy dental sites, whereas Neisseria (23.65%), Moraxella
(18.95%) and Conchiformibius (10.79%) were the most abundant genera in dental
sites with gingivitis and Caviibacter (19.78%), Moraxella (16.13%) and Fusobacterium
(7.56%) were the most prevalent in sites teeth with periodontitis. In the analyzes of
richness and dissimilarity, differences between the dental sites were not observed,
however there was a significant difference between the dental sites with gingivitis and
periodontitis (p=0.04), in the analysis of diversity by the Shannon index. In the
comparisons between the ASVs, the dental sites with periodontitis, when compared to
both healthy dental sites and dental sites with gingivitis, present different ASVs of
Moraxella. The co-occurrence networks showed significant differences between the
hub phyla of different dental sites and positive interactions were demonstrated in
greater numbers in dental sites with periodontitis. In this study that investigated the
microbiota of different dental sites of young cattle, using the 16S rRNA gene
sequencing technique, dental sites with periodontitis proved to be more diverse than
dental sites with gingivitis. The genus Caviibacter in dental sites with periodontitis was
the most prevalent and the genus Moraxella was observed in all evaluated clinical
conditions, playing a crucial role within the symbiotic and dysbiotic niches in
periodontal diseases.
Keywords: Calf, gingivitis, microbiota, periodontitis
Resumo

As doencas periodontais séo disturbios bucais comuns em ruminantes, associadas
a disbiose do biofilme dentario causado pelas bactérias, as quais acarretam danos a
saude e bem-estar animal. Uma parcela significativa da microbiota bucal ndo pode ser

detectada pelo cultivo em laboratério, assim pesquisas baseadas em técnicas
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moleculares podem trazer informagdes importantes. No presente estudo, avaliou-se a
microbiota de sitios dentarios de bovinos jovens que apresentavam gengivite (n=5),
periodontite (n=5) e que estavam clinicamente saudaveis (n=5), utilizando o
sequenciamento do gene 16S rRNA e andlise de rede de coocorréncia. No
microbioma dental as analises em “amplicon sequence variance” - ASVs, foram
classificadas em espécie nas diferentes andlises realizadas dos diferentes sitios
dentarios, com destaque para Caviibacter abscessus, Mannheimia haemolytica e
Fusobacterium nucleatum. Nas andlises de abundéancia o filo Proteobacteria, foi o
mais abundante em sitios dentarios saudaveis e com gengivite e periodontite e o filo
Fusobacteriota representou 27,6% de abundancia em sitios dentarios com
periodontite. Moraxella (21,11%), Neisseria (13,16%) e Lautropia (7,69%), foram os
géneros mais abundantes nos sitios dentarios saudaveis, jA Neisseria (23,65%),
Moraxella (18,95%) e Conchiformibius (10,79%), foram os géneros mais abundantes
nos sitios dentarios com gengivite e Caviibacter (19,78%), Moraxella (16,13%) e
Fusobacterium (7,56%), foram o0s mais prevalentes nos sitios dentarios com
periodontite. Nas analises de riqueza e dissimilaridade, diferencas entre os sitios
dentarios nado foi observada, no entanto na analise de diversidade pelo indice de
Shannon houve diferenca significativa entre os sitios dentarios com gengivite e
periodontite (p=0,04),. Nas comparacdes entre as ASVs o0s sitios dentarios com
periodontite quando comparados tanto a sitios dentarios saudaveis e sitios dentarios
com gengivite, apresentam diferentes ASVs de Moraxella. As redes de coocorréncia
demonstraram diferencas expressivas entre os filos hub dos diferentes sitios
dentarios, e interacdes positivas foram demonstradas em maior nUmero nos sitios

dentarias com periodontite. Neste estudo que investigou a microbiota de diferentes
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sitios dentarios de bovinos jovens, pelo uso da técnica de sequenciamento do gene
16S rRNA, os sitios dentarios com periodontite demonstraram ser mais diversos do
gue os sitios dentarios com gengivite. O género Caviibacter em sitios dentarios com
periodontite foi 0 mais prevalente e o género Moraxella foi observado em todas as
condi¢cdes clinicas avaliadas, exercendo um papel crucial dentro dos nichos
simbidticos e disbidticos nas doencas periodontais.

Palavras-chave: Bezerro, gengivite, microbiota, periodontite

1. Introducéo

A boca representa um complexo microbioma, composto em sua ecologia
principalmente, por uma ampla variedade de espécies bacterianas, tanto comensais,
guanto patogénicas (Dewhirst et al. 2010; Jenkinson e Lamont, 2005).

As interacdes entre a microbiota dinamica, associadas a disbiose do biofilme
bucal (Hajishengallis, 2015; Saraiva et al.,, 2019;), a resposta inflamatéria do
hospedeiro (Socransky et al., 1998; Ai et al., 2017; Borsanelli et al., 2018a) e a dieta,
(Dutra et al., 1993; Ramos et al., 2019); podem desencadear em ruminantes afecfes
periodontais (Borsanelli et al., 2022a).

Na dinamica do biofilme bucal, este forma-se devido a capacidade dos
microorganismos se agruparem e interagirem de forma complexa dentro das
comunidades microbianas (Darveau, 2010; Hajishengallis, 2015).

Os biofilmes podem permanecer em harmonia com o hospedeiro, porém um
aumento em quantidade de bactérias gram-negativas anaerobias especificas ou seus
produtos toxicos, muitas vezes causada por uma disbiose provocada por variacdes

ambientais pode induzir um processo inflamatoério levando a doencgas periodontais,
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como gengivites e periodontites (Hajishengallis, 2015; Ramos et al., 2019; Borsanelli
et al., 2021a; Borsanelli et al., 2022b).

Da microbiota ja identificada em biofimes de ruminantes, os filos
Proteobacteria, Fusobacteria e Bacteroides ja foram descritos na riqueza dos
microbiomas de bovinos adultos com doenca periodontal na Amazdnia (Borsanelli et
al., 2022b). Em bezerros com quadros de gengivite e gengivite necrosante também ja
foram identificadas algumas espécies microbianas como Fusobacterium nucleatum, e
espécies do género Porphyromonas (Ramos et al., 2019).

Entretanto, ainda pouco se conhece sobre as mudancas ecoldgicas e
interagbes que ocorrem na microbiota dental de bovinos jovens com diferentes
condi¢des clinicas periodontais e em fase de denticdo; assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a microbiota associada as diferentes condi¢fes clinicas bucais
de incisivos de bovinos jovens, em fase de denticdo decidua, utilizando o
sequenciamento do gene 16S rRNA e descrever as redes de coocorréncia para

verificar interagdes entre comunidades microbianas neste biofilme dentario.

2. Material e métodos

2.1. Bezerros e manejo alimentar
Foram avaliadas amostras de biofilme de sitios dentarios em incisivos de 12
bovinos machos jovens da raca Jersey e em fase de denticdo decidua. Os animais
estavam em um grupo Unico, que pastejava a 90 dias uma em area de pastejo
semelhante ao utilizado na pecuaria convencional, com capim Panicum maximum
cv. massai e Panicum maximum cv. Mombaca. Todos os animais receberam sal

comum (NacCl) e agua ad libtum.
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2.2. Exame clinico intra-bucal

A caracterizacao clinica bucal foi determinada pelo aspecto visivel da arcada
dentéria e periodonto, utilizando como parametro a sondagem da margem gengival
com sonda periodontal Williams nos oito dentes incisivos dos 12 bovinos, totalizando
96 exames de sitios dentarios. A sonda foi levemente introduzida no sulco gengival e
posicionada paralelamente ao eixo do dente na face labial, percorrendo toda a
margem dos dentes incisivos de maneira uniforme, conforme descrito por Borsanelli
et al. (2021a).

Foram considerados sitios dentarios saudaveis os que ndo apresentaram
gualquer tipo de alteragdo inflamatéria nos bordos gengivais ou qualquer outro sinal
clinico de inflamacao no periodonto. Presenca de alteragfes inflamatorias nos bordos
gengivais como edema, alteracéo de cor e sangramento espontaneo ou a sondagem,
foram considerados indicativos de gengivite (Ramos et al., 2019); sitios dentarios que
apresentavam supuracgao, presenca de bolsa periodontal e ressecdo gengival foram

classificados como sitios dentarios com periodontite.

2.3. Coleta de biofilme dentario dos incisivos

Observando a premissa que o0s sitios dentarios sao individualizados, foram
selecionados dos 96 sitios dentarios avaliados em um mesmo exame clinico; 15
amostras de biofilme dentéario obtido da face vestibular mesial dos incisivos, divididos
igualmente, em 5 amostras de biofilme de sitios dentarios saudaveis (HPS), 5
amostras de biofilme de sitios dentarios com gengivite (GPS) e 5 amostras de biofilme

de sitios dentarios com periodontite (SPS). A coleta de biofilme foi realizada utilizando-
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se cureta Gracey e gaze estéreis. As amostras foram posteriormente mantidas em
250p! de RNALater - R0901 (Sigma-Aldrich, Dorset, Reino Unido), e armazenadas a -
80°C até serem processadas (Borsanelli et al. 2018b).
2.4. Extragcdo de DNA
A extracdo de DNA das amostras do biofilme dentario foi realizada com Kit
GenElute Mammalian Genomic DNA Minipret de acordo com as instru¢cdes do
fabricante (Sigma, EUA).
2.5. Processamento do sequenciamento
O sequenciamento genético e as bibliotecas das amostras foram feitas usando
um conjunto de primers e cédigo de barras adaptados para a plataforma Illumina
HiSeq2000 e MISEqg que tem como alvo a regidao V4 do rRNA 16S gene (517F-
806R) (Caporaso et al.,, 2011; Borsanelli et al., 2022a). Os amplicons foram
sequenciados em uma corrida MiSeq de 151pb x 12pb x 151pb utilizando-se
primers e procedimentos de sequenciamento personalizados (Caporaso et al.,

2012).

2.6.Andlise das sequéncias do sequenciamento

Os “reads” da regido V4 do gene 16S foram processados e implemenatas com
o programa R (DADA2 (v.1.22)) na linguagem R (Callahan et al., 2016). Foi utilizado
o “pipeline” completo implementado ao programa, que transforma os “reads” do
sequenciamento em amostras com atribuicdo taxondmica. A identificacdo taxondmica
foi feita classificando sequéncias biologicas unicas, ASV, do inglés “Amplicon
Sequence Variant”, pelo método do classificador bayesiano implementado pelo

Pacote R (DADA2), com o banco de referéncias do Silva (v138) (Quast et al., 2012).
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As analises foram realizadas no ambiente R 4.1.2 (R Team, 2021).

2.7.Andlise estatistica

As ASVs foram alocadas em tabela gerada pelo programa DADA2 do Pacote
R, em seguida foram subamostradas de maneira aleatéria de acordo com a
profundidade de leitura das amostras de cada sitio dentario avaliado; em seguida,
todas as ASVs agrupadas com menos de 5 leituras em cada condicdo clinica foram
removidas manualmente.

A estas ASVs foi aplicado célculos de diversidade alfa e beta e os indices de
diversidade alfa foram estimados para determinar a riqueza com a contagem de ASVs
por amostra, e a riqueza e uniformidade de ASVs foram calculados com o indice de
Shannon pelo Pacote R “vegan” (Dixon, 2003).

A tabela da diversidade alfa foi comparada usando analise de variancia
(ANOVA) implementada no programa base do R. A diversidade beta foi calculada para
comparar a composicdo da microbiota entre as condi¢cdes clinicas, usando
dissimilaridade de Bray-Curtis e analise de coordenadas principais (PCoA), as
diferencas entre os perfis microbianos das condic8es clinicas foram realizadas com
analise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) da funcé&o adonis no
pacote R “vegan”.

Para analise de abundancia diferencial as contagens de ASVs de cada
condicdo clinica foram importadas para o programa DESeg2 (Love et al. 2014) e um
pacote do “R/Bioconductor” (Gentleman et al., 2004), onde os dados sdo baseados na
distribuicdo binomial negativa foi utilizado.

2.8.Redes de coocorréncia

As abundancias das ASVs classificadas com a taxonomia de mesmo filo foram
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somadas, para a construcao de uma tabela referente aos filos em cada sitio dentario.
Essa tabela foi usada na construgcdo e uma matriz de correlagéo e valor de p entre os
filos a partir dos sitios dentarios de cada condi¢éo clinica, as matrizes foram geradas
com o algoritmo SparCC (Friedman e Alm, 2012) implementado no Mothur (Scholoss

et al., 2009) e filtradas com um valor absoluto correlagcéo de 0,5 e p<0,05.

3. Resultados

3.1.Saida de sequenciamento
O sequenciamento genético das 15 amostras de biofilme dentario gerou
449.597 reads. Ao remover o0s erros de sequenciamento e as sequéncias
indesejaveis, restaram 92% das sequéncias (413.493). Destas, foram identificadas e
removidas 12.753 (3%) sequéncias consideradas “chimeras”. Com os 400.740
restantes realizou-se o alinhamento contra o banco do Silva e 394 amplicon sequence
variants (ASVs) foram atribuidas.
Para normalizacdo dos dados nas contagens de ASVs por amostra, realizou-
se uma subsample em 8.690 reads nos dados processados (374 ASVs), com a
remocao das ASVs inferior a 5, assim restaram 291 ASVs, destas 5 ASVs pertencem
ao dominio Archaea.
3.2.Abundéancia das ASVs nos filos do biofilme dentario
As 291 ASVs representaram 18 filos, mas somente cinco deles apresentaram
abundancia superior a 1%. Proteobacteria representou mais de 80% da abundancia
relativa dos sitios dentarios saudaveis e com gengivite e foi 0 mais abundante nas trés
condi¢cdes clinicas avaliadas. O filo Fusobacteriota que possui uma pequena

representatividade nos sitios dentarios saudaveis e com gengivite (< 2%), representou
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27,6% dos filos identificados nos sitios dentarios com periodontite. (Fig. 1).
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Fig.1. Abundancia relativa (>1%) de filos bacterianos identificados na microbiota
dentaria de sitios dentarios saudaveis (HPS), sitios dentarios com gengivite (GPS) e
sitios dentarios com periodontite (SPS) de bovinos jovens.
3.3.Abundancia das ASVs nos géneros do biofilme dentario
Foram identificados 108 géneros no microbioma dos sitios dentarios avaliados
e destes, 20 géneros apresentaram abundancia relativa igual ou superior a 1%. Os
sitios dentarios com periodontite apresentaram a maior abundancia de géneros

seguidos dos sitios dentarios saudaveis e com gengivite.
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Os géneros mais prevalentes no biofilme dos sitios dentarios saudéveis foram
Moraxella (21,11%), Neisseria (13,16%) e Lautropia (7,69%). Nos sitios com gengivite,
0Ss géneros mais prevalentes foram Neisseria (23,65%), Moraxella (18,95%),
Conchiformibius (10,79%) e Actinomyces (6,18) e nos sitios dentarios com
periodontite, Caviibacter (19,78%), Moraxella (16,13%), unclassified (14,92%) e

Fusobacterium (7,56%) foram os géneros mais prevalentes (Fig. 2).
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Fig. 2. Abundancia relativa (>1%) de géneros bacterianos identificados na microbiota
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dentaria de sitios dentéarios saudaveis (HPS), sitios dentarios com gengivite (GPS) e
sitios dentarios com periodontite (SPS) de bovinos jovens.
3.4.Espécies comuns e unicas

Das 291 ASVs identificadas, 41 ASVs foram compartilhadas, entre as
diferentes condig¢des clinicas dos sitios dentérios e destas, trés foram identificadas até
espécie, Parvimonas micra, Caviibacter abscessus e Mannheimia haemolytica.
Quinze ASVs foram compartilhadas entre os sitios dentérios saudaveis e com
gengivite, com somente uma classificacdo chegando a espécie, Neisseria denteia,
enquanto entre os sitios dentérios saudaveis e com periodontite, 25 ASVs foram
compartilhadas, com duas destas ASVs apresentando classificacdo até espécie,
Bergeriella denitrificans e Actinomyces bovis.

Doze ASVs foram compartilhadas entre os sitios dentarios com gengivite e
periodontite, com destaque para Fusobacterium necrophorum. Os sitios dentarios
com gengivite apresentaram mais ASVs Unicas chegando a 82 ASVS, seguidos pelos
sitios dentarios saudaveis e com periodontite com 64 e 52 ASVs, respectivamente
(Fig. 3). As ASVs Uunicas identificadas nos sitios dentarios saudaveis (HPS), com
gengivite (GPS) e periodontite (SPS), que chegaram com determinacdo de espécie
estéo descritas na Tabela 1.

Tabela 1
ASVs Unicas classificadas em espécie nos sitios dentarios saudaveis (HPS), nos sitios

dentarios com gengivite(GPS) e nos sitios dentarios com periodontite (SPS)

Sitios Dentarios ASVs Géneros e espécies

GPS ASV205 Quadrisphaera granulorum



GPS

GPS

GPS

GPS

GPS

GPS

GPS

HPS

HPS

HPS

HPS

HPS

HPS

HPS

HPS

SPS

SPS

SPS

SPS

ASV165

ASV272

ASV197

ASV257

ASV181

ASV106

ASV111

ASV85

ASV138

ASV222

ASV104

ASV129

ASV150

ASV127

ASV270

ASV145

ASV133

ASV71

ASV124
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Porphyromonas gulae

Cardiobacterium hominis

Glutamicibacter creatinolyticus

Acinetobacter iwoffii

Desulfovibrio alcoholivorans

Corynebacterium maris

Corynebacterium efficiens

Noviherbaspirillum suwonense

Flavisolibacter ginsengisoli

Luteimonas composti

Brachymonas denitrificans

Adhaeribacter aerolatus

Histophilus somni

Sporacetigenium mesophilum

Streptococcus henryi

Terrisporobacter mayombei

Mycoplasma haemobos

Streptococcus minor

Porphyromonas katsikii
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SPS

Fig. 3. Distribuicdo de espécies bacterianas identificadas nos sitios dentarios

saudaveis (HPS), nos sitios dentarios com gengivite (GPS) e nos sitios dentérios com

periodontite (SPS), de bovinos representadas pelo Diagrama de Venn.
3.5.Diversidade alfa

No indice de Shannon, que avalia diversidade, uma diferenca significativa entre
0s sitios dentarios com gengivite e periodontite foi observada com p= 0.04, nos sitios
dentarios com periodontite a média no indice de Shannon foi de 2.72 (min 2.6 — max
2.9, SD 0.15), e nos sitios dentarios com gengivite foi de 2.45 (min 1.5 — max 2.7, SD
0.34), nos sitios dentarios saudaveis a média obtida foi de 2 (min 1.9 — max 2.8, SD
0.5) (Fig. 4).

Nas analises de riqueza ndo houve diferenca significativa entre os grupos
avaliados apesar dos valores de média de riqueza dos sitios dentarios com
periodontite apresentarem maiores valores 51.6 (min 47 — max 56, SD 4.51), seguido
pelos sitios dentarios com gengivite com média de 46.2 (min 27 — max 80, SD 20.5) e

sitios dentéarios saudaveis, com 45.4 de média (min 25 — max 58, SD 13.32).



43

GPS HPS SPS

Fig. 4. Diversidade alfa (indice de Shannon) das comunidades bacterianas no biofilme
dentério de sitios dentérios saudaveis (HPS), com gengivite (GPS) e com periodontite
(SPS) com énfase na diversidade de Shannon com diferenca significativa entre os

sitios dentarios com gengivite e periodontite (p = 0.04).

3.6. Diversidade beta (Composi¢do do microbioma)

A composi¢ao dos microbiomas e as analises realizadas com a construcdo da
matriz de dissimilaridade de Bray-Curtis, entre as diversas condicfes clinicas
analisadas nos sitios dentarios ndo apresentaram diferencas significativas. O biofilme
dos sitios dentarios com periodontite apresentou média de 75% de dissimilaridade

(min 41% - max 92%); nos sitios dentarios com gengivite a média chegou a 78% de
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dissimilaridade (min 50% - max 93%) e nos sitios dentarios saudaveis com maior

média, a dissimilaridade foi de 83% (min 51% - max 99%).

3.7. Comparacao da abundancia pelas ASVs (DESeq?2)

Ao comparar a diferenca das 291 ASVs do biofilme dentario com as diferentes
condicdes clinicas dentarias na analise DESeq2, diferenca significativa entre os sitios
dentarios saudaveis e sitios dentarios com gengivite ndo foram observadas. Ao
avaliar os sitios dentarios saudaveis e sitios dentarios com periodontite, associactes
entre o biofilme destas condi¢cBes clinicas foram observadas (Fig. 5A), assim como
ao comparar o biofilme dos sitios dentarios com gengivite e periodontite foi possivel

observar associacoes (Fig. 5B).
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Fig. 5. Comparacdes entre as ASVS associadas com sitios dentarios dos bovinos em

diferentes condicdes clinicas (DESeq2) (Log2FoldChange > 2). Fig. 5. A. Diferencas
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entre os sitios dentarios saudaveis (HPS) e com periodontite (SPS). Fig. 5. B.

Diferencas entre os sitios dentarios com gengivite (GPS) e periodontite (SPS).

3.8. Redes de coocorréncia entre filos

As 291 ASVs do biofilme dentario foram classificadas em 18 filos, os quais,
foram usados na construcdo das redes de coocorréncia. Nos sitios dentarios
saudaveis foram identificados 14 filos (nodes) com 13 interacbes (edges), sendo
53.8% positivas e 46.2% negativas; e os filos hub foram Desulfobacterota, Chloroflexi,
Euryarchaeota e Fusobacteriota (Fig.6.A).

Nos sitios dentarios com gengivite, 16 interacdes (edges) entre 11 filos (nodes),
com 81.2% de interacdes positivas e 18.8% negativas, foram observadas e os filos
hubs foram Chloroflexi, Desulfobacterota, Crenarchaeota e Verrucomicrobiota (Fig.
6.B). J& nos sitios dentarios com periodontite as interacfes chegaram a 17 em 13 filos
(nodes); destas, 88.2% foram positivas e 11.8% negativas com os principais filos

sendo Campylobacterota, Actinobacteriota, Cyanobacteria e Euryarchaeota (Fig. 6.C).
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Fig. 6. Rede de coocorréncia entre os 18 filos das 291 ASVs dos sitios dentarios dos
bezerros analisados (p-valor < 0.05 e Cor >= |0.5]), na qual os tracos representam
interagBes positivas e as linhas pontilhadas interagdes negativas. Fig. 6. A. Sitios
dentarios saudaveis Fig. 6. B. Sitios dentarios com gengivite. Fig. 6. C. Sitios

dentérios com periodontite.

4. Discussao

O emprego do sequenciamento de alto rendimento do gene 16S rRNA
possibilitou a caracterizac&o dos biofilmes dentarios de bovinos com denti¢cédo decidua
e mantido sob pastejo em trés fendtipos distintos: saudavel, gengivite e periodontite.

A composicado da microbiota dentaria de bovinos jovens em fase de denticdo
altera-se em termos de diversidade, quando se compara os sitios dentarios com
gengivite e com periodontite, e se observa que os sitios dentarios com periodontite
sdo mais diversos que os sitios dentarios com periodontite (Fig. 4).

Assim o numero de microrganismos envolvidos nas diferentes manifestacdes
clinicas é bem semelhante, mas ha diferencas nos géneros envolvidos na gengivite e
na periodontite, com destaque para o género Fusobacterium, do filo Fusobacteriota
nos sitios dentarios com periodontite (Fig. 1).

No biofilme de sitios dentarios de bovinos jovens, Proteobacteria foi o filo com
maior representatividade nas analises de abundéancia de todas as condicdes clinicas
bucais avaliadas, porém o filo Fusobacteriota foi abundante em 27,6% dos sitios
dentarios com periodontite. Esses filos também se destacaram entre os mais
prevalentes no microbioma bucal de ovinos, caprinos e bovinos com periodontite e

clinicamente saudaveis (Borsanelli et al., 2018a; Borsanelli et al., 2021a; Borsanelli et
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al., 2022a; Borsanelli et al., 2022b).

O género Cavibacter, foi o mais abundante nos sitios dentarios com
periodontite (Fig. 2) e quando se comparou o biofilme de sitios dentarios clinicamente
saudaveis e com periodontite, Caviibacter abscessus mostrou associagdo com a
periodontite (Fig. 5.A). Até o momento, este microorganismo foi relatado apenas em
abscesso cervical de cobaias (Bemis et al., 2016).

Outro género representativo nos sitios dentarios com periodontite foi o
Fusobacterium (Fig. 2) e quando se comparou as ASVs dos sitios dentarios com
periodontite e gengivite este mostrou associacdo com o0s sitios dentarios com
periodontite (Fig.5.B), este é considerado um microorganismo que atua na co-
agregagdo com outros microorganismos para o desenvolvimento da doenga
periodontal (Borsanelli et al.,2022b).

Fusobacterium também ja foi identificado no biofilme de bovinos jovens com
gengivite (Ramos et al., 2019) e na microbiota bucal de caprinos, bovinos e ovinos
(Borsanelli et al., 2018b; Borsanelli et al., 2021a; Campello et al., 2019; Silva et al.,
2019)

Os sitios dentarios com gengivite e os sitios dentarios com periodontite
compartilharam entre si a espécie Fusobacterium necrophorum, que em animais €
frequentemente isolado de abscessos, como descrito em ovinos (Emery et al., 1985)
e bovinos (Tadepalli et al., 2009) e tem sido sugerido como o principal patdgeno na
necrobacilose oral em cangurus (Antiabong et al., 2013).

Fusobacterium necrophorum juntamente com Dichelobacter nodosus sao os
causadores da enfermidade denominada footrot; uma doenca contagiosa de bovinos,

ovinos e caprinos, e possivelmente de outros ruminantes, embora a gravidade clinica
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nesses animais seja muito menor do que em ovinos (Fesseha, 2021).

Em humanos Fusobacterium necrophorum também foi correlacionado a
presenca de Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis; outros
importantes patégenos descritos na ocorréncia de doencgas periodontais (Jacinto et
al., 2008).

Outro género com destague na abundancia e nas comparacdes entre as ASVs
nas diferentes manifestacdes clinicas avaliadas € o género Moraxella, (Fig. 5). Este
género j& foi identificado e é conhecido por fazer parte do ecossistema bucal de
bovinos, ovinos, caprinos e equinos em diferentes condi¢cdes clinicas (Borsanelli et al.,
2021a; Borsanelli et al., 2022a; Borsanelli et al., 2021b; Gao et al., 2016; Riggio e
Bennett, 2013).

Assim pode-se sugerir que o0 género Moraxella esta envolvido nos processos
de disbhiose e simbiose na doencga periodontal, exercendo um papel crucial no binbmio
de transicdo da saude para o processo doencga, dentro das periodontopatias.

Um patdégeno-chave frequentemente associado a microbiota comensal
nasofaringea de bovinos e envolvido em doencas respiratérias é o género
Mannheimia (Rice et al., 2007) este foi observado nas analises descritivas de
abundancia e apresentou associa¢do com os sitios dentarios com periodontite quando
se comparou as ASVs com os sitios dentarios saudaveis (Fig. 5.A), porém esta
associacdo e papel deste patdgeno nas periodontopatias € pouco conhecida na
literatura.

Descrito em humanos com doencas periodontais (Kaplan et al., 2009), e
animais (Borsanelli et al., 2022b), o género, o Actinomyces apresentou associacao

nos sitios dentarios com periodontite quando comparados com os sitios dentarios
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saudaveis (Fig. 5.A). Actinomyes spp sdo bactérias observadas em diferentes
condi¢des clinicas, no tecido periodontal com inflamacéo, na formacéo de abscessos
e em condi¢des saudaveis (Socransky e Haffajee, 2002), assim como em calculos,
bolsas periodontais e dentes (Kaplan et al., 2009).

Quando se comparou os sitios dentarios com periodontite aos sitios dentarios
saudaveis a espécie Actinomyces bovis foi compartilhada. Em bovinos este patdgeno
€ descrito em lesdes de actinomicose (Massand et al., 2015). Em humanos
associacgdes entre lesdes actinomicoticas ap0s infecgdes dentarias ja foram descritas
(Finley e Beeson, 2010), com as infec¢des cervicofaciais (cabeca e pescogo) se
apresentando nas formas mais prevalentes (Boyanova et al., 2015; Gajdacs et al.,
2019).

Microrganismos importantes podem ser identificados e considerados centrais
dentro das redes de coocorréncia. Assim € possivel observar que ndo ha um padrao
de repeticdo entre os filos mais importantes dentro de cada condi¢ao clinica nos sitios
dentarios avaliados, demonstrando interacdes muito variaveis, principalmente na
microbiota de animais com gengivite e periodontite quando comparados ao fenétipo
saudavel.

Nas analises de rede de coocorréncia ao avaliar as interacdes nas diferentes
situacdes clinicas, os sitios dentarios com gengivite e periodontite apresentaram maior
namero de interacdes positivas, diferentemente dos resultados de maior numero de
interac6es negativas observados em redes de biofilme de ovelhas, cabras e bovinos
com periodontite (Borsanelli et al., 2021a; Borsanelli et al., 2022a; Borsanelli et al.,
2022b).

A rede de sitios dentarios saudaveis com menor numero de interacdes positivas
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se assemelha aos estudos anteriores em cabras com processos ativos de
periodontite, as quais apresentaram mais interagdes nas redes de animais com
periodontite do que nas redes dos animais clinicamente saudaveis (Borsanelli et al.,
2022a).

Redes com muitas interagdes positivas tendem a indicar cooperacao entre 0os
membros deste nicho, podendo exercer a premissa de serem complementares ou
dependentes, 0s quais representam um possivel grupo central essencial de
microorganismos para que o ambiente prospere mesmo em condi¢des desfavoraveis

ao hospedeiro (Fernandez et al., 2015).

5. Concluséao

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

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

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

periodontais.
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CAPITULO 3 - Consideracdes finais

Os estudos sobre a composi¢ao da microbiota bucal e dos biofilmes
dentérios de ruminantes que englobam desde as analises de cultivo
microbiano até as técnicas de biologia molecular de PCR e
sequenciamento do gene 16S rRNA, revelam a complexidade envolvida
na elucidacéo dos fenbmenos etiopatologicos relacionados as doencas de
etiologias multifatoriais, como séao as doencas periodontais.

Nas andlises de diversidade, riqueza e composi¢do microbiana do
ecossistema bucal, alguns fatores se destacam como o estado fisiol6gico
do hospedeiro, e, adicionalmente, a disbiose dessas comunidades
microbianas que desencadeiam doencas periodontais as quais
comprometem a saude e bem-estar dos animais, com perdas produtivas
e reprodutivas.

No microbioma dental da categoria de bovinos jovens, ficaram
evidenciadas as diversas manifestagbes clinicas bucais, que incluiram
desde sitios dentarios saudaveis a doentes, com condi¢des de gengivite
e periodontite. Nas analises de diversidade dessa microbiota os sitios
dentarios com periodontite, quando comparados a sitios dentarios com
gengivite, apresentarem-se muito mais diversos.

Foram classificadas em todas as condicdes clinicas avaliadas as
espécies Caviibacter abscessus, Mannheimia haemolytica,
Fusobacterium nucleatum, e observados nas analises de abundancia e
nas comparacdes entre diferentes ASVs nos sitios dentarios com
periodontite o filo Fusobacteriota representando 27,6% e o género
Caviibacter representando 19,78%.

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

As doencgas periodontais sao enfermidades multifatoriais e a dieta
atua como um dos fatores relacionados ao seu desenvolvimento,

principalmente quando os animais sdo submetidos ao pastejo em areas
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reformadas, porém outras dietas ja foram relacionadas as
periodontopatias.

Em um futuro proximo, as condutas preventivas, diagnosticas e
terapéuticas poderdao ser otimizadas se levarem em consideragao todos
0s aspectos envolvidos nas doengas periodontais em ruminantes. O
processo deve considerar a padronizacdo dos critérios clinicos de
classificacdo das doencas periodontais, avaliagcdo objetiva da saude
bucal, estabelecimento de diretrizes para este diagndstico e o seu controle

nos bovinos.
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