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Nota Prévia

Ao longo deste trabalho irdo ser apresentados termos na lingua Inglesa
cuja traducdo ndo foi realizada com vista a manutencdo do seu significado
original. Tomo como exemplo o sistema de classificacdo a base de ontologias,
as quais me refiro ao longo da presente dissertacdo, em que a permanéncia
das expressbes na lingua Inglesa € essencial para uma classificagdo
terminolégica comum e objectiva, que pode ser utilizada por investigadores e
sistemas informaticos de investigacdo em todo o mundo, evitando-se

ambiguidades e perdas de significados do ponto de vista bioldgico.
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Resumo

Introducdo: A cavidade oral é um ecossistema complexo que reflete as interacfes
moleculares estabelecidas entre proteinas do hospedeiro e proteinas produzidas pelo
microbiota que o coloniza. Isto é verdade ndo sé em estados de saude como também
em diversas patologias.

A microflora podera desempenhar um papel fulcral na etiologia da diabetes e, mais
especificamente, a microflora oral nas complicagfes orais desta patologia. De modo a
esclarecer este papel, urge identificar ndo s6 as moléculas envolvidas mas também os
mecanismos moleculares em que elas participam.

As ferramentas bioinformaticas desempenham um papel importante nesta tarefa,
fornecendo os meios que permitem estabelecer os pares de proteinas interactuantes,

ou seja, o interactoma hospedeiro-microbiota em diabetes.

Objectivo : Determinar e interpretar do ponto de vista fisiopatolégico o conjunto de
interacbes entre as proteinas microbianas e do hospedeiro, na cavidade oral, no

contexto da diabetes.

Materiais e Métodos : Identificar os microrganismos alterados em diabetes e fazer o
levantamento das proteinas produzidas por eles. Atualizar a informacéao relativa as
proteinas humanas alteradas em diabetes. As proteinas identificadas foram incluidas
no OralCard e submetidas ao Oralint de modo a estabelecer o interactoma
hospedeiro-microbiota em diabetes. Os resultados obtidos foram interpretados e

discutidos a luz da fisiopatologia da diabetes.

Resultados e discussdo : De entre todas as interacdes obtidas, foram avancadas
como hipoteses 6 interagdes nunca propostas para para DMT1 e 24 interacdes para
DMT2. Destas foram detalhadas a interacdo entre interleucina-1 beta e uma
aminometiltransferase microbiana e entre a mieloperoxidase e uma C5a peptidase
humana. Ambas as interacfes discutidas em detalhe e outras sugeridas neste trabalho
revelam evidéncia de suporte ao facto da resposta a infecdo por parte de pacientes

diabéticos estar comprometida.

Palavras-chave : proteoma oral, OralOme, interatdbmica inter-organismo, diabetes,

biomedicina computacional
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Abstract

Introduction : The oral cavity is a complex ecosystem that reflects the molecular
interactions established between proteins from the host and proteins produced by the
microbiota which colonizes it. This is not only true for healthy states, but also for many
pathologies.

The microflora could play a fundamental role in the etiology of diabetes and, more
specifically, the oral microflora could play a role in the oral complications of this
pathology. In order to establish this role, it urges to identify not only the molecules
involved, but also the molecular mechanisms in which they participate.

The bioinformatic tools play an important role in this task, providing the means to
establish the pairs of interacting proteins, which is the host-microbiota interactome in

diabetes.

Goals: To determine and interpret, from the phisiopathological point of view, the set of
interactions between microbial and host proteins, in the oral cavity, in the context of
diabetes.

Materials and Methods : To identify the altered microrganisms in diabetes and the
proteins produced by them. To update the information related to altered human
proteins in diabetes. The identified proteins were included in OralCard and submitted to
Oralint, in order to establish the host-microbiota interactome in diabetes. The results

were interpreted and discussed according to the fisiophatology of diabetes.

Results and Discussion : Among all the obtained interactions, there were selected 6
interactions in DMT1 and 24 interactions in DMT2, which were presented as
possibilities, never proposed before. Among these, there were detailed the interaction
between interleukin-1 beta and an microbial aminomethyltransferase and between
myeloperoxidase and a human Cb5a peptidase. Both interactions discussed in detail
and others suggested in this work give support to the fact that the infection response is

compromised in diabetic patients.

Key-Words: oral proteome, OralOme, inter-organism interactomics, diabetes,

computational biology
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1 Introducéo

1.1 Diabetes Mellitus

Encontra-se classificado, sob a denominacéo de Diabetes Mellitus (DM),
um conjunto de patologias metabdlicas que se caracterizam por um estado
hiperglicémico crénico, que geralmente conduz a diversas complicagbes de
ordem sistémica (1, 2).

Os dois principais tipos de Diabetes sdo o0 1 e 0 2, existindo ainda
diversos tipos de diabetes secundarios menos comuns (1, 3, 4).

Estima-se que, do total de pacientes diabéticos, cerca de 10% sofram de
Diabetes Mellitus do Tipo 1 (DMT1) e os restantes 90% de Diabetes Mellitus do
Tipo 2 (DMT2) (1, 5).

A DMT1 tende a manifestar-se em pessoas jovens, geralmente com
idade inferior a 20 anos. Apresenta-se histologicamente como uma destruicédo
auto-imune das células B do pancreas, caracterizando-se, entéo, pela auséncia
de secrecao de insulina. Os sintomas tradicionais séo a polifagia, a polidipsia e
a poliaria. Os pacientes apresentam também uma tendéncia marcada para a
perda de peso sUbita, sem outra causa associada, assim como para a
cetoacidose e o coma (1, 2, 5).

A DMT2 geralmente ocorre em pacientes com idade superior a 40 anos,
embora a sua incidéncia esteja a aumentar em jovens adultos (6). Nesta
condicdo, a sintese de insulina pelas células B pancreaticas encontra-se
preservada, estando o problema relacionado com uma secrecéo insuficiente
e/ou com uma resisténcia periférica a insulina aumentada (1). Desenvolve-se
mais comummente em individuos obesos, resultando, em grande medida de
fatores modificaveis, como a dieta, o exercicio fisico e o consumo de alcool (3),
podendo ser controlada por meio de cuidados dietéticos e/ou farmacoterapia

hipoglicemiante oral (4, 5).



1.1.1 Fisiopatologia

Na DMT1, verifica-se uma auséncia completa de insulina, causada pela
destruicdo das células B pancreaticas, geralmente produzida por um
mecanismo auto-imune que, em alguns casos, pode ser despoletado por uma
infeccdo virica. Alem disso, linfécitos T infiltram as ilhotas de Langerhans do
pancreas, podendo ser detetados auto-anticorpos contra o tecido alvo (2).

Na DMT2, existe uma deficiéncia relativa de insulina. A secrecao de
insulina pode ser normal ou até aumentada, mas depara-se com uma
sensibilidade periférica a insulina diminuida. A reducdo da sensibilidade a
insulina afeta, principalmente, o metabolismo da glicose (2, 3).

A insulina assume um papel de criacdo de reservas energéticas, no
organismo humano. Promove a captacdo de aminoacidos e glicose,
especialmente nas células musculares e adiposas. Ao nivel destas células a
insulina induz a sintese de proteinas e inibe a sua degradacao. A nivel hepético
e muscular, estimula a sintese de glicogénio e inibe a gluconeogénese a partir
de aminoacidos, além de promover a sintese de trigelicerideos e lipoproteinas,
assim como a secrec¢ao hepatica de VLDL (3).

Num quadro de deficiéncia aguda de insulina, a auséncia do seu efeito
sobre o metabolismo da glicose resulta em hiperglicemia. A acumulagéo
extracelular de glicose conduz a hiperosmolaridade. A nivel renal, verifica-se a
excrecdo de glicose na urina, resultando numa diurese osmatica, por perda
concomitante de agua (politria), Na*, K*, com desidratacio e sede (polidipsia).
A desidratagcdo conduz a hipovolemia, com diminuicdo correspondente da
circulacdo. A secrecao associada de aldosterona aumenta a deficiéncia de K+,
ao mesmo tempo que a libertacdo de epinefrina e glicocorticéides exacerba o
catabolismo. O fluxo sanguineo renal reduzido diminui a excrecao renal de
glicose, agravando o quadro de hiperglicemia. As células perdem mais P e Mg,
que sao também excretados pelos rins. Na presenca de uma deficiéncia de
insulina, as proteinas sdo degradadas em aminoacidos nos musculos e outros
tecidos, o que, associado a desregulacdo electrolitica, produz fraqueza
muscular. No esquema metabdlico, prevalece a lipolise, com libertacdo de
acidos gordos para a corrente sanguinea (hiperlipidacidemia). A nivel hepéatico

ocorre a producéo de acido aceto-acético e acido B-hidroxibutirico, a partir dos
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acidos gordos. A acumulagdo destes acidos provoca acidose, forcando o
paciente a respirar profundamente (respiracdo de Kussmaul). Alguns dos
acidos gordos sofrem degradacdo em acetona (corpos cetdnicos).
Concomitantemente, sdo ainda produzidos triglicerideos no figado, a partir de
acidos gordos, e incorporados em VLDL. Uma vez que a deficiéncia de insulina
retarda a degradacdo das lipoproteinas, a hiperlipidemia é agravada. A
degradacéao de proteinas e lipidos, bem como a politria, resultam em perda de
peso (3). Quando a hiperglicemia adquire um estado crénico, verifica-se a
reducdo da glicose a sorbitol, ao nivel das células que contém a enzima
aldose-redutase. O sorbitol, um alcool hexahidrico, ndo consegue passar a
membrana celular, o que resulta no aumento da sua concentracdo intracelular,
com turgescéncia celular.

Decorrentes destes mecanismos, geram-se as principais complicagbes
sistémicas da DM (2, 4). A nivel ocular, a incorporacdo de agua diminui a
transparéncia lenticular (cataratas). A acumulacdo de sorbitol nas células de
Schwann e nos neurdnios reduz a conducdo nervosa (polineuropatia). As
células que nao captam glicose, como os linfécitos, “encolhem”, como resultado
da hiperosmolaridade extracelular, prejudicando as suas func¢des (propensao a
infeccdo). O estado hiperglicémico promove a sintese de proteinas plasmaticas
gue contém acucar, como o fibrinogénio, a haptoglobina e a az-macroglobulina,
assim como os fatores de coagulacédo do V ao VIIl, com um aumento do risco
protrombético (3, 4).

A ligacéo da glicose a grupos amina livres, formam-se AGEs (produtos
finais de glicosilacdo avancada). Ligando-se aos respetivos recetores da
membrana celular, os AGEs promovem a deposicdo de colagénio nas
membranas basais dos vasos sanguineos. O espessamento das membranas
basais, com permeabilidade reduzida e estreitamento do lumen, conduz a
microangiopatia. Esta condicdo, a nivel da retina, pode conduzir a retinopatia.

A nivel renal, verifica-se glomerulosclerose, que pode resultar em
proteindria, reducdo da taxa de filtracdo glomerular devido a perda de
glomérulos, hipertenséao e insuficiéncia renal.

Associando o aumento de VLDL sérico ao aumento do risco

protrombdtico, a hipertensdo promove o desenvolvimento de macroangiopatia,



com potencial para lesar ainda mais 0s rins e causa enfarte agudo do
miocardio, acidente vascular cerebral e doencga vascular periférica.

A glicose pode, ainda, reagir com a hemoglobina para formar HbA, cuja
quantificacdo sérica € uma medida do controlo da DMT, indicando um estado
hiperglicémico que tem estado presente por algum tempo (3 a 6 semanas antes
da mensuracéo) (1, 3, 7).

1.1.1.1 Mecanismos moleculares fisiopatoldgicos

A nivel molecular, sdo varios 0os mecanismos que a patologia diabética
pode afetar.

Os principais mecanismos que sofrem interferéncia no que diz respeito ao
desenvolvimento micro e macro-vaculares sdo a via dos polidis, a via da

proteina cinase C e a via da hexosamina (8).

1.1.1.1.1 Via dos polidis

A via dos polidis atua na conversao da glicose intracelular em alcodis de
acucar, em reacOes catalizadas pela enzima aldose redutase. Esta induz a
conversdo de glicose em sorbitol, que por sua vez despoleta uma série de
variacdes intracelulares nos tecidos vasculares. A aldose redutase tem uma
fraxa afinidade pela glicose. Perante concentracdes normais de glicose, em
pacientes ndo diabéticos, o metabolismo da glicose por esta via representa
uma percentagem muito pequena da utilizacao total de glicose. Numa situacao
de diabetes, a hiperglicemia induz um aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), através da cadeia transportadora de eletrdes
mitocondrial, conduzindo a ativacdo da aldose redutase e 0 subsequente
aumento na conversdo da glicose em sorbitol. O sorbitol, por sua vez, é
oxidado em frutose, pela sorbitol desodrogenase, com NAD" reduzido a NADH.
Este processo consome NADPH, e determina uma diminuicdo na regeneracao
de glutationa, induzindo uma exacerbacdo na producdo de ROS, com
deterioragéo vascular (figura 1).
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Figura 1 - Via dos polidis alterada em situacdo dia bética. A hiperglicemia induz uma

sobreproducéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) , que conduz, por sua vez, ao aumento da

conversao da glicose em sorbitol e a sua oxidagdo e = m frutose, com uma exacerbacéo final da

produgdo de ROS. Abreviaturas: ROS, espécies reativas de oxigénio; SDH, desidrogenase do

sorbitol; NAD, nicotinamida adenina dinucleétido; N ADP, nicotinamida adenina dinucleétido
fostato; NADPH, nicotinamida adenina dinucleétido f osfato reduzida (8).

1.1.1.1.2 Via da proteina cinase C

Niveis elevados de glicose intracelular conduzem também a ativacdo da
proteina cinase C (PKC). Quando ativada, esta proteina altera a funcéo celular
de diversas maneiras. Induz a producédo aumentada de produtos como o TGF,
o colagénio e a fibronectina, que atuam no espessamento da membrana basal
das células endoteliais, o PAI-1, que atua na oclusdo vascular trombdtica, o
VEGF, que atua no aumento da permeabilidade vascular e na angiogénese, e 0

NF-kB, que atua ao nivel da inflamacao (figura 2).
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Figura 2 - Via da proteina cinase C. Elevadas concent ragdes de glicose intracelular aumentam a
producgdo do segundo mensageiro diacilglicerol nas c élulas endoteliais, 0 que conduz a ativagéo
da PKC e causa uma subsequente expressao de uma séri e de genes pré-inflamatérios e fatores de

crescimento, como TGF f, colagénio, fibronectina, PAI-1, VEGF, possivelmente associados a
ativacdo do NF- kB. Abreviaturas: ROS, espécies reativas de oxigénio; DAG, diacilglicerol; PKC,
proteina cinase C; TGF B, factor de crescimento tumoral; PAI-1, inibidor do ativador de

plasminogénio-1; VEGF, factor de crescimento do endot élio vascular; NF- kB, factor nuclear-kappa
B (8).

1.1.1.1.3 Via da hexosamina

A via da hexosamina também ¢é ativada perante hiperglicemia intracelular.
Neste caso, a frutose-6 fosfato, um intermediario glicolitico, é convertida em
glicosamina-6  fosfato, pela enzima glutamina frutose 6-fosfato
aminotransferase (GFAT). O maior produto resultante de tais reacdes é a
uridina difosfato N-acetilglucosamina, a qual € um substrato para a modificacédo
por parte da O-acetilglucosamina (O-GIcNAc) de diversas proteinas alvo e
fatores de transcricdo em residuos de serina e treonina. Em estados normais
de glicemia, apenas uma pequena fracdo da glicose (1-3%) é metabolizada por
esta via. As consequéncias funcionais da ativacao desta via sao representadas
pela expressdo e atividades aumentadas de PAI-1 e TGFB, sendo ambos os
efeitos mediados pela modificacdo operada pela O-GIcNAc no fator de
transcricdo Spl (Specificity Protein 1).

Uma meta-andlise reporta as principais vias moleculares alteradas em
DMT2 (9). Na identificacdo de grupos de genes associados com a DMT2,
conclui-se que estes se integravam em trés principais vias moleculares: “PPAR
signaling”, “Adipocytokine signaling” e “Insulin signaling pathway”. Mais
especificamente, no que se refere ao metabolismo dos &acidos gordos,

encontrou-se uma forte associacdo com as vias do alindamento dos acidos



gordos saturados e insaturados, complementadas pelas categorias de
ontologias genéticas “positive regulation of fatty acid biosynthesis”, “positive
regulation of fatty acid metabolism”, “fatty acid binding” e “fatty acid oxidation”.
Também em relacdo as cascatas de ativacdo da via do complemento e da
coagulacao, verificou-se a sua complementacéo pelas vias “initial triggering of
complement” e “complement cascade” e pelas ontologias genéticas “defense
response” e “complement activation, alternative pathway” (9).

No que diz respeito a sinalizacédo celular, os recetores de tirosina cinase
(RTKs), que incluem os recetores de superficie membranar EGF (epidermal
growth factor), VEGF (vascular endothelial growth factor), PDGF (platelet-
derived growth factor), IGF-I (insulin-like growth factor-1) e o recetor de insulina
e as proteinas G constituem dois grandes grupos de vias de sinalizacdo que
devem intercomunicar de maneira a obter uma sinalizagdo apropriada na
regulacéo da proliferagédo celular, da diferenciacéo celular e do metabolismo. A
insulina provoca o recrutamento de proteinas G para complexos baseados em
recetores de insulina, que regulam a autofosforilagcdo catalizada de recetores
de insulina, um ponto proximal na cascata de sinalizacdo sensivel a insulina
(10).

No que diz respeito a adesao celular, tem sido demonstrada uma forte
associacdo entre a DM e a expressdo aumentada de moléculas de adeséo
celular (CAMs), tanto em DMT1 como em DMT2. As CAMs estéo envolvidas na
interacdo entre os leucdcitos circulantes e o endotélio. Uma expressao
aumentada de CAMs conduz a que o endotélio se torne mais permeavel aos
monaocitos. Num estudo que procurou averiguar quais 0s processos celulares
comuns em interacdes proteina-proteina em doencas auto-imunes, conclui-se
que, no caso especifico da DMT1, os mecanismos do sistema imune em que
se verificavam mais interagcbes eram a regulacdo da apoptose celular, a
regulacéo da transcricdo, a regulacao do ciclo celular, a regulacdo da producédo
de citocinas, a ativacdo das cascatas de Nf-kB e de MAPKK e a regulacédo da

ativacdo de células T (11).



1.1.2 Complicag¢des Orais

A hiperglicemia cronica, além de provocar lesbes em 0rgdos como 0s
rins, olhos, nervos, vasos sanguineos e o coracao, pode também comprometer

a funcéo salivar, conduzindo a uma reducéo no fluxo salivar.

1.1.1.2 Reduc¢ao do fluxo salivar

A reducao do fluxo salivar, como consequéncia de hiperglicemia aguda,
pode provocar as seguintes alteracdes orais: aumento da concentracéo de
mucina e glicose; comprometimento da producdo e/ou accdo de vérios fatores
antimicrobianos, compromentendo a a¢ao do sistema imune (12).

E comummente encontrado em pacientes diabéticos um aumento de
volume das glandulas parétidas, designado de sialose, que geralmente é
seguido por uma diminuicdo da produgéo salivar, conduzindo a xerostomia (13,
14). Esta ocorréncia fica a dever-se a infiltracdo adiposa no parénquima
glandular, com alteracbes nas ceélulas acinares e ductais. As alteracdes
salivares provocadas pela DM incluem fatores bioquimicos, como sendo a
concentragdo de glicose, o nivel total de proteinas, albumina, lisosimas,
peroxidase, electrolitos (sodio, potassio, cloro, fosforo, magnésio e calcio),
amilase, IgA e capacidade tampdo. A hipossalivacdo pode causar glossodinia,
lceras, queilite, lingua fissurada, caries e dificuldades na manutencdo da
retencdo de proteses removiveis, o que leva a trauma dos tecidos moles,
predispondo para a ocorréncia de infecdes. Também, a atricdo entre tecidos
moles e duros aumenta a exfoliacdo de células da mucosa, podendo conduzir a

lesdes brancas e vermelhas.

1.1.1.3 Doenca periodontal

A doenca periodontal é, talvez, a complicacdo oral com uma relagéo
melhor estabelecida com a DMT, sendo que muitos autores a tém considerado
como uma das complicagfes sistémicas mais comuns da DM. Alguns estudos

encontraram uma prevaléncia de 9,8% em pacientes com DMT1, em oposicéo
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a uma prevaléncia de 1,6% em pacientes ndo diabéticos. No caso de pacientes
com DMT2, o risco de desenvolver doenca periodontal € 3 vezes superior ao
da populacdo geral (15). Algumas das alteracdes ja explanadas poderéo
explicar o aumento da suscetibilidade de pacientes diabéticos ao
desenvolvimento de doencga periodontal: o compromentimento da funcdo de
leucécitos polimorfonucleares; anormalidades no metabolismo do colagéneo e
na formacdo de AGEs que afetam a estabilidade do colagéneo e a integridade
vascular. Os AGEs ligam-se a recetores de macréfagos e mondcitos e
aumentam a producdo de IL-1 e TNF-a (14), 0 que aumenta a suscetibilidade a
destruicédo tecidular (5, 12, 13, 16).

1.1.1.4 Alteracoes do paladar

As alteracdes de paladar resultam tanto da alteracdo quantitativa como
da alteracdo qualitativa do fluxo salivar, tendo uma forte relacdo com
deficiéncias na producédo de gustina e zinco, que intervém na maturacdo das
papilas gustativas. Esta alteracédo de paladar influencia a selecao dos alimentos
a ingerir, com uma tendéncia para preferir alimentos doces, agravando a

condicao hiperglicémica (12, 13).

1.1.1.5 Sindrome da boca ardente

Apesar de existirem estudos que correlacionam a DMT com a sindrome
da boca ardente (13), principalmente devido ao fato desta condicdo estar
associada a baixo fluxo salivar, a sua etiologia é multifatorial, o que torna dificil

estabelecer uma relacéo consistente ou causal entre as duas patologias (17).

1.1.1.6 Aumento da suscetibilidade a infe¢oes

Uma das alteracbes mais fortemente associadas a DMT, e que tem
expressdo na cavidade oral, € o aumento da suscetibilidade a infecdes,
associada ao atraso no processo de cicatrizacdo. Nomeadamente na infegéo
por Candida albicans (13, 18), estes dois aspetos derivam, particularmente, de

modificacdes no conteldo proteico antimicrobiano salivar, no que se refere a



proteinas como a lactoferrina, a lisosima e a lactoperoxidase (19). Para as
infecbes no geral, o aumento da suscetibilidade deriva do comprometimento de
funcdes do sistema imunitario, como a quimiotaxia e a fagocitose diminuidas,
assim como a microcirculacdo afetada. O atraso no processo cicatricial é
particularmente importante em paciente reabilitados com implantes, uma vez
que a formacéo de 0sso e a osseointegracdo se encontram comprometidas em

osso trabecular, afetando, entdo, mais a maxila (12).

1.1.1.7 Carie dentdaria

bY

No que se refere a cérie dentéria, encontrarem-se estudos com
resultados contraditorios no estabelecimento de uma relacdo com a DM (13,
14, 16, 20, 21). Tal relacédo torna-se dificil de determinar, uma vez que o
principal mecanismo da DM que influi na génese de processos cariosos é a
diminuicdo do fluxo salivar, que pode nao ser relevante em pacientes com
niveis glicémicos controlados, ou pode ser algo derivado de outras condi¢cdes
sistémicas associadas. Outra hipotese encontrada em estudos que relacionam
a DMT com a cérie dentaria é a de que, apesar dos pacientes controlados
dieteticamente apresentarem uma menor ingestdo de hidratos de carbono, a
glicose encontra-se mais disponivel no fluido crevicular de pacientes
diabéticos, exacerbando o aparecimento de lesGes cariosas a nivel radicular e

cervical (21).

1.1.3 Microbiota oral na Diabetes Mellitus

z

A cavidade oral humana é o habitat de um dos microbiomas mais
diversificados do corpo humano, que inclui virus, protozoarios, archaea e
bactérias. As comunidades bacterianas encontradas na cavidade oral séo
altamente complexas, com cerca de 1000 espécies presentes, e foi
demonstrado como o0 segundo microbiota mais complexo do corpo humano, a
seguir ao que coloniza o coélon (22).

A simples presenca do microbiota oral inibe a colonizacao por entidades
patogénicas — o fenOmeno da resisténcia a colonizacdo (23). A importancia

deste efeito pode ser asseverada nos casos em que 0 microbiota comensal
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sofre uma disrupcédo, por exemplo nas terapias antimicrobianas. Ent&o,
infecbes oportunistas podem ocorrer, com patogénios como as espécies de
Candida sp. e Staphylococcus aureus.

Desde que, num dia do verdo de 1683, Anthony van Leeuwenhoek
decidiu examinar o biofilme que crescia na sua boca, através de um
microscopio caseiro(24), que tem sido uma longa jornada, até ao estudo
resultante de uma combinacdo de ciéncias dmicas (gendmica, metagenodmica,
transcriptomica, proteGmica e metabolomica) tem sido usada ao longo dos
altimos anos para esmiucgar as interaccdes microbioma-hospedeiro a nivel oral,
relevantes para estados de saude e de doenca (25).

A comunidade bacteriana da cavidade oral é dominada pelos phyla
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes e
Fusobacteria, que contabilizam cerca de 96% das espécies bacterianas
identificadas (26). Sendo que o conhecimento destas comunidades tem sido
revolucionado nas ultimas décadas pelo desenvolvimento dos métodos de
identificacdo taxondmica sobreturdo moleculares e idependentes de cultura.

A composi¢cdo do microbioma oral depende ndo sé de variantes inter-
individuais, como de variantes intra-individuais, nas quais se inclui a influéncia
de fatores sistémicos nas condi¢cdes ambientais a nivel oral.

Assim, a DM, através dos mecanismos fisiopatoldgicos ja descritos, e
das suas implicacbes especificas na fisiologia oral, exerce uma influéncia
importante, nomeadamente em estados de hipeglicémia ndo controlada, na
composi¢cdo do microbioma oral. Um ponto de partida importante para, através
da identificacdo dos microrganismos alterados em estado de patologia

diabética, identificar as alteracdes ocorridas a nivel de protedmica microbiana.

1.3 Protedmica/lnteractémica

Apesar da crescente evidéncia da relacdo entre doencgas cronicas e
alteracdes no microbioma, estas perturbacbes sédo caracterizadas apos a
ocorréncia da doenca e, assim, ndo permitem tirar conclusbes acerca das
relagbes de causalidade entre as alteragBes microbiotas e o fendtipo do
hospedeiro. No entanto, experiéncias em modelos animais indicaram que, em

alguns casos, 0 microbiota aparentemente desempenha um papel causal no
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fendtipo do hospedeiro, e tem-se comegado a desvendar o contributo funcional
de algumas espécies microbianas chave. No entanto, 0 nosso conhecimento da
totalidade das interacbes ente comunidades microbianas e o seu hospedeiro
ainda € muito limitado. Uma tentativa importante de monitorizar as alteracdes a
nivel da composi¢do do microbioma, antes do inicio da doenca e ao longo da
sua progressdo, passa pela realizagdo de estudos de coorte. Assim,
informacéo acerca da variacdo natural na populacdo saudavel e a influéncia a
longo prazo da dieta, dos fatores ambientais e da idade € necessaria para
determinar a variacdo normal do microbioma, ao longo da vida dos individuos.

Nesta senda, recentes avangos nas tecnologias de sequenciagdo e de
bioinformatica criaram novas possibilidades de caracterizacdo do repertorio
completo da genética funcional. Uma vez estabelecida a caracterizacdo do
microbioma, 0 passo seguinte passa pelo desenvolvimento e aplicacdo de
ferramentas de metagendémica funcional, para desvendar os padrbes da
actividade microbidtica, em saude e em doenca.

As interacdes moleculares entre microrganismos e 0s recetores das
células do hospedeiro, assim como as interagfes resultantes do metabolismo
bacteriano da comida sdo mecanismos de comunicacdo com o hospedeiro bem
estabelecidos. A analise de alteracdes globais na expressdo genética de
microrganismos e células do hospedeiro tem-se mostrado de grande utilidade,
por forma a entender como ambas as interagcdes respondem a sinais e
alteracdes a nivel da interface. A andlise das alteracdes na expressao genética
e nas interacOes entre as proteinas derivadas pode ser usada na previsao e
investigacdo de alteracbes ao nivel das vias celulares, e prever e comparar
alteracdes na rede celular (interactoma) (27).

A microbiologia tradicional, que enfatizou a capacidade de realizar
culturas e estudar microrganismos de forma independente, deu lugar a uma
miriade de aplicacdes “metadmicas”, desde o exame da expressao e regulacao
genética (metatranscriptoma), até a producdo proteica (metaproteémica) e de
pequenas moléculas (metabolémica). Esta nova era enfatiza tanto a
necessidade de incorporar os dados de investigagao resultantes de estudos de
culturas individuais, como de comunidades microbianas (28).

Tem sido sugerido que a vida celular esta organizada através de uma

complexa rede de interacdes proteicas, na qual varias proteinas que participam
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nas mesmas vias funcionais tendem a agregar-se em complexos multi-
componentes. A interactomica apresenta-se, entdo, no seio das plataformas
“Omicas”, como a resolucdo da totalidade das interacdes moleculares entre
células, com foco nas proteinas, actuando a par da protedOmica, na detecao, em
larga escala, destes referidos agregados funcionais proteicos-, representando
uma das importantes dire¢cdes da protedmica funcional e providenciando uma
nova visdo do metabolismo celular humano, microbiano e do conjunto dos
varios metabolismos. Se, por um lado, a protedmica nos permite aprender as
funcBes bioquimicas de todos os produtos genéticos (proteinas), a
interactomica permite conhecer a totalidade de todas as interacdes entre eles
(29, 30). Os dados de interactomica colhidos revelam a interacéo fisica e
funcional entre componentes de diferentes niveis celulares.

Mais especificamente, deparamos com a interactomica interespecifica,
nomeadamente na sua abordagem de interacdes microbiota-hospedeiro, entre
as quais se contam as interacoes patogénio-hospedeiro ou simbionte-
hospedeiro. A interactomica aplicada a este tipo especifico de interacdes pode
permitir formular conhecimento acerca de fatores proteicos de viruléncia,
previsdo dos pontos de ataque nas células do hospedeiro e a clarificacdo das
vias de interacdo molecular durante o processo infecioso. As interacdes mais
visadas sdo as do tipo proteina-proteina (PPI's), sendo que uma estratégia
comum por parte de microrganismos patogénicos passa por imitar os dominios
ou locais de ligacdo PPI das células eucariotas, por forma a remodelar a rede
PPl do hospedeiro, tratando-se, entdo, de interagbes com grande
especificidade (31). Alguns microrganismos, nomeadamente 0s virus, tém
desenvolvido estratégias, por meio das interacbes PPl que estabelecem com
células do hospedeiro, visando contornar a defesa celular e manter o controlo
sobre a maquinaria celular (32). Estes sistemas PPI que integram os objetos de
estudo da interactbmica organizam-se em arquitecturas funcionais complexas
(33).

Nesta senda, importa estabelecer bases de dados que contenham toda a
informacéo disponivel acerca das proteinas expressas pelo microbiota e pelo
hospedeiro envolvidos na interacdo em causa, além de determinar a rede
complexa de interacdes moleculares, como foco nas de indole proteica, e

estabelecer aquelas que podem conduzir a alteragcbes patolégicas, por
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interferirem na maquinaria celular, sem descurar o fato de que nem todas as
interacdes microbiota-hospedeiro sdo patogénicas, podendo estabelecer-se de
uma forma simbidtica. Em suma interessa conhecer e catalogar as interacdes
descritas para poder propor e verificar novas interagdes do ponto de vista
tedrico que terdo de ser confirmadas no laboratério.

O interactoma celular e as PPIs intra e inter organismos podem ser
obtidos por diversos tipos de abordagens, sendo uma delas a aplicacdo de
métodos computacionais na identificacdo sistematica de interacbes proteicas
(34).

1.4 Ferramentas bioinformaticas

Para chegar ao estudo e determinacdo da interactomica numa
determinada patologia, temos ao dispor diversas ferramentas bioinformaticas,
gue podemos agrupar em dois grupos. O primeiro grupo corresponde ao das
ferramentas que disponibilizam dados de protedmica e permitem a
classificacdo das proteinas em ontologias genéticas, permitindo, como tal, a
sua classificacdo funcional. O segundo grupo permite agrupar as proteinas em
pares interactuantes e analisi-las em “clusters” de fun¢des bioldgicas.

O OralCard apresenta-se como uma ferramenta bioinformética que
integra a informacdo manualmente anotada de artigos que refletem o
ecossistema molecular oral (fisioma oral). A sua base de dados € composta
pela informacdo experimental derivada do proteoma oral tanto de seres
humanos (oraloma), como de origem microbiana (microoraloma), organizada
por proteinas, doencas e organismos. Desta forma, constitui um recurso dos
investigadores na compreensdo dos fundamentos moleculares com
implicacbes nos mecanismos bioldgicos e patologicos da cavidade oral (35).

Associado ao OralCard, o Oralint compreende a informag&o constante no
OralCard, trabalhada do ponto de vista da transicdo da proteémica para a
interactdbmica, com a previsao dos pares de proteinas interatuantes de todas as
proteinas presentes na base de dados do OralCard (36).

Na classificacdo ontoldgica de proteinas, o Agbase apresenta-se como
uma ferramenta bioinformatica que disponibiliza recursos para facilitar a

modelacdo de informacdo de genomica funcional e anotacbes estruturais e
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funcionais de genomas de animais, plantas, microbios e parasitas com
importancia para a agricultura. Providencia cerca de 590240 ontologias
genéticas (GO) para produtos genéticos provenientes de 64 espécies
diferentes. Disponibiliza ferramentas como o GORetriever — que analisa os
produtos genéticos com anotacbes em ontologias genéticas — e o0
GOSlimViewer — que apresenta uma analise qualitativa da informacgéo
introduzida (37).

Também, o UniProt (Universal Protein Resource) é uma ferramenta de
facil acesso para a anotacao funcional de proteinas(38).

Por forma a facilitar a visualizacdo das redes de interactomica, existe o
Cytoscape, um projeto de software open-source para a integracédo biomolecular
de redes de interacdes(39). Este permite também integrar as proteinas em
diversos graus de visualizacdo, permitindo estabelecer grupos de proteinas
interactuantes organizados de acordo com critérios, como por exemplo a

funcao biologica.
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2 Objetivos

O presente trabalho pretende, através do estudo in silico da informacéo

resultante dos dados de proteémica derivados do OralCard, apds a sua

atualizagdo, e dos dados de interactomica do Oralint, estabelecer uma

abordagem primaria as PPIs interespecificas que poderdo apresentar alguma

significancia no quadro da fisiopatologia da doenca diabética, abrindo caminho

para que, em estudos futuros, se possa averiguar a utilzacado da identificacédo

de parametros biolégicos associados as interagdes propostas no diagnéstico

desta patologia, através da cavidade oral. Assim sendo, foram definidos como

objetivos para este trabalho:
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rever a literatura atual de estudos de proteémica da cavidade oral do
paciente diabético;

anotar manualmente a informacdo proveniente da revisdo de artigos
cientificos, considerada essencial para interpretar os dados de
protedmica e, consequentemente, de interactomica,

atualizar o OralCard, se necessario, com a informacéao recolhida;

realizar a analise in silico dos dados obtidos através de ferramentas
bioinforméaticas;

analisar e selecionar as proteinas humanas e microbianas que poderao
ter interesse para andlise interactbmica, em termos de PPlIs
interespecificas, a luz da fisiopatologia da DM;

analisar individualmente as interacdes resultantes da selecéo realizada,
no que se refere a possibilidade de integrarem alteragcbes moleculares a

nivel das proteinas intervemientes, com implicacdes funcionais.



3 Material e Métodos

De maneira a cumprir 0s objectivos determinados, segue-se a
metodologia descrita neste capitulo.

O primeiro passo envolveu a revisdo da literatura e recolha de dados
relativamente a proteinas microbianas, encontradas na saliva, e proteinas
humanas alteradas, associadas a Diabetes Melitos dos tipos 1 e 2.

Os dados foram tratados em ferramentas bioinforméaticas.

3.1 Atualizacdo do Oraloma da DMT1 e DMT2

Recorrendo a base de dados do OralCard, verificou-se a auséncia de
proteinas microbianas identificadas para a Diabetes Melitos Tipo 1, e apenas
duas para a Diabetes Melitos Tipo 2, a Phosphoribosylaminoimidazole
carboxylase e o Factor de Alongamento G.

De modo a verificar a publicacdo de dados relativos a novas proteinas
de origem microbiana, com a finalidade de estabelecer a interactomica entre
estas e as proteinas humanas ja encontradas, principiou-se com a atualizagédo
dos microrganismos associados com a Diabetes Mellitus, recorrendo-se a base
de dados Medline®, através do motor de busca PubMed, utilizando a seguinte
metodologia de pesquisa (palavras-chave, operadores booleanos e limites):

- (microbiota) AND (diabetes) AND (oral);

- (diabetes type 1) AND (micro*) AND (oral);

- (diabetes type 2) AND (micro*) AND (oral);

- (diabetes type 1) AND (microbiome OR microorganism);

- (diabetes type 2) AND (microbiome OR microorganism).

De entre todos os resultados obtidos, foram selecionados 8 artigos, com
0 cuidado de excluir todos aqueles cuja metodologia ndo envolvesse a
caracterizacdo microbiana de amostras salivares, em casos de DMT1 e DMT2
(40-47).

Os dados recolhidos dos artigos, foram compilados num livro do
Microsoft Excel™, por forma a complementar as tabelas ja elaboradas por
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Patricia Moreira (48) e por Vitor Bras (49).

A analise de cada um dos estudos experimentais permitiu anotar
manualmente uma série de informagfes consideradas essenciais para a
interpretacdo dos dados catalogados. Esta inclui dados de identificacdo de
cada um dos microrganismos, o local de obtencdo da amostra, a relacdo de
cada proteina com os estados de saude e de doenca, a caracterizacdo do
dador da amostra e a caracterizagdo dos métodos de amostragem e de

analise.
Organism Name Domain  |All Body Subsites
v - w
Disease (OMIM ID or . Type of .
I-[ea.rth_ Diseases Databuss) . Disease (MeSH ID) . Diabolos. Reguiaut:)_n

| = - - | = | =

= e Exclusion
Age grou? Gendfe_r* Social Habits |eriteria

|- |- L - ,vl

Methods of |Methods of —
sampling** |Analysis** Type of Stud.s_t C:talron{r{CBiliD}

| = Bt - |

Figura 3 - Cabecalhos que permitem a organizacdo da  informac&o recolhida dos diferentes estudos
microbioldgicos da cavidade oral, em DMT1 e DMT2, n  uma tabela em Microsoft Excel 2007.

3.1.1. Identificacao e origem dos microrganismos orais da DMT1 e DMT2

Procedeu-se primariamente ao preenchimento da tabela no que se refere
a identificagdo completa dos microrganismos identificados nos estudos
recolhidos.

Para tal, recorreu-se a base de dados Taxonomy, do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/). Os microrganismos foram, entao,

caracterizados em termos de Taxon ID, nome, dominio e local de recolha.

Domain All Body Subsites

Figura 4 - Cabecalho da tabela em Microsoft Excel 2 007 relativo a identificagdo e origem dos
microrganismos da DMT1 e DMT2.
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3.1.2. Relacido com os estados de satuide e doenca

A anotacdo da relagcdo dos microrganismos da DMT1 e DMT2 com os
estados de saude ou doenca permite inferir se os microrganismos em andlise
estdo presentes exclusivamente em individuos saudaveis, se apenas estdo
presentes na saliva de individuos com uma determinada patologia ou se estédo
presentes em ambos 0s casos. Também se estabeleceu a diferenciacdo dos
microrganismos no que se refere a sua presenc¢a nos dois tipos de Diabetes.
Para identificar a patologia foi anotado o seu OMIM ID (Online Mendelian

Inheritance in Man) e o seu c6digo MESH (Figura 5).

Disease (OMIM ID or " Type of
HEa Diseases Database) y DESESe e ) Diabete:n

| = | = -

Regulation

>

Figura 5 - Cabecalho da tabela em Microsoft Excel 20 07 da relagdo dos microrganismos com 0s
estados de saude e doenca.

A regulagédo de um determinado microrganismo corresponde a variagao
da sua expressao na doenca em relacao ao controlo saudavel. A regulacéo das
proteinas salivares da DMT1 e DMT2 teve em consideracdo a fold change

calculation:

Numero de ocorréncias na doenca
= Valor

NUmero de ocorréncias no controlo

Hipdtese a) valor =1: regulagéo positiva (+)
Hipdtese b) 0 <valor <1: regulagcédo negativa (-)

Em b), é necessario realizar o quociente abaixo descrito para que se

obtenha uma regulagéo com valor negativo:

——— = Y (aeste é atribuido o valor
Valor  negativo = -Y)

Este quociente permite uma melhor interpretacdo dos dados, uma vez

gue uma fold change calculation com um valor de, por exemplo, 0,5
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corresponde a uma diminuicdo na quantidade de expressao da proteina de 2
vezes. Realizando o quociente descrito em b) obtemos diretamente o valor de -
2, 0 que torna a interpretacao dos dados mais direta.

3.1.3. Caracterizacao do dador da amostra

A caracterizacdo do dador da amostra inclui a sua faixa etéaria, género e
habitos sociais (por exemplo o tabagismo), uma vez que estes fatores podem
ser modificadores do microbioma oral dos individuos. Os critérios de excluséo
definidos pelos autores de cada estudo analisado foram igualmente anotados
(Figura 6).

. o Exclusion
Age group|Gender®| Social Habits |criteria

- w - w

Figura 6 - Cabecalho da tabela em Microsoft Excel 20 07 referente a caraterizacdo do dador da
amostra.

3.1.4. Métodos de amostragem e analise

Os métodos de amostragem e analise permitem caracterizar a
metodologia utilizada na colheita, na identificacdo e na analise dos

microrganismos salivares (Figura 7).

Methods of [Methods of
Sampling™ |Analysis™*

o

Figura 7 - Cabecalho da tabela em Microsoft Excel 2 007 referente aos métodos de amostragem e
analise para os microrganismos da DMT1 e DMT2.

3.1.5. Outras informacgoes

Foram ainda anotadas informagOes acerca do tipo de estudo e
observacoes relevantes para o efeito.
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3.2 Tratamento dos dados de interactdmica do Oralln t

Recorrendo ao Oralint (36), foi realizada uma andlise de interactémica
das proteinas microbianas com as humanas, elaborou-se uma tabela em
Microsoft Excel 2007, entrecruzando os codigos UniProtKBAC disponibilizados
na base de dados, com os dados encontrados na base de dados total do
OralCard(35), uma ferramenta bioinformatica que consiste num repositério que
indexa os dados de diversos estudos de protedmica da cavidade oral a partir
de anotacdes manuais.

Na tabela, P1 e P2 designam os pares de interacbes, com Pl a
corresponder a proteina humana e P2 a corresponder a proteina bacteriana.

Por forma a obter apenas as PPI's referentes a DMT1 e DMT2, realizou-
se uma filtragem avancada da tabela total de interacdes do Oralint, utilizando
para tal as proteinas humanas identificadas nas respetivas patologias na tabela
do OralCard. Desta forma, obtendo a lista completa de PPI's entre proteinas
humanas e bacterianas identificadas em DMT1 e DMT2.

Os pares de interacbes obtidos, foram, entdo, utilizados para construir
uma tabela, com identificacdo das diversas proteinas, em termos de cddigo

UniPrto, nome, microrganismo e doenca associada (figura 8).

UniProt |Name Organism |Disease (Mesh) |UniProt |Name Organism |Disease (Mesh)

Figura 8 - Cabecalho da tabela em Microsoft Excel 20 07 referente as interagdes disponibilizadas no
Oralint.

Na elaboracgéo da tabela, comecou-se por importar os dados presentes na
base de dados OralCard, actualizada até ao dia 15-12-2013, para uma folha do
mesmo livro do Microsoft Excel, que se designou de “Oraloma”.

De seguida, no preenchimento das colunas referentes as diversas
informacdes pretendidas para a caracterizagdo das proteinas, recorreu-se a
diversas formulas do mesmo programa.

No que se refere ao preenchimento da coluna referente ao nome das
proteinas humanas, a formula utilizada foi
“=PROCV($A3;0raloma!$A$2:Y$21086;2;FALSO). Para o preenchimento da
coluna referente ao nome do organismo no qual foi encontrada a proteina a ser

expressa, foi utilizada a férmula
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“=PROCV($A3;0raloma!$A$2:2$21086;3;FALSO)". Para o preenchimento da
coluna referente a doenca na qual foi encontrada a proteina a ser expressa,
recorreu-se a formula “=PROCV($A3;0raloma!$A$2:AA$21086;15;FALSO)".

No que concerne ao preenchimento das informacdes relativas as
proteinas bacterianas, a férmula utilizada para a coluna do nome da proteina
foi “=PROCV($E3;Oraloma!$A$2:Y$21086;2;FALSO)”, para a coluna do
microrganismo associado foi
“=PROCV($E3;0Oraloma!$A$2:2$21086;3;FALSO)”", e para a doenca associada
foi “=PROCV/($A3;0raloma!$A$2:AA$21086;15;FALSO)".

3.3 Caracterizagéo funcional das proteinas humanas
alteradas em Diabetes Mellitus, de acordo com o Ora  ICard

Com o objetivo de compreender o papel fisiologico das proteinas orais da
DMT1 e DMT2 que intervém em PPIls, estas foram caracterizadas
funcionalmente de acordo com a sua ontologia, homeadamente 0 processo
biolégico em que intervém, a componente celular e a funcdo molecular que
desempenham. Esta classificacdo foi realizada com recurso a ferramenta
bioinformatica online AgBase (37).

As colunas obtidas anteriormente no Microsoft Excel, para a DMT1 e
DMT2, foram guardadas em livros separados, sob o formato Texto (MS-DOS),
para permitir a sua importacao para o AgBase.

Uma vez no sitio da internet do AgBase, recorreu-se, num passo inicial, a
ferramenta GoRetriever (figuras 9), para obter as anotacbes de ontologias
genéticas para as proteinas humanas das respetivas patologias. Na pagina
desta ferramenta, no campo “Select Accession Type”, foi selecionada a opc¢éo
“UniProt Accession”, uma vez que 0s codigos as proteinas se encontravam
identificadas pelo codigo UniProt (figura 10).

Na péagina de resultados da ferramenta, foi selecionada a opcdo “GO
Summary file (for use in GOSlimViewer), de modo a obter o ficheiro de texto
com a informacdo das ontologias genéticas para as proteinas analisadas, para

posterior importacdo para a ferramenta GOSlimViewer (figura 11).
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MISSISSIPPI STATE

Base e UNIVERSITY

?‘

AgBase is a curated resource for

functional analysis of agricultural plant
and animal gene IJ!':)(EHL‘I‘.‘-\ 'lm.]u(iiug

Gene Ontology annottions.

TOOLS

Bovine Gene Atlas

= Select Database: | All AgBase Databases and GO ':

Browse By: | >Select name type ¥

Enter Multiple Queries {new line separated) ]
| Chickspress

(f_Blrd Ba;;e'

Bird Base

(@ iAnimal

I Search | | Reset

animal
__;_!LgBuse using BIAST w
dex.cai Lo Y L R

Figura 9 - Paginal inicial do sitio na internet do AgBase, com selecéo da ferramenta GoRetriever,
no separador “Tools”.

AgBase GORetriever

GORetriever i5-used to rapidly retrieve existing GO annotations for a list of proteins.
The input file is a text file containing protein accessions separated by a return/line break.
Note: Help with Affyvmetrix probe mapping is available here.

For help using this tool click here.
An online tutorial for this tool is available here.
More information about the tool is here.

Select Accession Type*: | >Select Accession Type v
=Select Accession Type
File to Upload** ID Mot Specified
(Please upload a plain text file UniProt ID =
UniProt Accession
Genbank Accession

Type of Evidence to Return EntrezGene ID

] ) Gl NUM
Check all/Uncheck all GO ID

LY

Experimental Evidence Codes(EXP,IDA,IPLIMPIGLIEF)

& ®

Computational Analysis Evidence Codes{IGC,IBAIBDIKRIRD, IS5, 150,054, I5MRCA)
Author Statement Evidence Codes{TAS,NAS)

' Curator Statement Evidence Codes(TCND)

Automatically-assigned Evidence Codes(IEA)

& & ®

' Obsolete Evidence Codes(NR)
#EXP @ IBA # IBD " IC # IDA
# IEA w IEP #® IGC W IGI # IKR
Figura 10 - Pagina do GoRetriever — sele¢do da op¢do  “UniProt Accession”.
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MISSISSIPPI STATE

AyBase .. _

AgBase is a curated resource for

functional analysis of agricultural plant
e and animal gene products including

Gene Onrelogy annowations.

GORetriever Results

Number of Input IDs: 933

Input filename: PO1584.tx
Evidence Codes to 191..11"1 IC,IDA,IEA,IEF,IGL, IMF IFL IS5 NAS ND RCA, TAS NR, EXF, I50,15A, ISM,IGC,IBA, IBD, IKR, IMR, IRD

View GD annotation file in tab- dLllmltpa formatican be opened in Excell

Contact AgBase | \r&h&sm&lppl State University is an Equal Oppo"huﬂh Institution

Database Coprrigh issippi State University. Fermisd tainad in his databass was given by 8 e i i Usens of the datab
ikl 5 ity copyr i including #hose applving to ihe author absiracts. Documents from this senver are provided “AS-157 mﬂwuh.\wmh opressed ox implisd.

Figura 11 - Pagina de resultados da ferramenta GoRet riever — sele¢do da opgéo “GO Summary file
(for use in GOSIlimViewer) para obtencéo do ficheirod e texto (.txt) para utiliza¢&o na ferramenta
GOSlimViewer.

Tendo sido guardado o ficheiro de texto, abriu-se a ferramenta
GOSlimViewer (figura 12). Esta ferramenta providencia um resumo de elevado
nivel das ontologias de uma determinada lista de proteinas, facilitando a sua
interpretacéo funcional.

Na pagina desta ferramenta, selecionou-se a op¢ao “Generic”, no campo
“Select GOSIlim Set” (figura 13).

Na péagina de resultados do GOSlimViewer, foi selecionada a op¢ao “View
accessions for each slim id” (figura 14). Esta direcionou para uma pagina com a
listagem detalhada das ontologias genéticas das proteinas analisadas. De
seguida, foi selecionada a opcéao “View accessions for each slim id text only”,
para obtencdo de uma pagina no formato de texto (.txt), passivel de ser

guardada para importacao no Excel (figura 15).
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MISSISSIPPI STATE

_.r'\x,\h:{ ase [Version: 2.00] f ; . um:\\rusnrm ,

AgBase is a curated resource for

functional analysis of agriculrural plant

and animal gene products including

Gene Ontology annotations.

: 1 formation click here, For help using this tool click herej Bovine Gene Atlas

Select Database: | All AgBase Databases and GO v

Browse By: | >Select name type ¥

Enter Multiple Queries (new line separated)

- A Bird Base
B e .
B : i : 9 iAnimal
ayDer | Search | Reset | e
- . Animal
:G-' G 3 _I\ otati
Q : ‘m@ -

Score AgBase using BLIAST

idex.coi _— -

Figura 12 - Selecéo da ferramenta GOSlimViewer, no sep  arador “Tools”.

GOslimViewer
GOSlimViewer is used to provide a high level summary of functions for a dataset. The output can be charted in Excel to obtain
publication quality figures. Note that records without annotation are not analyzed by GOSlimViewer.

An-example of an input file is given here.

For help using the tool dick here.

An online tutorial for this tool is available here.
More information about the tool can be found here.

A standalone version of the tool can be found here.

Upload GO Summary File:

(*Please upload text file!) |-E9colherﬁcheir0 | Nenhum ficheiro selecionado

Select GOSlim Set: | Generic v

| GOA Whole Proteame
|PIR

! Search | Plant

| Yeast |

R | TIGR Prokaryote (BP onl{}
Fiona M McCarthy*, Nan Wang®, G Bryce Magee, Bindu Nandusi, Mark L Lawrence, Evelyn B Camon, Daniel G Barrell, David P Hill, Mary E

Dolan, W Paul Williams, Dawn S Luthe, Susan M Bridges* and Shane C Burgess*, 2006. AgBase: a funclional genomics resource for

agriculture BMC Genermics 2006, 722

*Contributes equally

Figura 13 - Pagina do GOSlimViewer — sele¢cdo da opgdo  “Generic”, no campo “Select GOSIlim
Set”.
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MISSISSIPPI STATE

o
® ase [Version: 2.00] UNIVERSITY

AgBase is a curated resource for

functional analysis of agriculrural plant
and animal gene products including

Gene Ontology annotations.

GOslimViewer Results
To download, right dick a file and select Save As

To view the detail for cellular components, molecular components, and biological processes click the View accessions for each slim id link
View Cellular Component

View Molecular Function
View Biological Process

< E’iew accessions for each slm i\i>

Contact AgBase | Mississippi State University is an Equal Opportunity Institution

mw@dﬂw%mvwﬂfy was given by the iom Usem oi i dat

i e i ittt el o .‘;‘ oz t5 the ut L e e A el st it

Figura 14 - P4gina de resultados do GOSlimViewer — sel  ecdo da opgéo “View acessions for each
slim id”.

GOSlimViewer accession detail for each slim id

Index
1 Cellular Component
2 Molecular Functi

3 Biological Process

Cellular Component Accessions Backictop

Slim id: GO:0005575 cellular_component 17

Q99Zs8 GO:0043190 ATP-binding cassette (ABC) transporter complex

C7W198 GO:0005727 extrachromosomal circular DNA

CTWBT0 GO:0005727 extrachromosomal circular DNA

P53124 GO:0000307 cyclin-dependent protein kinase holoenzyme complex

CINVOS GO0033178 proton-transporting two-sector ATPase complex, catalytic
domain

csQLDO GO0033178 :micn—l(msp{ymug two-sector ATPase complex. catalytic

CSPEW3 GO0033178 proton-transporting two-sector ATPase complex, catalytic

domain

C9R1PS GO0033178 proton-transporting two-sector ATPase complex, catalytic
domain

PposTgT GO0033178 proton-transporting two-sector ATPase complex. catalvtic
domain

P95789 GO0033178 proton-transporting two-sector ATPase complex, catalytic

domain

Figura 15 - P&gina com a listagem detalhada das onto logias genéticas para cada uma das
proteinas analisadas. Selecéo da opgédo “View accessi  ons for each slim id text only”.

Obtidas as tabelas para a DMT1 e DMT2, procedeu-se a construcao de
uma tabela funcional, com o resumo dos processos bioldgicos mais
importantes em que cada uma das proteinas intervém.

Em fase de pré-selecdo, por forma a reduzir o numero de processos
biolégicos resultantes da caracterizacdo ontolégica pelo Agbase, e tentando

descartar precocemente 0s processos bioldgicos irrelevantes para analise, com
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base na fisiopatologia da diabetes, realizou-se uma filtragem, tendo-se
restringido a selecdo aos processos biolégicos de: “carbohydrate metabolic
process”, “cell adhesion”, “cell proliferation”, “cell-cell signaling”, “circulatory
system process”, “extracellular matrix organization”, “homeostatic process”,
“immune system process”, “lipid metabolic process”, “membrane organization”,
“response do stress”, “sulfur compound metabolic process” e “symbiosis,
encompassing mutualism through parasitism”.

Assim, principiou-se por elaborar, individualmente para cada uma das
duas patologias, uma tabela dinamica, recorrendo aos campos do codigo da
proteina, do processo biolégico geral e do processo bioldgico especifico, de
acordo com as ontologias genéticas devolvidas pelo AgBase, obtendo-se uma

tabela idéntica a apresentada na figura 16.

2
GO_Mame -7/ GO_name2 * Input_Accession |~
= carbohydrate metabolic process = carbohydrate metabolic process PO6865
1 of osteoclast differentiation PO7686
-differentiation P16278
2gulation of T cell mediated immunity -'galactose catabolic process P16278
esponse = glucose metabolic process P01375
esponse “loligosaccharide catabolic process P0O7686
| chemotaxis - positive regulation of hyaluronan biosynthetic process P0O1133
= cell adhesion = leukocyte tethering or rolling P01375
agulation of T cell proliferation ~'monocyte aggregation P01584
mune response = positive regulation of heterotypic cell-cell adhesion P01375
mune response PO1584
= cell proliferation -lepithelial cell proliferation involved in salivary gland morphogenesis P01375
flammatory response to antigenic stimuly = negative regulation of cell proliferation P01375
1receptor signaling pathway P01584
migration = positive regulation of cell proliferation PO1133
migration ' positive regulation of cerebellar granule cell precursor proliferation P01133
sgulation of mononuclear cell migration = positive regulation of smooth muscle cell proliferation P01375
1of immunoglobulin secretion = positive regulation of T cell proliferation P01584
agulation of osteoclast differentiation =regulation of cell proliferation PO1375
= cell-cell signaling =Icell-cell signaling P01584
ttravasation =inegative regulation of adiponectin secretion P01584

Figura 16 - Porcdo de uma das tabelas dinamicas elab oradas como passo intermédio para a
construcdo da tabela funcional para as proteinas hu manas de DMT1 e DMT2. Na tabela,
“GO_Name” refere-se ao processo biol6gico geral, “G O_name?2” refere-se ao processo bhiolégico
especifico, e “Input_Accession” refere-se as protei nas identificadas em cada um dos processos
bioldgicos especificos.

De seguida, para obtencéo da lista de proteinas associada a cada um dos
processos bioldgicos especificos, recorreu-se a uma formula de deslocamento,
representada por
“=SE(DESLOCAMENTO($D$1;CORRESP($L3;$D$3:$D$1000;0)+
COL(A1);0)=$L3;DESLOCAMENTO($D$1;CORRESP($L3;$D$3:$D$1000;0)+

COL(A1);1);"™)", sendo que os processos biolégicos especificos foram
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dispostos numa coluna da folha do Excel, e a férmula arrastada ao longo das
linhas referentes a cada processo biolégico.

Para a construcao final da tabela funcional, recorreu-se ao cédigo UniProt
de cada uma das proteinas, ao nome, a quantificacdo, ao local de amostragem,
a sua identificacdo como biomarcador no OralCard, e aos processos biologicos
especificos em que intervém, tendo-se obtido uma tabela, da qual se pode

visualizar uma porc¢éo na figura 17.

e
N-linked glycos:
se biosynthetic p

2 | cell adt calciul e o
cell adhesion

Figura 17 - Porcdo da tabela funcional para as prote inas humanas de DMT1 (identificadas a
vermelho) e de DMT2 (identificadas a azul), mostran  do todos os dados que foram utilizados para a

construcdo da tabela — cédigo UniProt, nome da prote ina, quantificacéo, local de amostragem,
identificacdo como biomarcador e processos bioldgic 0s.

O preenchimento dos dados requeridos para a construcdo da tabela

funcional foi obtido por recurso a base de dados do OralCard.

3.3.1. Nome das proteinas

O nome de cada proteina foi obtido a partir do OralCard, com recurso a
uma férmula Procv, representada por
“=PROCV(Oraloma'l$A$2:$B$149;2;FALSO)".

3.3.2. Quantificacao

No caso da quantificagdo, num primeiro passo foi obtida a média da
quantificacdo de cada uma das proteinas identificadas em DMT1 e DMT2,
respetivamente, no OralCard. Esta meédia foi calculada com recurso a uma

tabela dinamica (figura 18).
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'UniProtkB

AC ‘Reguiatbn Rotulos de Linha | ¥ | Média de Regulation
P15515 -2,20 FOKPGS -0,30
P02808 -2,10 Qoo300 -1,60
P22301 -1,80 P01036

Q0a300 -1,60 P01037

P02814 -1,30 PO1133 -0,30
PO2810 -1,20 P01375 -0,40
P15316 -1,10 POL579 2,30
P01375 -0,40 P01584 5,00
FBKPGS -0,30 POL876 -0,30
P01133 -0,30 PO2803 -2,10
P16273 -0,30 P02810 -1,20
PO1876 -0,30 P02814 -1,30
P16278 -0,23 PO4745 3,20
POT7086 -0,12 P05109 140
PO8246 1,10 P05231 29,20
POBSGS 1,30 PO6702 1,60
P31323 140 P0B365 1.80
P13861 1,40 PO7686 La4
PO5109 140 P0O&246 110
PO6702 1,60 P09228

P18510 L70 P10145 35,00

Figura 18 - Porgdo (com respetivo cabecalho) da tabe Ila dindmica obtida para o calculo da
quantificacdo de cada uma das proteinas de DMT1e D MT2.

Uma vez obtida a tabela din&dmica, recorreu-se, novamente, a uma
formula Procv, para o preenchimento da média de quantificagdo na tabela
funcional, representada por
“=PROCV(C2;Media_DMT1!$D2:E22000;2;FALSO)", para a DMT1, e por
“=PROCV(C2;Media_DMT2!$D2:E22000;2;FALSO), para a DMT2.

Optou-se para acrescentar a média da quantificacdo das proteinas a
tabela funcional, uma vez que se tratou do critério principal para a selecéo das
proteinas humanas que, em interagdo com proteinas microbianas no contexto
da diabetes, pela sua quantificacdo importante (com valor superior a 3, ou
inferior a -3) poderia constituir uma nova proposta de biomarcador da saliva

oral para esta patologia.

3.3.3. Local de amostragem

Para o preenchimento da informacéo relativa ao local de amostragem de
cada uma das proteinas, comecou-se por identificar os locais de amostragem
aos guais estavam associados proteinas de DMT1 e DMT2, no OralCard. Para

tal, na tabela da base de dados total do OralCard, comecou-se por verificar
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quais as colunas referentes aos locais de amostragem, apoés filtragem para
DMT1 e DMT2 de acordo com os codigos MeSH de cada uma das patologias,
em que se encontravam proteinas assinaladas. Desta forma, foram
selecionados apenas os locais de amostragem “whole saliva”, “mucosa” e
“SM/SL”, uma vez que correspondiam aos unicos locais em que haviam sido
identificadas bactérias para estas patologias.

Previamente ao preenchimento, ordenou-se de A a Z cada uma das
colunas dos locais de amostragem.

O preenchimento foi obtido com recurso, mais uma vez, a uma férmula
Procv, representada por
“=PROCV(C2;Amostra_ DMT1!$A$2:Y$21086;8;FALSO)", para a DMT1, e por
“=PROCV(C2;Amostra_ DMT2!$A$2:Y$21086;8;FALSO)”, para a DMT2.

3.3.4. Identificacdo como biomarcadores

Para fins de discussdo das proteinas de diabetes propostas como
biomarcadores no OralCard, procedeu-se a identificacdo das mesmas.

O preenchimento desta informacdo foi feito com recurso a férmulas Procyv,
representadas por
“=PROCV(C2;Biomarcadores_ DMT1!$A1:222000;24;FALSO)", para a DMT1, e
por “=PROCV(C2;Biomarcadores_ DMT2!$A1:722000;24;FALSO)", para a
DMT2.

3.3.5. Processos biologicos

A parte da tabela referente aos processos biolégicos obtidos pela
classificacdo ontolégica do Agbase para cada uma das proteinas, foi
preenchida com recurso a férmulas representadas por
“=SE(E.ERRO(PROCH(C$2;DMT1_resumo!$L4:$274;1;0));"";"+")", para DMT1,
e por “=SE(E.ERRO(PROCH(M$2;:DMT2_resumo!$L4:$274:1:0));"";"+")", para
DMT2). Previamente, haviam sido copiados manualmente 0s processos
bioldgicos, a partir da tabela dindmica obtida para cada uma das patologias,

com o resumo dos processos biolégicos.
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3.4 Selecao das proteinas humanas de interesse para a
analise interactomica

De entre as proteinas constantes da tabela funcional, realizou-se uma
selecdo, tendo como critério a sua quantificacdo. Assim, foram selecionadas,
para analise interactbmica, as proteinas com uma média de quantificacdo
superior a 3 ou inferior a -3. Este critério foi tomado, uma vez que se
considerou que valores inferiores a 3 ou superiores a -3 ndo permitiriam uma
mensuragao que pudesse ser tomada como significativamente diferente de um

estado de saude.

3.5 Caracterizacdo funcional das proteinas microbia  nas em
interacdo com as humanas

Uma vez obtida a selec&o das proteinas humanas de interesse, procedeu-
se a caracterizacdo funcional e selecdo das proteinas microbianas, em
interagcdo com as humanas previamente selecionadas.

Para tal, realizou-se uma filtragem da tabela das interagdes do Oralint de
DMT1 e DMT2 para cada uma das proteinas humanas selecionadas,
individualmente.

Elaboraram-se, entdo, duas listas de proteinas microbianas, para DMT1 e
DMT2, que foram mais uma vez submetidas a caracterizagdo funcional no
Agbase, tendo sido todo o processo semelhante ao realizado para as proteinas
humanas.

Uma vez obtidas as respetivas tabelas com a classificagdo ontologica das
proteinas microbianas, comecou-se por filtrar a lista, de acordo com a
componente celular, excluindo as proteinas que apresentavam apenas
localizac&o intracelular, sob o pressuposto de que ndo seriam boas candidatas
para estabelecer uma interagdo com proteinas de outros organismos.

As listas resultantes foram novamente submetidas ao Agbase.

Obtidas as folhas em Excel correspondentes a caracterizacdo das
proteinas, realizaram-se filtragens ao nivel da funcdo molecular e do processo

biolégico, para selecdo das proteinas de interesse. As filtragens foram
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auxiliadas pelos dados numéricos de quantificacdo das proteinas por funcéo
molecular e processo bioldgico, obtidos na péagina do GOSlimViewer, do
Agbase (figura 19).

GOslimViewer Results
To download, right dick a file and select Save As

To view the detail for cellular components, molecular components, and biological processes click the View accessions for each stim id ink

View Cellular Component
View Molecular Fu 1
\\«'iew Biclogical Process

View accessions for each slim id

Figura 19 - Pagina do GOSlimViewer.

De acordo com a fisiopatologia da DMT1, foram selecionadas as
proteinas que intervinham nos processos biolégicos “carbohydrate metabolic
process” e “catabolic process” e que apresentavam as funcdes moleculares
“hydrolase activity, acting on glycosyl bonds” e “hydrolase activity, acting on
carbon-nitrogen (but not peptide) bonds”.

Na DMT2, foram selecionadas as proteinas que intervinham nos
processos bioldgicos “immune system process”, “carbohydrate metabolic
process”, “cell adhesion” e *“symbiosis, encompassing mutualism through
parasistism”, e que apresentavam as funcdes moleculares “peptidase activity”,
“transferase activity, transferring glycosyl groups”, “hydrolase activity, acting on

glycosul bonds”, “hydrolase activity, acting on carbon-nitrogen (but not peptide)
bonds”, “lyase activity” e “ligase activity”.

As respetivas listas obtidas foram submetidas ao UniProt (38). Para tal, na
pagina inicial do sitio do UniProt na internet, abriu-se o separador “Retrieve”
(figura 20). Dentro do separador, colaram-se os cédigos UniProt das proteinas
microbianas selecionadas, para o campo (UniProt identifiers), tendo-se
selecionado, de seguida, a opcgao “retrieve” (figura 21).

Na pagina da ferramenta “Retrieve”, selecionou-se a op¢ao “UniProtKB”,
permitindo aceder a uma pagina de resultados (figura 22). Nesta pagina, €
possivel personalizar a tabela de resultados, com a informacédo a apresentar
nas colunas, selecionando a opgédo “customize” (figura 23). Para tal, percorre-

se a lista de informag@es disponiveis no campo “Columns”, e utiliza-se o botéao
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“Hide” para remover um campo da lista dos selecionados, e o botdo “Show”
para adicionar um campo a tabela (figura 24).

De forma a dispor da informag&o que permitiria obter uma caracterizacao
mais de acordo com os interesses deste trabalho, e para facilitar a selecao final
das proteinas microbianas para analise interactomica, os campos selecionados
foram “Entry name”, “Organism”, “Disease”, “Features”, “General annotation
(allergen)”, “General annotation (biotechnology)”, “General annotation (catalytic
activity)”, “General annotation (function)”, “General annotation (disease)”,
“General annotation (pathway)”, “Genetal annotation (subcellular location)”,
“Interacts with”, “Organism ID”, “Pathway”, “Protein existence”, “Protein names”
e “Subcellular location”.

Uma vez selecionados os campos que deverdao compor as colunas da
tabela, selecionou-se a opcéo “Save”, por forma a actualizar a tabela (figura
25).

Por fim, e para que a tabela pudesse ser importada para o Excel, acedeu-
se a pagina de “download” (figura 23), fazendo o descarregamento do respetivo

ficheiro (figura 26).

UniProt § » Documeatation/Help

Mew UniProtiKB accession number format in release 2014_06. Important details in the announcement!

Search Blast Align 1D Mapping

Search in Query

Help ¥ Search || Advanced Search » | | Clear

UniProtkB

The UniProt Knowledgebase (UniProtiKB) is the central hub for the collection of functional information on proteins, with accurate
consistent and rich annotation. In addition to capturing the core data mandatory for each UniProtB entry (mainly. the amino acid

sequence. protein name or description, taxonomic data and citation as much as possible is added.
This includes widely accepted biolagical I lassifi and ¢l i . and clear ind of the quality of
annotation in the form of evidence attribution of experimental and computational data

The UniProt Knowledgebase consists of two sections: a section Il tated records with extracted from
literature and curator-evaluated computational analysis. and a section with computationally analyzed records that await full manual
annotation. For the sake of continuity and name recognition, the two sections are referred to as "UniProtKB/Swiss-Prot” (reviewed
manually annotated) and "UniProtKB/TrEMBL" Il d l

Why is UniProtkB composed of 2 sections. UniProtKB/Swiss-Prot and UniProtKB/TrEMBL?

Figura 20 - Pagina inicial do UniProt, com destaque p  ara o separador “Retrieve”.
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» Documentation/Help

Downloads - Contact - Documentation/Help Ty unlpmt BETA

MNew UniProtKB accession number format in release 2014_06. Impartant details in the announcement!

Search Blast Align Retrieve 10 Mapping
UniProt identifiers arfile

.| | Escolher ficheira ‘ Nenhum ficheiro selecionady telp

D — Enter of upload a list of UniProt identifiers
to download the corresponding entries, e.g.

EO0750

| Clar Bé_HOMAN

b B More...

%)

Figura 21 - Pagina da ferramenta “Retrieve”, apresen

tando a colagem dos co6digos das proteinas
no campo “UniProt identifiers” e a sele¢éo da opgéo

“Retrieve”.

Donnloads - Contact - Documentationttelp | Ty INIPPOE ocra
New UniProtKB accession number format in release 2014_05. Important details in the announcementt

Search Blast Align

Retrieve D Mapping

UniProt identifiers o file

ge7exs - | | Escolher ficheiro | Henhum ficheiro sefecionad :E"’ e et e
nter or upload a list of UniProt identifiers

:Z;zéi B Rezee to download the comresponding entries, e.g.

003475 Clear Eapar

QazLo1 W

i L ore...

ezL56 A

4 £ available for download
niProtkB (34]

+ Download data compressed or uncompressed

Figura 22 - P4agina da ferramenta “Retrieve”, apos pr

ocessamento das proteina introduzidas, com
selecdo da opgao “UniProtKB”, permitindo aceder a pa

gina de resultados.

nibrot § > UniProtks
2

Downloads - Contact - DocumentationHelp | Try LIAIPPOE gcpa

New UniProtKB accession number format in release 2014_06. Important details in the announcement!

Search Blast Align Retrieve D Mapping *

Query
| Protein Knowledgebase (UniPiotkB) v | ljob:2014052442LXF9Z82Y

Search in

| | search | [ Advanced Search » | | Clear

1 - 25 of 34 results for job:20140524421 XFSZ82Y in

sorted by score =

<= Browse by taxonomy, keyword, gens ontelogy, snzyme class or pathway | = = Reduce sequence redundancy to 100%, 90% or 50%

Resul!

Figura 23 - Pagina de resultados do “Retrieve”, most

rando o separador “customize”.

UniProtkB

Downloads - Contact - Documentation/Help Try Unlmt HETA
Important details in the announcement!

New UniProtKB accession number format in release 2014_06_

Search Blast Align Retrieve D Mapping *
Search in Query
| Pratein K (UniProtkB) ¥ | ljob 20140524420 XF9782Y | | search | [ Advanced Search » | | Clear

1 - 25 of 34 results for job:2014052442L XFSZ82Y in sorted by score i3}

<5 Browse by taxenomy, keyword. gens entology. enzyme class or pathway | = % Reduce sequence redundancy o 100%, 90% or 50%

Results

Columns

Sequence annotation (Features) ! | Shows Entry name Tp

Taxonomic identifier ‘g Organism e P
Taxanomic lineage | « Hide Disease Down | Reset
Tools Features

‘Version Help. ccomment(allergen) 3
Status comment{bistechnology) | cancel |
Virus hosts = comment(catalytic activit

+ Show only reviewed (15) % {UniProtkB/Swiss-Prot) or unreviewed (18) /7 (UniProtKB/TEMEL) entries

Figura 24 - Pagina do separador “customize”, mostran do o campo “columns”, onde é possivel
selecionar as informagfes a introduzir na tabela de

resultados, através dos botdes “Show” e
“Hide”, assim como o botdo “Save”, utilizado para gu ardar a informagcdo e obter a tabela
personalizada.

34



U “:: ) UniProtkB Dawnloads - Contact - Documentafion/Help ]

HMew UniProtKB accession number format in release 2014_06. |mportant details in the announcement!

Search Blast Align Retrieve |B Mapgping *
Search in Query.
| Protein Knowledgebase (UnProtkB) v | |job:2014052442LXF9Z82Y | Search | | Advanced Search » || Clear |

1 - 25 of 34 results for job:2014052442LXF9Z62Y in UniProtKB sorted by score descending &
<un Browse by taxonomy, keyword, gene ontology, enzyme class or pathway | % Reduce sequence redundancy to 100%. 50% or 50%

Figura 25 - Pagina de resultados, apés a personaliza ¢do da tabela, com a selegdo da opcéo
“download”, para obtencéo do ficheiro da tabela res ultante.

Figura 26 - Pagina de “download”, com sele¢cdo da op¢  &o que permite obter o ficheiro de formato
para importacao para o Excel.

Uma vez obtidas as tabelas do UniProt, a selecdo final das proteinas
microbianas foi feita com base na sua funcéo, a luz da possibilidade de intervir
em mecanismos fisiopatoldgicos da DM.
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4 Resultados e discussao

4.1 Microrganismos alterados em DMT1 e DMT2

A pesquisa relativa aos microrganismos associados com Diabetes

Mellitus, a nivel oral, permitiu actualizar a base de dados OralCard, com os

resultados apresentados na tabela 1, complementando os ja obtidos por

Patricia Moreira(48) e Vitor Bras(49).

Tabela 1 — Microrganismos alterados em DM e respeti

va bibliografia associada.

Microrganismo Fonte(s) Microrganismo  Fonte(s)
Actinobacillus (43); (46); (47); Prevotella (43); (46); (41);
actinomycetemco  (45) intermedia (45)
mitans
Porphyromonas (43); (46); (41); Campylobacte (43)
gingivalis (47); (45); (40) rrectus
Tannerella (43); (41); (46); Parvimonas (43); (41); (40)
forsythia (45); (40) micra
Treponema (43); (41); (47); Eubacterium (43)
denticola (45) nodatum
Fusobacterium (43); (41); (40) Eikenella (43); (47); (40)
nucleatum corrodens
Veillonella parvula (43); (40) Enterococcus  (41)

spp.
Actinomyces (43) Candida (47); (44)
naeslundii albicans
Prevotella (42) Desulfovibrio (42)
nigrescens fairfieldensis
Porphyromonas (41); (40) Desulfovibrio (42)
endodontalis desulfuricans
Streptococcus (42) Raoultella (42)
spp. ornithinolytica
Filifactor alocis (40) Rothia (40)

dentocariosa
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Eubacterium (40) Capnocytopha (40)

saphenum ga gingivalis

Streptococcus (40) Candida (44)

mitis tropicalis

Veillonella dispar (40) Candida (44)
glabrata

Candida krusei (44) Candida (44)
guillermondi

A pesquisa de novas proteinas humanas de expresséo alterada em DMT1
e DMT2, ndo devolveu resultados no periodo considerado para este estudo,

pelo que ndo foi possivel adicionar nova informacédo ao OralCard.

4.2  Caracterizacdo funcional das proteinas humanas
intervenientes em PPIs em Diabetes Mellitus, de aco  rdo
com o OralCard

A elaboracdo da tabela com os pares de interacbes fornmecidos pelo
algoritmo Oralint, permitiu concluir que o niumero de proteinas humanas com
interacdo com proteinas microbianas era de 10, em DMT1, e 163, em DMT2.

No que respeita a classificacdo das proteinas humanas submetidas ao
Agbase, obteve-se o grafico apresentado nas figuras 27 (para DMT1) e 28
(para DMT2), com a quantificacdo numérica das proteinas, de acordo com a

sua distribuicdo por processo bioldgico.
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Numero de proteinas

transport
cell cycle
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cell death
growth

cell proliferation
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cell morphogenesis
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nucleocytoplasmic..
response to stress
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signal transduction
cell-cell signaling
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biosynthetic process
embryo development
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cell differentiation
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small molecule..
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cell motility
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cell division
protein maturation
transmembrane..
macromolecular

immune system process

Figura 27 - Distriuicdo das proteinas humanas alter  adas em DMT1 por processo biolégico.

Assim, na DMT1, contabilizaram-se 46 processos biologicos gerais, com a seguinte distribuicdo: reproduction — 7; cell
morphogenesis — 2; immune system process — 19; carbohydrate metabolic process — 5; generation of precursor metabolites and
energy — 1; DNA metabolic process — 1; translation — 1; protein complex assembly — 3; cellular protein modification process — 20;
cellular amino acid metabolic process — 1; protein targeting — 5; lipid metabolic process — 10; sufur compound metabolic process —
4; transport — 22; nucleocytoplasmic transport — 6; response to stress — 18; cell cycle — 3; mitosis — 1; cell adhesion — 3; signal
transduction — 42; cell-cell signaling — 4; biological process — 10; cell death — 20; cell proliferation — 7; catabolic process — 11;
biosynthetic process — 20; embryo development — 1; vesicle-mediated transport — 1; cellular component assembly — 1; cell

differentiation — 8; extracellular matrix organization — 1; cellular nitrogen compound metabolic process — 7; growth — 1; locomotion —
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2; homeostatic process — 4; small molecule metabolic process — 9; symbiosis, encompassing mutualism through parasistism — 2;
anatomical structure formation involved in morphogenesis — 2; anatomical structure development — 21; cell motility — 6; neurological
sustem process — 6; chromosome organization — 2; cell division — 2; transmembrane transport — 2; macromolecular complex

assembly — 1.

Numero de proteinas

Figura 28 - Distribuicdo das proteinas humanas alte  radas em DMT2 por processo bioldgico.

Em DMT2, contabilizaram-se 61 processos biolégicos gerais, com a seguinte distribuicdo: reproduction — 13; cell
morphogenesis — 6; immune system process — 75; circulatory system process — 8; carbohydrate metabolic process — 20; generation

of precursor metabolites and energy — 8; DNA metabolic process — 15; mRNA processing - 2; translation — 4; protein folding — 2;
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protein complex assembly — 14; cellular protein modification process — 46; cellular amino acid metabolic process — 19; protein
targeting — 10; lipid metabolic process — 26; sufur compound metabolic process — 9; transport — 83; nucleocytoplasmic transport —
6; response to stress — 93; mitochondrion organization — 7; plasma membrane organization — 3; cytoskeleton organization — 18; cell
cycle — 14; mitosis — 2; cell adhesion — 18; signal transduction — 82; cell-cell signaling — 11; aging — 1; biological process — 17; cell
death — 30; cell proliferation — 10; catabolic process — 51; biosynthetic process — 52; embryo development — 9; vesicle-mediated
transport — 21; secondary metabolic process — 3; developmental maturation — 2; cellular component assembly — 17; cell
differentiation — 34; extracellular matrix organization — 5; cell junction organization — 8; cellular nitrogen compound metabolic
process — 63; nucleobase-containing compound metabolic process — 8; growth — 8; locomotion — 11; homeostatic process — 21;
pigmentation — 1; small molecule metabolic process — 67; symbiosis, encompassing mutualism through parasitism — 5; anatomical
structure formation involved in morphogenesis — 6; anatomical structure development — 84; cell motility — 19; neurological system
process — 5; cofactor metabolic process — 14; chromosome organization — 7; cell division — 4; protein maturation — 8;
transmembrane transport — 14; membrane organization — 9; macromolecular complex assembly — 9; cell wall organization or
biogenesis — 1.
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4.3 Selecao das proteinas humanas com interesse
fisiopatologico
Apds a elaboracdo da tabela funcional para as proteinas humanas,
efetuou-se a sua selecdo por meio da quantificacdo (superior a 3 ou inferior a -
3), determinando-se aquelas que poderiam ter interesse para a discussao da
sua intervencdo, por via da interactomica inter-especifica, nos mecanismo
fisiopatolégicos da Diabetes Mellitus. Para DMT1, foi selecionada 1 proteina, e

para DMT2 foram selecionadas 16 proteinas (tabela 2).

Tabela 2 — Proteinas humanas com interesse fisiopato  logico, apresentadas com o cédigo UniProt e
0 nome.

DMT1

Caddigo UniProt Nome da proteina

P01584 Interleukin-1 beta (IL-1 beta) (Catabolin)
DMT2

P01009 Alpha-l-antitrypsin  (Alpha-1 protease

inhibitor) (Alpha-1-antiproteinase) (Serpin
Al) [Cleaved into: Short peptide from
AAT (SPAAT)]

Q09666 Neuroblast differentiation-associated
protein AHNAK (Desmaoyokin)
060218 Aldo-keto reductase family 1 member B10

(EC 1.1.1.-) (ARL-1) (Aldose reductase-
like) (Aldose reductase-related protein)
(ARP) (hARP) (Small intestine reductase)

(Sl reductase)

P04114 Apolipoprotein  B-100 (Apo B-100)
[Cleaved into: Apolipoprotein B-48 (Apo
B-48)]

P61160 Actin-related protein 2 (Actin-like protein
2)

P10645 Chromogranin-A (CgA) (Pituitary

secretory protein 1) (SP-I) [Cleaved into:
Vasostatin-1 (Vasostatin 1); Vasostatin-2
(Vasostatin ); EA-92; ES-43;
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P13671
P15924

P02533

P14618

Q99102

P05164

P0O0558

PO6737

P67936

Q5TCI8

Pancreastatin; SS-18; WA-8; WE-14; LF-
19; AL-11; GV-19; GR-44; ER-37]
Complement component C6

Desmoplakin ~ (DP)  (250/210 kDa

paraneoplastic pemphigus antigen)

Keratin, type | cytoskeletal 14
(Cytokeratin-14) (CK-14) (Keratin-14)
(K14)

Pyruvate kinase isozymes M1/M2 (EC
2.7.1.40) (Cytosolic thyroid hormone-
binding protein) (CTHBP) (Opa-
interacting protein 3) (OIP-3) (Pyruvate
kinase 2/3) (Pyruvate kinase muscle
isozyme)  (Thyroid  hormone-binding
protein 1) (THBP1) (Tumor M2-PK) (p58)
Mucin-4 (MUC-4) (Ascites
sialoglycoprotein) (ASGP) (Pancreatic
adenocarcinoma mucin) (Testis mucin)
(Tracheobronchial mucin) [Cleaved into:
Mucin-4 alpha chain (Ascites
sialoglycoprotein 1) (ASGP-1); Mucin-4
beta chain (Ascites sialoglycoprotein 2)
(ASGP-2)]

Myeloperoxidase (MPO) (EC 1.11.2.2)
[Cleaved into: Myeloperoxidase; 89 kDa
myeloperoxidase; 84 kDa
myeloperoxidase; Myeloperoxidase light
chain; Myeloperoxidase heavy chain]
Phosphoglycerate kinase 1 (EC 2.7.2.3)
(Cell migration-inducing gene 10 protein)
(Primer recognition protein 2) (PRP 2)
Glycogen phosphorylase, liver form (EC
2.4.1.1)

Tropomyosin alpha-4 chain (TM30pl)
(Tropomyosin-4)

Prelamin-A/C
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Os processos biolégicos nos quais cada uma das proteinas selecionadas

intervém, sdo apfresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Proteinas humanas selecionadas, com apres entacdo dos processos biolégicos em que
intervém.

Caddigo UniProt Processos Biologicos
P01584 cell-cell signaling; fever generation;
immune response; inflammatory

response; leukocyte migration; monocyte
aggregation; negative regulation  of
adiponectin secretion; negative regulation
of cell proliferation; negative regulation of
lipid catabolic process; negative
regulation of lipid metabolic process;
neutrophil chemotaxis; positive regulation
of calcidiol 1-monooxygenase activity;
positive regulation of fever generation;
positive regulation of heterotypic cell-cell
adhesion; positive regulation of JNK
cascade; positive regulation of lipid
catabolic process; positive regulatin of T
cell mediated immunity; positive
regulation of T cell proliferation; regulation
of insulin secretion

P01009 acute-phase response; blood coagulation;
platelet activation

Q09666 Nenhum dos processos biol6gicos
selecionados

060218 farnesol catabolic process; retinoid
metabolic process; steroid metabolic
process

P04114 cholesterol homeostasis; leukocyte
migration; cholesterol metabolic process;

lipid catabolic process; lipid metabolic
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P61160

P10645
P13671

P02533

P14618

Q99102
P05164

process; regulation of cholesterol
biosynthetic process; retinoid metabolic
process; steroid metabolic process;
triglyceride catabolic process; triglyceride
mobilization; blood coagulation
Fc-gamma receptor signaling pathway
involved in phagocytosis; innate immune
response

regulation of blood pressure

complement  activation;  complement
activation, classic pathway; immune
response; immune system process;
innate  immune response;  positive
regulation of antigen processing and
presentation os peptide via MHC class II;
regulation of complement activation;
positive regulation of activation of
membrane attack complex; positive
regulation of complement activation
Nenhum dos processos biol6gicos
selecionados

carbohydrate metabolic process; glucose
metabolic process; glycolysis; cell-cell
adhesion; negative regulation of cell
adhesion; negative regulation of cell-
substrate adhesion; regulation of cell
adhesion; cell proliferation; inner cell
mass cell proliferation; positive regulation
of T cell proliferation cell-cell signaling
O-glycan processing; cell adhesion
respiratory burst involved in defense
response; defense response; defense
response to fungus; hydrogen peroxide
catabolic process; removal of superoxide
radicals; response to oxidative stress;
negative regulation of growth of symbiont
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P0O0558

PO6737

P67936

Q5TCI8

in host

carbohydrate metabolic process;
galactose catabolic process; glucose
metabolic process; glycolysis; cell-cell
adhesion; homophilic cell adhesion;
leukocyte cell-cell adhesion; negative
regulation of cell adhesion; negative
regulation of cell-cell adhesion mediated
by cadherin; negative regulation of cell-
substrate adhesion; regulation of cell
adhesion; cell proliferation; inner cell
mass cell proliferation; positive regulation
of T cell proliferation; cell-cell signaling;
negative regulation of adiponectin
secretion

carbohydrate metabolic process; glucose
metabolic process; glycogen metabolic
process; glycogen catabolic process; cell-
cell ~adhesion; leukocyte  cell-cell
adhesion; negative regulation of cell
adhesion; negative regulation of cell-
substrate adhesion; regulation of cell
adhesion; cell proliferation; inner cell
mass cell proliferation; positive regulation
of T cell proliferation; cell-cell signaling;
glucose homeostasis

Nenhum dos processos bioldgicos
selecionados

Nenhum dos processos bioldgicos

selecionados
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4.4  Caracterizacdo funcional das proteinas microbia  nas em
interagcdo com as humanas

Na caracterizacao funcional das proteinas microbianas em interacdo com
as humanas selecionadas como interessantes para analise do ponto de vista
da interactomica inter-especifica na fisiopatologia da diabetes, obtiveram-se
graficos de barras com as distribuicdo quantitativa destas mesmas proteinas,
de acordo com o processo biolégico em que intervém e a fungédo molecular que
apresentam. Os graficos apresentados ilustram a distribuicdo das proteinas por
processos bioldgico e funcdo molecular, apés a sua filtragem por componente
celular, de acordo com o0 método descrito.

Para DMT1, apresenta-se o grafico de barras para o processo bioldgico
(figura 29) e para a funcédo molecular (figura 30), apos terem sido eliminadas da
contagem para as fungcbes moleculares de “molecular function” e “peptidase
activity” as proteinas que apresentavam outras fun¢cdes moleculares, por serem
menos informativas. No total, as proteinas encontram-se distribuidas por 25
processos bioldgicos deferentes, assim como por 22 funcbes moleculares

diferentes.
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Figura 29 - Distribuigdo das proteinas microbianas em interacdo com as humanas selecionadas para DMT1,  de acordo com o processo bioldgico.

Em DMT1, contabilizaram-se 25 processos bioldgicos gerais, com a seguinte distribuicdo: cell morphogenesis — 1;
carbohydrate metabolic process — 13; generation of precursos metabolites and energy — 3; DNA metabolic process — 2; tRNA
metabolic process — 13; translation — 13; protein folding — 5; cellular protein modification process — 11; cellular amino acid metabolic

process — 29; transport — 5; response to stress — 6; cell cycle — 6; biological process — 52; catabolic process — 16; biosynthetic

48



process — 26; cellular nitrogen compound catabolic process — 4; small molecular metabolic process — 22; anatomical strucutre
development — 1; chromosome organization — 1; cell division — 6; protein maturation — 2; transmembrane transport — 1; cell wall

organization or biogenesis — 1; nitrogen cycle metabolic process — 1.
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Figura 30 - Distribuicdo das proteinas microbianas em interacdo com as humanas selecionadas para DMT1,  de acordo com a fung&o molecular.

Em DMT1, contabilizaram-se 22 funcdes moleculares gerais, com a seguinte distribuicdo, apds desambiguacdo no

respeitante as funcdes de “molecular function” e “peptidase activity”: protein binding transcription factor activity — 2; nucleic acid
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binding transcription factor activity — 2; molecular function — 1; DNA binding — 5; RNA binding — 3; helicase activity — 1; nuclease
activity — 1; methyltransferase activity — 1; peptidase activity — 0; kinase activity — 2; oxidoreductase activity — 8; transferase activity,
tranferrinf acul groups — 6; nucleotidyltransferase activity — 2; hydrolase activity, acting on glycosyl bonds — 1; hydrolase activity,
acting on carbon-nitrogen (but not peptide) bonds — 7; lyase activity — 5; isomerase activity — 5; ligase activity — 16; ATPase activity

— 3; transmembrane transporter activity — 1; enzyme regulator activity — 1; ion binding — 0.

Para DMT2, apresenta-se, também, o grafico de barras para o processo bioldgico (figura 31) e para a fungcdo molecular
(figura 32), apds terem sido eliminadas da contagem para as funcdes moleculares de “ion binding”, “molecular function” e
“peptidase activity” as proteinas que apresentavam outras funcbes moleculares, com recurso ao Agbase. No total, as proteinas
encontram-se distribuidas por 37 processos biologicos deferentes, assim como por 30 fungées moleculares diferentes.

51



140
120
100
80
60
40
20

Numero de proteinas

cell morphogenesis

immune system process
carbohydrate metabolic..
generation of precursor..

DNA metabolic process

tRNA metabolic process

translation

protein folding

protein complex assembly
cellular protein..
cellular amino acid..

lipid metabolic process

transport

response to stress

cell cycle

cell adhesion

signal transduction

biological_process

catabolic process

biosynthetic process
cellular component..
cellular nitrogen..
nucleobase-containing..

growth

locomotion

homeostatic process
small molecule metabolic..
symbiosis, encompassing..
anatomical structure..

chromosome organization

cell division

protein maturation

transmembrane transport

membrane organization

cell wall organization or
nitrogen cycle metabolic..

cofactor metabolic process

Figura 31 - Distribuigdo das proteinas microbianas em interacdo com as humanas selecionadas para DMT2,  de acordo com o processo bioldgico.

Em DMT2, contabilizaram-se 37 processos biolégicos gerais, com a seguinte distribuicdo: cell morphogenesis — 2; immune
system process — 2; carbohydrate metabolic process — 19; generation of precursor metabolites and energy — 6; DNA metabolic
process — 13; tRNA metabolic process — 14; translation — 18; protein folding — 7; protein complex assembly — 3; cellular protein
modification process — 14; cellular amino acid metabolic process — 31; lipid metabolic process — 1; transport — 24; response do
stress — 18; cell cycle — 6; cell adhesion — 6; signal transduction — 2; biological process — 115; catabolic process — 34; biosynthetic
process — 41; cellular component assembly — 5; cellular nitrogen compound metabolic process — 26; nucleobase-containing

compound catabolic process — 14; growth — 1; locomotion — 2; homeostatic process — 3; small molecule metabolic process — 28;
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symbiosis, encompassing mutualism through parasitism - 2; anatomical structure development — 2; cofactor metabolic process — 2;
chromosome organization — 1; cell division — 6; protein maturation — 2; transmembrane transport — 8; membrane organization — 2;

cell wall organization or biogenesis — 2; nitrogen cycle metabolic process — 1.

No caso da DMT2, repete-se a observacado que diz respeito a falta de informacéo na anotacdo das proteinas microbianas,

para o processo biologico geral “biological process”, com uma contabilizacdo de 115 proteinas mesmo depois da desambiguacao
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Figura 32 - Distribui¢8o das proteinas microbianas em interacdo com as humanas selecionadas para DMT2,  de acordo com a fungédo molecular.

Em DMT2, contabilizaram-se 30 funcbes moleculares gerais, com a seguinte distribuicdo, apds desambiguacdo no
respeitante as funcdes de “ion binding”, “molecular function” e “peptidase activity”: protein binding transcription factor activity — 4;
nucleic acid binding transcription factor activity — 5; molecular function — 29; DNA binding — 16; RNA binding — 6; GTPase activity —
4; helicase activity — 7; nuclease activity — 3; structural molecule activity — 2; cytoskeletal protein binding — 2; translation factor

acivity, nucleic acid binding — 4; methyltransferase activity — 3; peptidase activity — 1; lipid binding — 1; protein transporter activity —
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2; kinase activity — 5; oxidoreductase activity — 4; transferase activity, transferring acyl groups — 2; transferase activity, transferring
glycosyl groups — 3; nucleotidyltransferase activity — 3; hydrolase activity, acting on glycosyl bonds — 7; hydrolase activity, acting on
carbon-nitrogen (but not peptide) bonds — 8; lyase activity — 5; isomerase activity — 10; ligase activity — 16; ATPase activity — 7;
transmembrane transporter activity — 7; enzyme regulator activity — 1; ion binding — O; unfolded protein binding — 3.

Também de referir que a funcdo molecular “molecular function”, uma categoria genérica com uma contabilizacdo de 29
proteinas, recebe o mesmo tipo de interpretacdo ja feita para para outros casos, no que se refere a falta de informacdo na

anotacao das proteinas microbianas.
Apés a aplicagcdo dos critérios de selecdo das proteinas microbianas, com base nos processos biolégicos em que

intervinham, obtiveram-se 6 proteinas interatuantes com a proteina humana selecionada para DMT1 e 33 proteinas interatuantes

com as 16 proteinas humanas selecionadas para DMT2.
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4.5 InteracOes

De entre as proteinas humanas e microbianas selecionadas, obtiveram-
se, entdo, os pares de interagbes apresentados na tabela 4 para DMT1, e na
tabela 5 para DMT2.

Tabela 4 — Pares de PPIs com o cédigo UniProte o nome  de cada proteina.

DMT1
Proteina Humana Proteina Microbiana

Cddigo UniProt Nome Caddigo UniProt Nome

P01584 Interleukin-1 beta  C9R667 Formate acetyltransferase

P01584 Interleukin-1 beta C7NCD2 Formate acetyltransferase
(EC 2.3.1.54)

P01584 Interleukin-1 beta  P64222 Aminomethyltransferase
(EC 2.1.2.10)

P01584 Interleukin-1 beta Q56063 2-methylcitrate  synthase
(EC 2.3.3.5)

P01584 Interleukin-1 beta Q7CQU1 Pyruvate formate lyase |,
induced anaerobically (EC
2.3.1.54)

P01584 Interleukin-1 beta  16L8Y7 Putative trehalose-6-

phosphate hydrolase TreA

Tabela 5 — Pares de PPIs com o cédigo UniProte o nome  de cada proteina.

DMT2
Proteina Humana Proteina Microbiana
Cadigo Nome Cddigo UniProt  Nome
UniProt
P61160 Actin-related protein 2 Q9F2Q3 Enolase 1 (EC 4.2.1.11)
060218 Aldo-keto  reductase Q03174 Fructan beta-
family 1 member B10 fructosidase (EC
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060218

060218

P01009

P01009
P04114

P04114

P04114

P10645

P10645

P10645
P13671

Q99102

P05164

P05164

(EC1.1.1.)
Aldo-keto
family 1 member B10
(EC1.1.1.5)
Aldo-keto
family 1 member B10
(EC1.1.1.)
Alpha-1-antitrypsin

reductase

reductase

Alpha-1-antitrypsin

Apolipoprotein B-100

Apolipoprotein B-100

Apolipoprotein  B-100

(Apo B-100)

Chromogranin-A

Chromogranin-A

Chromogranin-A
Complement
component C6
Mucin-4
Myeloperoxidase

(MPO) (EC 1.11.2.2)

Myeloperoxidase

P49331

Q9F2Q3

Q03174

P49331
Q03174

P49331

P58099

Q03174

Q97QP7

Q9F2Q3
Q03174

Q03174

Q03174

P49331

3.2.1.80)
Glucosyltransferase-S
(GTF-S) (EC 2.4.1.5)

Enolase 1 (EC 4.2.1.11)

Fructan beta-
fructosidase (EC
3.2.1.80)
Glucosyltransferase-S
Fructan beta-
fructosidase (EC
3.2.1.80)

Glucosyltransferase-S
(GTF-S) (EC 2.4.1.5)
Cha peptidase (EC

3.4.21.110)

Fructan beta-
fructosidase (EC
3.2.1.80)
Immunoglobulin Al
protease (lgA1
protease) (EC
3.4.24.13)

Enolase 1 (EC 4.2.1.11)
Fructan beta-
fructosidase (EC
3.2.1.80)

Fructan beta-
fructosidase (EC
3.2.1.80)

Fructan beta-
fructosidase (EC
3.2.1.80)

Glucosyltransferase-S
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P05164

Q09666

Q09666

Q09666

P00558

Q5TCI8

P67936

(MPO) (EC 1.11.2.2)
Myeloperoxidase
(MPO) (EC 1.11.2.2)
Neuroblast
differentiation-
associated protein
AHNAK

Neuroblast
differentiation-
associated protein
AHNAK

Neuroblast

differentiation-

associated protein
AHNAK
Phosphoglycerate

kinase 1 (EC 2.7.2.3)

Prelamin-A/C

Tropomyosin alpha-4 Q9F2Q3

chain

P58099

Q03174

P49331

P58099

Q03174

Q03174

(GTF-S) (EC 2.4.1.5)
Ch5a peptidase (EC

3.4.21.110)

Fructan beta-
fructosidase (EC
3.2.1.80)

Glucosyltransferase-S
(GTF-S) (EC 2.4.1.5)

C5a peptidase (EC
3.4.21.110)

Fructan beta-
fructosidase (EC
3.2.1.80)
Fructan beta-
fructosidase (EC
3.2.1.80)

Enolase 1 (EC 4.2.1.11)

Nas interacdes apresentadas, varias sdo as proteinas, nomeadamente de

origem humana, que intervém em processos bioldgicos do sistema imunitario,

que constituem um dos grandes grupos de processos afetados em pacientes

portadores de DM, tal como referido na introducéo.

No que diz respeito & DMT1, e como se pode verificar, apenas uma

proteina humana foi selecionada, de acordo com os critérios apresentados. A

interleucina-1 beta (P01584) € uma proteina que intervém ao nivel da resposta

inflamatoria, identificada como um pirégeno enddgeno, sendo a sua producéo

aumentada em macréfagos ativados. Apresenta como fungdes a estimulagao
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da proliferacdo de timaocitos, ao induzir a libertacdo de interleucina-2 (IL-2), a
maturacéo e proliferacdo de linfocitos B, e a atividade do fator de crescimento
dos fibroblastos. Estimula também a libertagdo de prostaglandinas e
colagenase das células sinoviais. E também importante referir que é uma
proteina secretada pelas células, encontrando-se disponivel em localizagdes
extracelulares, para interagdo com outras proteinas (50).

Com esta proteina humana interage a proteina microbiana
aminometiltransferase (P64222). Esta € sintetizada por Salmonella
typhimurium, uma bactéria patogénica gram-negativa, encontrada
principalmente ao nivel do Idmen intestinal. Uma das funcbes da
aminometiltransferase, que é um componente do glycine cleavage system
termed T-protein, passa por catalizar de forma reversivel a degradagcdo do
grupo aminometil da glicina ligado ao cofator lipoato da proteina-H, resultando
na producdo de amédnia e 5,10-metilenetetrahidrofolato, na presenca de
tetrahidrofolato. Assim sendo, participa no sistema de clivagem da glicina,
catalizando a degradacéo deste aminoacido (51, 52).

A interleucina-1 beta apresenta glicina em dominios da sua estrutura que,
por assumirem uma posi¢cdo mais superficial, se encontram disponiveis para
receberem modificacdes, na interagcdo com outras proteinas. Sendo estes
dominios funcionais para a proteina em causa, € possivel que a
aminometiltransferase, ao interagir com a interleucina-1 beta, provoque a
clivagem dos aminodcidos glicina pertencentes aos dominios funcionais,

comprometendo desta forma toda a atuacao desta proteina.

No que diz respeito a DMT2, a proteina humana mieloperoxidase
(P05164) trata-se de uma enzima da familia das peroxidases que faz parte do
sistema do sistema dos leucécitos polimorfonucleares (PMNs), sendo mais
abundantemente expressa em granuldcitos de neutrofilos. E uma proteina
lisossomal armazenada ao nivel de granulos azurofilicos dos neutrofilos(53). E
responsavel pela atividade microbicida contra um amplo espectro de
organismos, ao produzir acido hipocloridrico (HOCI), a partir de peréxido de
hidrogénio (H,O;) e do anido cloro (CI), aquando o burst oxidativo dos
neutrofilos. Além disso, oxida a tirosina em radical tirosil, usando o peréxido de

hidrogénio como agente oxidante. Tanto o acido hopocloridrico como o radical
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tirosil sdo citotoxicos, sendo utilizados pelos neutrofilos contra bactérias e
outros agentes patogénicos (54).

Esta proteina interage com a proteina microbiana Cb5a peptidase
(P58099). Esta trata-se de um fator de viruléncia de S. pyogenes, que cliva
especificamente a quimiocina C5a na ligacdo '68-Lys-|-Asp-69', junto ao seu
terminal C, destruindo a sua capacidade como quimiocina (55), sendo que, por
via deste mecanismo, a acdo desta proteina j& se encontra descrita como
impeditiva da resposta a infe¢cdes por parte do hospedeiro (56).

A proteina mieloperoxidase, como ja foi referido, tem uma localizacao
lisossomal, sendo que tal torna a probabilidade da interacdo ocorrer entre dois
organismos bastante baixa. No entanto, existem bastantes relatos da
capacidade da bactéria S. pyogenes em invadir as células epiteliais do
hospedeiro humano (57). Assim sendo, existe a possibilidade da bactéria ser

internalizada e neutralizar esta proteina humana de defesa.
Explanadas estas duas interacdes com potenciais consequéncias ao nivel

da resposta imunitaria em pacientes diabéticos, importa referir que as restantes

interagcBes sdo apresentadas como hipéteses a considerar em estudos futuros.
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5 Conclusao

A patologia diabética € uma das doencas sistémicas cronicas com maior
prevaléncia nos paises desenvolvidos. N&o tendo sido possivel, ainda,
desenvolver uma cura para tal patologia, importa desenvolver métodos de
diagnéstico precoce da mesma, permitindo atuar na prevencado das
complicagfes a ela associadas.

No presente trabalho, realizou-se um tratamento bioinformético da
informacdo de protedmica disponivel, at¢é ao momento, no OralCard, e
apresentada pelo algoritmo Oralint em termos de PPIs interespecificas.

A metodologia descrita permitiu chegar a um total de 6 interacdes para
DMTL1 e a 24 interacdes para DMT2, entre proteinas com relevancia no quadro
da fisiopatologia de ambas as doencas.

De entre estas interacdes, destacam-se as interacdo, em DMT1, entre a
proteina interleucina-1 beta humana e a aminometriltransferase da bactéria
Salmonella typhimurium, e em DMT2 entre a proteina humana mieloperoxidase
e a proteina Cha peroxidase da bactéria S. pyogenes.

E de salientar que o algoritmo Orallnt apresenta como limitac&o o facto de
construir os pares de PPIs com base na informag&o importada da ferramenta
OralCard, sendo que esta disponibiliza uma quantidade limitada de informagé&o
de protedmica, restringida aos artigos revistos. Desta forma, e uma vez que o
proprio algoritmo tem apenas como base para a construcdo dos pares de
interacdes a estrutura molecular das proteinas importadas e os seus dominios
funcionais, os pares de interagdes carecem de uma fundamentacdo mais
fisiolégica na sua producéo.

Assim sendo, tanto as duas interacfes detalhadas em termos funcionais,
como as restantes apresentadas, sdo apresentadas como hipéteses para
validagdo em estudos futuros, conducentes a uma compreensao da
fisiopatologia da Diabetes Mellitus mais completa.

O resultado da confirmacdo destas interacfes podera auxiliar no

desenvolvimento de métodos terapéuticos target-directed, intervindo no sentido
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da prevencdo da ocorréncia de interacbes que possam ter implicacoes

negativas no desenvolvimento das complicagdes provocadas pela DM.
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7 Anexos

Tabela 1. Tabela resultante da anotacdo manual dos microrganismos alterados
em DM, a partir da bibliografia.

Este anexo encontra-se em formato digital (CD-R anexado).
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714
837
28112
5476
42374
5478
5482
714
837
28112
5476
42374
5478
5482
5476
1309

837
28112
714
851
158
203
135083
29466
1305
28131
28133
539
1338
1303
1309
1655
1579
837
28112
714
851
158
203
135083
29466
1305
28131
28133
539
1338
1303
1309
1655
1579
5475
5476

68

Organism Name Domain I Body Subsites Health Biis::::s(ooahfalrai;" Disease (MeSHID) Ei’::e‘:;s Regulation Age group Gender* Spcial Habits* ‘ET;!:?;M !::;?:g?ﬁ Z:al:;‘:?;f: Type of Study [itation (NCBI ID)
v v v v v - v v v v v

A. actinomycetemcomitans Bacteria  periodontal pockets 25 mm X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 -1,25 31-68 __ Nonsmokers Exclusion (DNA was ey PCR with sg Microbiology 21529777
Porphyromonas gingivalis Bacteria  periodontal pockets 25 mm X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 1,00 31-68 __ Nonsmokers Exclusion ( DNA was ey PCR with sg Microbiology 21529777

Tannerella forsythia Bacteria  periodontal pockets 25 mm X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 -2,00 31-68 __ Nonsmokers Exclusion (DNA was e PCR with sg Microbiology 21529777

Candida albicans Eukaryota periodontal pockets >5mm X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 2,25 31-68 __ Nonsmokers Exclusion DNA was e» PCR with sg Microbiology 21529777

Candida dubliniensis Eukaryota periodontal pockets 25 mm X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 2,75 31-68 __ Nonsmokers Exclusion (DNA was ey PCR with sg Microbiology 21529777

Candida glabrata Eukaryota periodontal pockets 25 mm 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 0,00 31-68 __ Nonsmokers Exclusion ( DNA was ey PCR with sg Microbiology 21529777

Candida tropicalis Eukaryota periodontal pockets >5mm 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 0,00 31-68 __ Nonsmokers Exclusion DNA was e» PCR with sg Microbiology 21529777

A. actinomycetemcomitans Bacteria  furcation sites (molars) X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 -1,25 31-68 __ Nonsmokers Exclusion i DNA was ey PCR with sg Microbiology 21529777
Porphyromonas gingivalis Bacteria  furcation sites (molars) X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 1,25 31-68 __ Nonsmokers Exclusion i DNA was ey PCR with sg Microbiology 21529777

Tannerella forsythia Bacteria  furcation sites (molars) X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 -2,50 31-68 __ Nonsmokers Exclusion  DNA was e» PCR with sg Microbiology 21529777

Candida albicans Eukaryota furcation sites (molars) X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 2,50 31-68 __ Nonsmokers Exclusion (DNA was e» PCR with sg Microbiology 21529777

Candida dubliniensis Eukaryota furcation sites (molars) X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 4,95 31-68 __ Nonsmokers Exclusion ( DNA was ey PCR with sg Microbiology 21529777

Candida glabrata Eukaryota furcation sites (molars) 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 0 31-68 __ Nonsmokers Exclusion i DNA was ey PCR with sg Microbiology 21529777

Candida tropicalis Eukaryota furcation sites (molars) 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 0 31-68 __ Nonsmokers Exclusion ( DNA was e» PCR with sg Microbiology 21529777

Candida Albicans Eukaryota periodontal pockets >5mm X 170650 and 125853 68003924 and 68055119 2 31-68 _ Exclusion ( After clinici PCR (Polym Microbiology 21671830

Mutans streptococci >20 CFU/1.5 cm2 Bacteria  whole saliva 125853 68003924 2 1,29 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif All subjects Oral rinse t: Microbiology 17488443

Lactobacilli >10 CFU/1.5 cm2 whole saliva 125853 68003924 2 1,63 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif All subjects Oral rinse t: Microbiology 17488443

Yeasts +1 CFU/ml of oral rinse Eukaryota whole saliva 125853 68003924 2 1,19 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif All subjects Oral rinse t: Microbiology 17488443
Porphyromonas gingivalis Bacteria  supragengival plaque X 125853 68003924 2 1,09 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Tannerella forsythia Bacteria  supragengival plaque X 125853 68003924 2 -1,01 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Actinobacilus actinomycetemcomitans  Bacteria  supragengival plague X 125853 68003924 2 -1,02 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Fusobacterium nucleatum Bacteria  supragengival plague X 125853 68003924 2 1,07 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Treponema denticola Bacteria  supragengival plaque X 125853 68003924 2 1,37 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Campylobacter rectus Bacteria  supragengival plague X 125853 68003924 2 1,91 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Selemonas noxia Bacteria  supragengival plague X 125853 68003924 2 1,01 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Veillonella parvula Bacteria  supragengival plaque X 125853 68003924 2 1,17 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Streptococcus sanguinis Bacteria  supragengival plaque X 125853 68003924 2 1,13 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Prevotellaintermedia Bacteria  supragengival plague X 125853 68003924 2 1,58 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Prevotella nigrescens Bacteria  supragengival plague X 125853 68003924 2 1,79 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Eikenella corrodens Bacteria  supragengival plaque X 125853 68003924 2 -1,16 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Streptococcus intermedius Bacteria  supragengival plaque X 125853 68003924 2 1,23 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Streptococcus oralis Bacteria  supragengival plague X 125853 68003924 2 1,52 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Streptococcus mutans Bacteria  supragengival plaque X 125853 68003924 2 1,16 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Actinomyces naeslundii Bacteria  supragengival plaque X 125853 68003924 2 1,05 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Lactobacillus acidophilus Bacteria  supragengival plague X 125853 68003924 2 2,33 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A toothbrus Supragingiv Microbiology 17488443 In supragi
Porphyromonas gingivalis Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,88 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Tannerella forsythia Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,50 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443
Actinobacilus actinomycetemcomitans  Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,07 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443
Fusobacterium nucleatum Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,42 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Treponema denticola Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,47 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443
Campylobacter rectus Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,28 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Selemonas noxia Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,38 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Veillonella parvula Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,79 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443
Streptococcus sanguinis Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 -1,27 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Prevotella intermedia Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,43 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Prevotella nigrescens Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,29 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Eikenella corrodens Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,33 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443
Streptococcus intermedius Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 -2,00 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443
Streptococcus oralis Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,25 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443
Streptococcus mutans Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 2,55 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Actinomyces naeslundii Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 1,44 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Lactobacillus acidophilus Bacteria  Subgengival plaque X 125853 68003924 2 7,00 53-56 MF  Smokers and Non-smokers All particif A tooth site Supragingiv Microbiology 17488443

Candida (carriage) Eukaryota whole saliva X 125853 68003924 2 aumentada ___ MF Individual Saliva samg Culture (Th Microbiology 16190127  remeter g
Candida albicans Eukaryota whole saliva X 125853 68003924 2 Clinical anc  45-64 MF  Smokers and Non-smokers "Smokers' Participants PCR Microbiology 19435501 Foram co|



837
851
28112
837
851
28112
5475
5475
5476
5476
4952
5478
4909
5480
5482
4911
5475
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714
837
205
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29317
28133
135083
28131
1306
44737
68766
158
28112
142586
714
837
205
29466
29317
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135083
28131
1306
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68766
158
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142586
837
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28112
158
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Porphyromonas gingivalis
Fusubacterium nucleatum
Tannerella forsythia
Porphyromonas gingivalis
Fusubacterium nucleatum
Tannerella forsythia
Candida

Candida

C. albicans

Candida stellatoidea
Candida lipolytica
Candida glabrata

Candida krusei

Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Candida kefyr

Candida spp. (species that could not be
Candida albicans oral carriage
Aggregatibacter actinomycetemcomita
Porphyromonas gingivalis
Campylobacter spp.
Veillonella parvula
Actinomyces spp.
Prevotella nigrescens
Selemonas noxia
Prevotella intermedia
Streptococcus spp.
Capnocytophaga spp.
Fusobacterium spp.
Treponema denticola
Tannerella forsythia
Eubacterium spp.
Aggregatibacter actinomycetemcomita
Porphyromonas gingivalis
Campylobacter spp.
Veillonella parvula
Actinomyces spp.
Prevotella nigrescens
Selemonas noxia
Prevotella intermedia
Streptococcus spp.
Capnocytophaga spp.
Fusobacterium spp.
Treponema denticola
Tannerella forsythia
Eubacterium spp.
Porphyromonas gingivalis
Aggregatibacter actinomycetemcomita
Tannerella forsthensis
Treponema denticola
Prevotella intermedia
Candida

Candida dubliniensis
Candida albicans

Candida glabrata

Candida parapsilosis
Candida dubliniensis

Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Bacteria
Bacteria

Bacteria

Bacteria
Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Bacteria

Bacteria
Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota

Subgingival plague
Subgingival plagque
Subgingival plaque
Tongue sample
Tongue sample
Tongue sample

unstimulated sallivary glucose

stimulated sallivary glucose
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
Subgingival plagque
Subgingival plague
Subgingival plaque
Subgingival plagque
Subgingival plaque
Palate and mucosa

saliva

saliva

saliva

saliva
periodontally healthy sites

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

170650 and 125853
170650 and 125853
170650 and 125853
170650 and 125853
170650 and 125853
170650 and 125853

170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859

125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853

68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119

NNNNNNNNNNONRNNNNNNONNNNNNNRNNRNRNNNNNNNNNNNNRNNNNNNNMNRNRNNNNONNRNNNNNNNNNN

11,31
15,90
3,29
3,93
-1,20
8,53
1,35
1,50
1,13
-2,03
5,00
-3,55
0,00
6,00
0,00
0,00
-2,30
1,52
aumentadz
aumentadz
diferengan
diferengan
diminuida
inexistente
aumentadz
diferengan
diminuida
diminuida
diminuida
s e valores t
inexistente
aumentadz
aumentadz
aumentade
aumentadz
diferengan
diminuida
aumentadz
aumentadz
aumentade
diminuida
diminuida
diminuida
aumentade
aumentadz
aumentade
no artigo e:
no artigo et
no artigo et
no artigo e:
no artigo et
2

30-60
30-60
30-60
30-60
30-60
30-60
40-60
40-61
37-78
37-78
37-78
37-78
37-78
37-78
37-78
37-78
37-78
54-74
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
41-80
41-80
41-80
41-80
41-80
52-76
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73

MF
MF
MF
MF
MF
MF

MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF

Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers

Patients st Patients we PCR Microbiology
Patients st Patients we PCR Microbiology
Patients st Patients we PCR Microbiology
Patients st Patients we PCR Microbiology
Patients st Patients we PCR Microbiology
Patients st Patients we PCR Microbiology

Patients we Saliva samg Microbiology
Patients we Saliva samg Microbiology

For both g Stimulated PCR Microbiology
For both g Stimulated PCR Microbiology
For both g Stimulated PCR Microbiology
For both g Stimulated PCR Microbiology
For both g Stimulated PCR Microbiology
For both g Stimulated PCR Microbiology
For both g Stimulated PCR Microbiology
For both g Stimulated PCR Microbiology
For both g Stimulated PCR Microbiology

The contrc A modified All yeast isc Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual ¢ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual ¢ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology
Examinatic Individual [ Four plaque Microbiology
ExaminaticIndividual [ Four plaque Microbiology

The criteri Subgingival PCR Microbiology
The criteri Subgingival PCR Microbiology
The criteri Subgingival PCR Microbiology
The criteri Subgingival PCR Microbiology
The criteri Subgingival PCR Microbiology
The patier Samples we Culture Microbiology
Subjects w Microbial s: Culture Microbiology
Subjects w Microbial s Culture Microbiology
Subjects w Microbial s: Culture Microbiology
Subjects w Microbial s Culture Microbiology
Subijects w Microbial s: Culture Microbiology

21891897
21891897
21891897
21891897
21891897
21891897
20416536
20416536
21183157
21183157
21183157
21183157
21183157
21183157
21183157
21183157
21183157
17893179
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18582336
18582336
18582336
18582336
18582336
20638146
21044102
21044102
21044102
21044102
21044102

aparece ¢
anamorpl

anamorpt

As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
As was nc
P. gingiva

Among su
In this pils
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5476
5478
5480
42374
5476
5478
5480

714
28131
5475

714
837
28112
158
851
28131
203
33033
1161902
539
29466
1655
28112
714
837
28131
28131
28133
28124
837
33033
1306
851
28112
35783
158
714
837
539
158
5476
28124
714
28112
158
28131
44742
876
54291
143361
28124
51123
28037

28124
851
29466
7039778
T T3
2047
28112
1017
33033
5476
5482

Candida albicans
Candida glabrata
Candida parapsilosis
Candida dubliniensis
Candida albicans
Candida glabrata
Candida parapsilosis

A. actinomycetemcomitans
Prevotellaintermedia
Candida

A. actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia
Treponema denticola
Fusobacterium nucleatum
Prevotella intermedia
Campylobacter rectus
Parvimonas micra
Eubacterium nodatum
Eikenella corrodens
Veillonella parvula
Actinomyces naeslundii
Tannerella forsythia

A. actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Prevotellaintermedia
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gingivalis
Parvimonas micra
Streptococcus spp.
Fusobacterium nucleatum
Tannerella forsythia
Enterococcus spp.
Treponema denticola

A. actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Eikenella corrodens
Treponema denticola
Candida albicans
Porphyromonas gingivalis
A. actinomycetemcomitans
Tannerella forsythia
Treponema denticola
Prevotella intermedia
Desulfovibrio fairfieldensis
Desulfovibrio desulfuricans
Raoultella ornithinolytica
Filifactor alocis
Porphyromonas gingivalis
Eubacterium saphenum
Streptococcus mitis
Synergistetes [G-3] sp.|Oral Taxon 360
Peptostreptococcaceae [XI][G-4] sp.|O
Porphyromonas endodontalis
Fusobacterium nucleatum
Veillonella parvula
Veillonella dispar
Eikenella corrodens

Rothia dentocariosa
Tannerella forsythia
Capnocytophaga gingivalis
Parvimonas micra

Candida albicans

Candida tropicalis

Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota

Bacteria
Bacteria
Eukaryota

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Eukaryota
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Eukaryota
Eukaryota

periodontally healthy sites
periodontally healthy sites
periodontally healthy sites
periodontally diseased sites
periodontally diseased sites
periodontally diseased sites
periodontally diseased sites

subgingival pockets
subgingival pockets
whole saliva

subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque

root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque

saliva

saliva

saliva

subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm

palatal impression surface of ma
palatal impression surface of ma

X X X x X X X

X X X X X X X X X X X X

X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X

X

170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859

125853
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125853

260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
necrose pulpar/peridontitt

125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
222100 and 125853
222100 and 125853
222100 and 125853
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
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125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
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222100 and 125853
222100 and 125853
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68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
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68003922 and 68055113
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68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
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68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922

NNNNNNN
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land2
land2
land2
land2
land2
land2
land2
land2
land2
land2
land2
land2
land2
land2
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land2
land2
land2

NNNNNNNNNNNN

2
land2
land2

35-73
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73

49-70
49-70
35-88

-1,09387
-1,09387
These resu

18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
21-80
21-80
21-80
21-80

diferengan
diferengan
diferengan
diferengan
diferengan
diferengan
diferengan
diferengan
aumentada
diferengan
diferengan
diferengan
avaliaems:
avalia em s:
avaliaems:
avaliaems:
ndo avalia ¢
ndo avalia ¢
ndo avalia ¢
ndo avalia ¢
ndo avalia ¢
ndo avalia ¢
ndo avalia ¢
ndo avalia ¢
ndo avalia ¢
ndo avalia ¢
1,1754386
1,3875803
1,086758
2,0389105
1,9447514

avaliaems:

45-70
45-70
45-70
45-70
45-70
39-67
39-67
39-67
39-67
39-67
8-83
8-83
8-83
-2,6  40-63
-4,5 40-63
0 40-63
0 40-63
0 40-63
-15 40-63
1 4063
40-63
40-63
40-63
40-63
40-63

-2,25 40-63

3 40-63
15 40-63
1,1176471 62.8+11..
1,2857143 62.8+11.;

avalia em s:
avalia em s:
avaliaems:
avalia em s:
¢a ndo signi
¢a ndo signi
¢a ndo signi

NooowN

MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF

MF
MF
MF

MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF

MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF

Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

Subjects w Microbial s: Culture Microbiology
Subjects w Microbial s Culture Microbiology
Subjects w Microbial s: Culture Microbiology
Subjects w Microbial s: Culture Microbiology
Subjects w Microbial s: Culture Microbiology
Subjects w Microbial s: Culture Microbiology
Subjects w Microbial s: Culture Microbiology
Each comg Bacterial sa PCR Microbiology
Each comg Bacterial sa PCR Microbiology

The inclus All the test: The numbe Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology

Patients \ Subgingival The samples Microbiology
The exclus After the cl Bacterial ar Microbiology
The exclus After the cl Bacterial ar Microbiology
The exclus After the cl Bacterial ar Microbiology
The exclus After the cl Bacterial ar Microbiology
All patieni The technic Previously | Microbiology
All patieni The technic Previously | Microbiology
All patieni The technic Previously | Microbiology
All patient The technic Previously | Microbiology
All patieni The technic Previously | Microbiology
All patieni The technic Previously | Microbiology
All patieni The technic Previously | Microbiology
All patieni The technic Previously | Microbiology
All patieni The technic Previously | Microbiology
All patieni The technic Previously | Microbiology
A total of : Two plaque Five microc Microbiology
A total of  Two plaque Five microc Microbiology
A total of : Two plaque Five microc Microbiology
A total of : Two plaque Five microc Microbiology
A total of  Two plaque Five microc Microbiology
We select: Bacterial sa Bacterial sa Microbiology
We select: Bacterial sa Bacterial sa Microbiology
We select: Bacterial sa Bacterial sa Microbiology
We select: Bacterial sa Bacterial sa Microbiology
We select: Bacterial sa Bacterial sa Microbiology
The study Saliva samg After 28 day Microbiology
The study Saliva samg After 28 day Microbiology
The study Saliva samg After 28 da Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
All patient Samples we All isolated Microbiology
All patieni Samples we All isolated Microbiology

21044102
21044102
21044102
21044102
21044102
21044102
21044102

16579698
16579698
19772183

17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
20844819
20844819
20844819
20844819
12202557
12202557
12202557
12202557
12202557
12202557
12202557
12202557
12202557
12202557
11246700
11246700
11246700
11246700
11246700
15677809
15677809
15677809
15677809
15677809
23638810
23638810
23638810
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
21528026
21528026



28124
851
29466
39778
539
2047
28112
1017
33033
5476
5482
5478
4909
4929

Porphyromonas endodontalis

Fusobacterium nucleatum
Veillonella parvula
Veillonella dispar
Eikenella corrodens
Rothia dentocariosa
Tannerella forsythia
Capnocytophaga gingivalis
Parvimonas micra
Candida albicans

Candida tropicalis
Candida glabrata

Candida krusei

Candida guillermondii

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota

subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
palatal impression surface of ma
palatal impression surface of ma
palatal impression surface of ma
palatal impression surface of ma
palatal impression surface of ma

X X X X X X X X X

125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
222100 and 125853
222100 and 125853
222100 and 125853
222100 and 125853
222100 and 125853

68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922

NNNNNNNN

2
land2
land2
land2
land2
land2

40-63

40-63

40-63

40-63

40-63

40-63

-2,25 40-63

3 40-63

15 40-63
1,1176471 62.8+11..
1,2857143 62.8+11..
1,3333333 62.8+11.0
1,6666667 62.8+11.
162.8+11.
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MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF

Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
Patients w After a full- Clinical par. Microbiology
All patient Samples we All isolated Microbiology
All patieni Samples we All isolated Microbiology
All patient Samples we All isolated Microbiology
All patient Samples we All isolated Microbiology
All patieni Samples we All isolated Microbiology

22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
22762355
21528026
21528026
21528026
21528026
21528026
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Tabela 2. Tabecga funcional das proteinas humanas alteradas em DMT1 e
DMT2.

Este ficheiro encontra-se em formato digital (CD-R anexado).
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Tabela 3. Tabela de interagdes final, em DMTL1.

Este ficheiro encontra-se em formato digital (CD-R em anexo).
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UniProt Il Name

P01584
P01584
P01584
P01584
P01584
P01584

74

P1

Interleukin-1beta (IL-1 beta) Homo sag
Interleukin-1beta (IL-1 beta) Homo sag
Interleukin-1beta (IL-1 beta) Homo sag
Interleukin-1beta (IL-1 beta) Homo sag
Interleukin-1beta (IL-1 beta) Homo sag
Interleukin-1beta (IL-1 beta) Homo sag

5,00 C9R667
5,00 C7NCD2
5,00 P64222
5,00 Q56063
5,00 Q7CQu1
5,00 16L8Y7

P2

Organism Regulatio Function UniProt ID Name Organism

Formate acetyltransferase Aggregatibacter acti
Formate acetyltransferase ( Leptotrichia buccalis
Aminomethyltransferase (E Salmonella typhimu aminome
2-methylcitrate synthase (E Salmonella typhimu propanoa
Pyruvate formate lyase |, in Salmonella typhimu carbohydr
Putative trehalose-6-phosp Streptococcus mutal



Tabela 4. Tabela de interacdes final, em DMT2.

Este ficheiro encontra-se em formato digital (CD-R em anexo).
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UniPr¢ =
P61160
060218
060218
060218
P01009
P01009
P04114
P04114
P04114
P10645
P10645
P10645
P13671
Q99102
P0O5164
P0O5164
P0O5164
Q09666
Q09666
Q09666
P00558
Q5TCI8
P67936

76

PH

Name¢ =1/ Organi¢ * Regulat * | Functi(~

Actin-rele Homo sag
Aldo-ketc Homo sag
Aldo-ketc Homo sag
Aldo-ketc Homo sag
Alpha-1-aHomo sag
Alpha-1-aHomo sag
ApolipopiHomo sag
ApolipopiHomo sag
ApolipopiHomo sag
ChromogrHomo sag
Chromogr Homo sag
ChromogrHomo sag
Complem Homo sag
Mucin-4 ( Homo sag
Myeloper Homo sag
Myeloper Homo sag
Myeloper Homo sag
Neurobla Homo sag
Neurobla Homo sag
Neurobla Homo sag
Phosphog Homo sag
Prelamin- Homo sag
TropomycHomo sag

3,40
-3,30
-3,30
-3,30

3,20

3,20
-4,10
-4,10
-4,10

9,50

9,50

9,50

4,80
13,17

3,86

3,86

3,86

3,10

3,10

3,10
-3,20
-3,30
-3,80

UniPr¢=
Q9F2Q3
Q03174
P49331
Q9F2Q3
Q03174
P49331
Q03174
P49331
P58099
Q03174
Q97QP7
Q9F2Q3
Q03174
Q03174
Q03174
P49331
P58099
Q03174
P49331
P58099
Q03174
Q03174
Q9F2Q3

PB

Name ¥ Organi{~
Enolase 1(EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate I Streptom
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextr Streptoco
Enolase 1(EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate I Streptom
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextr Streptoco
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextr Streptoco
C5a peptidase (EC 3.4.21.110) (SCP) Streptoco
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Immunoglobulin Al protease (IgA1 protease) (E Streptoco
Enolase 1(EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate I Streptom
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextr Streptoco
C5a peptidase (EC 3.4.21.110) (SCP) Streptoco
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextr Streptoco
C5a peptidase (EC 3.4.21.110) (SCP) Streptoco
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-bet Streptoco
Enolase 1(EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate I Streptom



714
837
28112
5476
42374
5478
5482
714
837
28112
5476
42374
5478
5482
5476
1309

837
28112
714
851
158
203
135083
29466
1305
28131
28133
539
1338
1303
1309
1655
1579
837
28112
714
851
158
203
135083
29466

Organism Name Domain All Body Subsites

A. actinomycetemcomitans Bacteria periodontal pockets 25 mm
Porphyromonas gingivalis Bacteria periodontal pockets 25 mm
Tannerella forsythia Bacteria periodontal pockets 25 mm
Candida albicans Eukaryota periodontal pockets 25 mm
Candida dubliniensis Eukaryota periodontal pockets 25 mm
Candida glabrata Eukaryota periodontal pockets 25 mm
Candida tropicalis Eukaryota periodontal pockets 25 mm
A. actinomycetemcomitans Bacteria furcation sites (molars)
Porphyromonas gingivalis Bacteria furcation sites (molars)
Tannerella forsythia Bacteria furcation sites (molars)
Candida albicans Eukaryota furcation sites (molars)
Candida dubliniensis Eukaryota  furcation sites (molars)
Candida glabrata Eukaryota furcation sites (molars)
Candida tropicalis Eukaryota  furcation sites (molars)
Candida Albicans Eukaryota periodontal pockets 25 mm
Mutans streptococci >20 CFU/1.5 cm2 Bacteria whole saliva

Lactobacilli >10 CFU/1.5 cm2 whole saliva

Yeasts £1 CFU/ml of oral rinse Eukaryota  whole saliva
Porphyromonas gingivalis Bacteria supragengival plaque
Tannerella forsythia Bacteria supragengival plaque
Actinobacilus actinomycetemcomitans Bacteria supragengival plaque
Fusobacterium nucleatum Bacteria supragengival plaque
Treponema denticola Bacteria supragengival plaque
Campylobacter rectus Bacteria supragengival plaque
Selemonas noxia Bacteria supragengival plaque
Veillonella parvula Bacteria supragengival plaque
Streptococcus sanguinis Bacteria supragengival plaque
Prevotella intermedia Bacteria supragengival plaque
Prevotella nigrescens Bacteria supragengival plaque
Eikenella corrodens Bacteria supragengival plaque
Streptococcus intermedius Bacteria supragengival plaque
Streptococcus oralis Bacteria supragengival plaque
Streptococcus mutans Bacteria supragengival plaque
Actinomyces naeslundii Bacteria supragengival plaque
Lactobacillus acidophilus Bacteria supragengival plaque
Porphyromonas gingivalis Bacteria Subgengival plaque
Tannerella forsythia Bacteria Subgengival plaque
Actinobacilus actinomycetemcomitans Bacteria Subgengival plaque
Fusobacterium nucleatum Bacteria Subgengival plaque
Treponema denticola Bacteria Subgengival plaque
Campylobacter rectus Bacteria Subgengival plaque
Selemonas noxia Bacteria Subgengival plaque
Veillonella parvula Bacteria Subgengival plaque




1305
28131
28133

539

1338

1303

1309

1655

1579

5475

5476

837
851
28112
837
851
28112

5475

5475

5476

5476

4952

5478

4909

5480

5482

4911
5475
5476
714
837
205
29466
29317
28133
135083
28131
1306
44737
68766
158
28112
142586
714
837
205

Streptococcus sanguinis
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Eikenella corrodens
Streptococcus intermedius
Streptococcus oralis
Streptococcus mutans
Actinomyces naeslundii
Lactobacillus acidophilus
Candida (carriage)
Candida albicans
Porphyromonas gingivalis
Fusubacterium nucleatum
Tannerella forsythia
Porphyromonas gingivalis
Fusubacterium nucleatum
Tannerella forsythia
Candida

Candida

C. albicans

Candida stellatoidea
Candida lipolytica
Candida glabrata

Candida krusei

Candida parapsilosis
Candida tropicalis

Candida kefyr

Candida spp. (species that could not be diff

Candida albicans oral carriage
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Campylobacter spp.

Veillonella parvula

Actinomyces spp.

Prevotella nigrescens

Selemonas noxia

Prevotella intermedia

Streptococcus spp.

Capnocytophaga spp.

Fusobacterium spp.

Treponema denticola

Tannerella forsythia

Eubacterium spp.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Campylobacter spp.

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Eukaryota
Eukaryota

Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota

Eukaryota

Eukaryota

Eukaryota
Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Subgengival plaque
Subgengival plaque
Subgengival plaque
Subgengival plaque
Subgengival plaque
Subgengival plaque
Subgengival plaque
Subgengival plaque
Subgengival plaque
whole saliva

whole saliva
Subgingival plaque
Subgingival plaque
Subgingival plaque
Tongue sample
Tongue sample
Tongue sample

unstimulated sallivary glucose

stimulated sallivary glucose
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva

stimulated saliva
stimulated saliva
stimulated saliva

healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
healthy subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets



29466
29317
28133
135083
28131
1306
44737
68766
158
28112
142586
837
714
28112
158
28131
5475
42374
5476
5478
5480
42374
5476
5478
5480
42374
5476
5478
5480

714
28131
5475

714
837
28112
158
851
28131
203
33033
1161902
539
29466
1655
28112

Veillonella parvula
Actinomyces spp.
Prevotella nigrescens
Selemonas noxia
Prevotella intermedia
Streptococcus spp.
Capnocytophaga spp.
Fusobacterium spp.
Treponema denticola
Tannerella forsythia
Eubacterium spp.
Porphyromonas gingivalis

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Tannerella forsthensis
Treponema denticola
Prevotella intermedia
Candida

Candida dubliniensis
Candida albicans
Candida glabrata
Candida parapsilosis
Candida dubliniensis
Candida albicans
Candida glabrata
Candida parapsilosis
Candida dubliniensis
Candida albicans
Candida glabrata
Candida parapsilosis

A. actinomycetemcomitans
Prevotella intermedia
Candida

A. actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia
Treponema denticola
Fusobacterium nucleatum
Prevotella intermedia
Campylobacter rectus
Parvimonas micra
Eubacterium nodatum
Eikenella corrodens
Veillonella parvula
Actinomyces naeslundii
Tannerella forsythia

Bacteria

Bacteria
Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota

Bacteria
Bacteria
Eukaryota

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
perio subgingival pockets
Subgingival plaque
Subgingival plaque
Subgingival plaque
Subgingival plaque
Subgingival plaque
Palate and mucosa

saliva

saliva

saliva

saliva
periodontally healthy sites
periodontally healthy sites
periodontally healthy sites
periodontally healthy sites
periodontally diseased sites
periodontally diseased sites
periodontally diseased sites
periodontally diseased sites

subgingival pockets
subgingival pockets
whole saliva

subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque



714
837
28131
28131
28133
28124
837
33033
1306
851
28112
35783
158
714
837
539
158
5476
28124
714
28112
158
28131
44742
876
54291
143361
28124
51123
28037

28124
851
29466
39778
539
2047
28112
1017
33033
5476
5482
5478
4909

A. actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Prevotella intermedia
Prevotella intermedia
Prevotella nigrescens
Porphyromonas endodontalis
Porphyromonas gingivalis
Parvimonas micra
Streptococcus spp.
Fusobacterium nucleatum
Tannerella forsythia
Enterococcus spp.
Treponema denticola

A. actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Eikenella corrodens
Treponema denticola
Candida albicans
Porphyromonas gingivalis
A. actinomycetemcomitans
Tannerella forsythia
Treponema denticola
Prevotella intermedia
Desulfovibrio fairfieldensis
Desulfovibrio desulfuricans
Raoultella ornithinolytica
Filifactor alocis
Porphyromonas gingivalis
Eubacterium saphenum
Streptococcus mitis
Synergistetes [G-3] sp.|Oral Taxon 360]|Clo
Peptostreptococcaceae [XI][G-4] sp.|Oral T
Porphyromonas endodontalis
Fusobacterium nucleatum
Veillonella parvula
Veillonella dispar

Eikenella corrodens

Rothia dentocariosa
Tannerella forsythia
Capnocytophaga gingivalis
Parvimonas micra

Candida albicans

Candida tropicalis

Candida glabrata

Candida krusei

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Eukaryota
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota

subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque

root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
root canals with necrotic pulp
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque
subgingival plaque

saliva

saliva

saliva

subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm
subgingival biofilm

palatal impression surface of maxilla
palatal impression surface of maxilla
palatal impression surface of maxilla
palatal impression surface of maxilla



4929 Candida guillermondii Eukaryota palatal impression surface of maxillz





























































































































































































































































































































































































































































































































































































Disease (OMIM ID or Diseases

Health Database) Disease (MeSH ID)

X 170650 and 125853 68003924 and 68055119
X 170650 and 125853 68003924 and 68055119
X 170650 and 125853 68003924 and 68055119
X 170650 and 125853 68003924 and 68055119
X 170650 and 125853 68003924 and 68055119

170650 and 125853 68003924 and 68055119

170650 and 125853 68003924 and 68055119
X 170650 and 125853 68003924 and 68055119
X 170650 and 125853 68003924 and 68055119
X 170650 and 125853 68003924 and 68055119
X 170650 and 125853 68003924 and 68055119
X 170650 and 125853 68003924 and 68055119

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

170650 and 125853
170650 and 125853
170650 and 125853

125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853

68003924 and 68055119

68003924 and 68055119

68003924 and 68055119
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924

Type of
Diabetes

NN NN DNDNNNDNNNNMNNDNNNNNMDNNDNNNNMNDNNNNMNDNDNNNDNDNDNNDNDNDNDNDNDNDNDNNDNDNNDNNDN

Regulation | Age group
-1.25 31-68
1.00 31-68
-2.00 31-68
2.25 31-68
2.75 31-68
0.00 31-68
0.00 31-68
-1.25 31-68
1.25 31-68
-2.50 31-68
2.50 31-68
4.95 31-68

0 31-68
0 31-68
31-68

1.29 53-56
1.63 53-56
1.19 53-56
1.09 53-56
-1.01 53-56
-1.02 53-56
1.07 53-56
1.37 53-56
1.91 53-56
1.01 53-56
1.17 53-56
1.13 53-56
1.58 53-56
1.79 53-56
-1.16 53-56
1.23 53-56
1.52 53-56
1.16 53-56
1.05 53-56
2.33 53-56
1.88 53-56
1.50 53-56
1.07 53-56
1.42 53-56
1.47 53-56
1.28 53-56
1.38 53-56
1.79 53-56




170650 and 125853
170650 and 125853
170650 and 125853
170650 and 125853
170650 and 125853
170650 and 125853

170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859

125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853

125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853

125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853
125853

68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924

68003924

68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119

N NN DNNNNNNNNNNNNNNDNNDNDNNDNNDNNNNNNDNNNDNNNNNDNDNDNNNNNNNDDNN

-1.27
1.43
1.29
1.33

-2.00
1.25
2.55
1.44
7.00

aumentada
Clinical and :

11.31

15.90
3.29
3.93

-1.20
8.53
1.35
1.50
1.13

-2.03
5.00

-3.55
0.00
6.00
0.00

0.00

-2.30

1.52
aumentada
aumentada
diferenca mi
diferenca mi
diminuida
inexistente ¢
aumentada
diferenca mi
diminuida
diminuida
diminuida
s e valores b
inexistente ¢
aumentada
aumentada
aumentada
aumentada

53-56
53-56
53-56
53-56
53-56
53-56
53-56
53-56
53-56

45-64
30-60
30-60
30-60
30-60
30-60
30-60
40-60
40-61
37-78
37-78
37-78
37-78
37-78
37-78
37-78

37-78
37-78
54-74
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72



X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

x

x

X X X X X X X X X X X X

170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859
170650 and 125859

125853
125853
125853

260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100

68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119
68003924 and 68055119

68003924
68003924
68003924

68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113

1an

N NN NDNDNNNMNDNDNMNNNNMDNNNNNMDNDNNMNNNMDNDNDNMNNNMDNDNDNNMDNODNDN

N NN

QL PR R R R R RRRRRR

2

diferenca mi
diminuida
aumentada
aumentada
aumentada
diminuida
diminuida
diminuida
aumentada
aumentada
aumentada
no artigo est
no artigo esi
no artigo est
no artigo esi
no artigo est
2

-1.0938697
-1.0938697
These result

diferenca na
diferenca na
diferenca na
diferenca na
diferenca na
diferenca na
diferenca na
diferenca na
aumentada
diferenca na
diferenca na
diferenca na
avalia em sa

33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
33-72
41-80
41-80
41-80
41-80
41-80
52-76
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73
35-73

49-70
49-70
35-88

18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
18-70
21-80



X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

260950 and 222100
260950 and 222100
260950 and 222100

necrose pulpar/peridontite ag D003790D003790D003790

125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
222100 and 125853
222100 and 125853
222100 and 125853
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
125853 and 260950
222100 and 125853
222100 and 125853
222100 and 125853
222100 and 125853

68003922 and 68055113
68003922 and 68055113
68003922 and 68055113

68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68055113
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922
68003924 and 68003922

land?2
land?2
land?2
land?2
land?2
land?2
land?2
land?2
land?2
land?2
land?2
land?2
land?2
2

N N NN NMNDNDNMNDN

2
land?2
land?2
land?2

2

N NN NNDNNNMNNDNNMNNMNNDN

N

land?2
land?2
land?2
land?2

avaliaemsa 21-80

avaliaemsa 21-80

avaliaemsa 21-80

ndo avalia el

nao avalia el

ndo avalia el

nao avalia el

ndo avalia el

nao avalia el

ndo avalia el

nao avalia el

ndo avalia el

nao avalia el
1.1754386 45-70
1.3875803  45-70
1.086758 45-70
2.0389105 45-70
1.9447514 45-70

avaliaemsa 39-67

avaliaemsa 39-67

avaliaemsa 39-67

avaliaemsa 39-67

avaliaemsa 39-67

1¢a ndo signil  8-83

1¢a ndo signit  8-83

1¢a ndo signil  8-83

-2.6  40-63
-4.5  40-63

0 40-63

0 40-63

0 40-63

-1.5  40-63

1 40-63

2  40-63

0 40-63

0 40-63

0 40-63

7 40-63
-2.25 40-63
3 40-63
15 40-63

1.1176471 62.8+11.2
1.2857143 62.8+11.2
1.3333333 62.8 £11.2
1.6666667 62.8 £11.2



X 222100 and 125853 68003924 and 68003922 land 2 1628+11.2





























































































































































































































































































































































































































































































































































































Gender*

Social Habits*

Methods of
Sampling**

Methods of
Analysis***

Exclusion

Criteria Type of Study

Citation (NCBI ID)

Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers
Non smokers

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

Exclusion c1 DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion ci DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion c1 DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion c1 DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion ci DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion c1 DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion ci DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion c1 DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion ci DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion c1 DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion ci DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion c1 DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion ci DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion c1 DNA was ext PCR with spe Microbiology
Exclusion c1 After clinical PCR (Polyme Microbiology
All participz All subjects v Oral rinse tecMicrobiology
All participz All subjects v Oral rinse tecMicrobiology
All participz All subjects v Oral rinse tecMicrobiology
All participc A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participz A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participzc A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participz A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participzc A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participz A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participzc A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participz A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participc A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participz A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participc A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participz A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participc A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participz A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participc A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participz A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participc A toothbrust Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \ Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \ Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \ Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \ Supragingiva Microbiology

21529777
21529777
21529777
21529777
21529777
21529777
21529777
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21529777
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21671830
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17488443
17488443
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17488443
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17488443
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17488443
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MF

MF
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MF
MF
MF
MF
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MF
MF
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MF
MF
MF
MF

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

Smokers and Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

All particip: A tooth site \ Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \ Supragingiva Microbiology
All particip: A tooth site \ Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \ Supragingiva Microbiology
All particip: A tooth site \ Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site \ Supragingiva Microbiology
All particip: A tooth site \Supragingiva Microbiology
All participz A tooth site ySupragingiva Microbiology
All participz A tooth site \Supragingiva Microbiology
Individuals Saliva sampli Culture (The Microbiology

"Smokers" ' Participants ' PCR Microbiology
Patients sul Patients wer PCR Microbiology
Patients sui Patients wer PCR Microbiology
Patients sul Patients wer PCR Microbiology
Patients sui Patients wer PCR Microbiology
Patients sul Patients wer PCR Microbiology
Patients sui Patients wer PCR Microbiology

Patients wer: Saliva sampli Microbiology
Patients weri Saliva sampli Microbiology

For both gr Stimulated si PCR Microbiology
For both gr Stimulated si PCR Microbiology
For both gr Stimulated si PCR Microbiology
For both gr Stimulated si PCR Microbiology
For both gr Stimulated si PCR Microbiology
For both gr Stimulated si PCR Microbiology
For both gr Stimulated si PCR Microbiology
For both gr Stimulated si PCR Microbiology
For both gr Stimulated si PCR Microbiology

The control A modified p All yeast isol: Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology
Examinatiol Individual pe Four plaque Microbiology

17488443
17488443
17488443
17488443
17488443
17488443
17488443
17488443
17488443
16190127
19435501
21891897
21891897
21891897
21891897
21891897
21891897
20416536
20416536
21183157
21183157
21183157
21183157
21183157
21183157
21183157

21183157
21183157
17893179
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
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MF
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MF
MF
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MF
MF
MF
MF
MF
MF

MF
MF
MF

MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF
MF

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers

Smokers and
Smokers and
Smokers and
Smokers and
Smokers and
Smokers and
Smokers and
Smokers and
Smokers and
Smokers and
Smokers and
Smokers and

Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers
Non-smokers

Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
Examinatiol Individual pe Four plaque
The criteria Subgingival [ PCR

The criteria Subgingival [ PCR

The criteria Subgingival f PCR

The criteria Subgingival [ PCR

The criteria Subgingival [ PCR

The patient Samples wer Culture
Subjects we Microbial sat Culture
Subjects we Microbial sat Culture
Subjects we Microbial sat Culture
Subjects we Microbial sat Culture
Subjects we Microbial sar Culture
Subjects we Microbial sat Culture
Subjects we Microbial sat Culture
Subjects we Microbial sat Culture
Subjects we Microbial sat Culture
Subjects we Microbial sat Culture
Subjects we Microbial sar Culture
Subjects we Microbial sat Culture

Each compl Bacterial san PCR
Each compl Bacterial san PCR

Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology
Microbiology

Microbiology
Microbiology

The inclusic All the tests ' The number Microbiology

Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival  The samples Microbiology
Patients w Subgingival [ The samples Microbiology
Patients w Subgingival [ The samples Microbiology
The exclusii After the clir Bacterial anz Microbiology

18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
18380556
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18582336
18582336
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21044102
21044102
21044102
21044102
21044102
21044102
21044102
21044102
21044102
21044102
21044102

16579698
16579698
19772183

17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
17092237
20844819
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MF
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MF
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MF

Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers
Smokers and Non-smokers

The exclusii After the clir Bacterial anz Microbiology
The exclusi After the clir Bacterial anz Microbiology
The exclusii After the clir Bacterial anz Microbiology
All patient-1 The techniqt Previously pt Microbiology
All patient-I The techniqt Previously pt Microbiology
All patient-1 The techniqt Previously pt Microbiology
All patient-1 The techniqt Previously pt Microbiology
All patient-1 The techniqt Previously pt Microbiology
All patient-I The techniqt Previously pt Microbiology
All patient-1 The techniqt Previously pt Microbiology
All patient- The techniqt Previously pt Microbiology
All patient-1 The techniqt Previously pt Microbiology
All patient-I The techniqt Previously pt Microbiology
A total of 11 Two plaque ¢ Five microor, Microbiology
A total of 11 Two plaque ¢ Five microor, Microbiology
A total of 11 Two plaque ¢ Five microor, Microbiology
A total of 11 Two plaque ¢ Five microor, Microbiology
A total of 11 Two plaque ¢ Five microor, Microbiology
We selecte( Bacterial san Bacterial san Microbiology
We selecte( Bacterial san Bacterial san Microbiology
We selecte(Bacterial san Bacterial san Microbiology
We selecte( Bacterial san Bacterial san Microbiology

We selecte( Bacterial san Bacterial san Microbiology
The study v Saliva sampli After 28 day: Microbiology
The study v Saliva sampli After 28 day: Microbiology
The study v Saliva sampli After 28 day: Microbiology
Patients we After a full-n Clinical parar Microbiology
Patients we After a full-rr Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-n Clinical parar Microbiology
Patients we After a full-rr Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-n Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-rr Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-n Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-rr Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-n Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-rr Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-n Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-rr Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-n Clinical parat Microbiology
Patients we After a full-rr Clinical parait Microbiology
Patients we After a full-n Clinical parat Microbiology
All patients Samples wer All isolated y Microbiology
All patients Samples wer All isolated y Microbiology
All patients Samples wer All isolated y Microbiology

All patients Samples wer All isolated y Microbiology

20844819
20844819
20844819
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12202557
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11246700
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In supragin
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In supragin
In supragin
In supragin
In supragin
In supragin
In supragin
In supragin
In supragin
In supragin



remeter pc
Foram cop

aparece ca
anamorph

anamorph: Candida kefyr

As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
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As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
As was not
P. gingivalit

Among suk
In this pilof



DMT1
UniprotKB
Protein najPeta-galactosi{Cystatin-SA (CfPro-epidermal|Beta-hexosam{Beta-hexosam|
Protein Qu

Sample  Whole Salix

Mucosa 0
SM/SL 0
Biomarker 0

cAMP-depend{

GO_name GO_name2
carbohydr carbohydr + +
cellular cal
gluconeog
galactose (+
glucose mi
glycerol bi
glycogen k
glycogen ¢
glycogen n
glycolysis
mannan c:
O-glycan p
oligosacch +
pentose bi
pentose-p!
pentose-pl
polysacch:
positive re +
protein N-
trehalose |

cell adhesi calcium-in
cell adhesi
cell-cell ad
cell-matrix
focal adhe
homophili
leukocyte
leukocyte
monocyte
negative r
negative ri
negative r
negative ri
negative r
negative r
platelet ag
positive re
positive re
regulation




regulation
substrate

cell prolife cell prolife
endotheliz
epithelial (
inner cell 1
keratinocy
negative r
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
regulation

cell-cell sig cell-cell sig
dopamine
histamine
negative r
positive re
regulation
regulation
regulation
regulation
synaptic tr
synaptic tr
synaptic vi

circulatory angiotensi
blood circt
bundle of |
positive re
regulation
regulation
regulation
ventriculal

extracellul collagen fi
extracellul
extracellul
extracellul
negative ri

homeostat bone resol
cell redox
cellular cal +
cellularirc
cellular re:




cholestera
cytosolic c
erythrocyt
fatty acid |
fever gene
glucose ha
ironion hc
lymphocyt
muscle cel
negative ri
phospholi
photorece
positive re
positive re
regulation
sequesteri
telomere r
triglycerid

immune sy activation
antigen pr
antigen pr
antigen pr
antigen pr
antigen pr
antigen pr
cellular ex
cellular re:
chronic ini
compleme
compleme
compleme
defense re
erythrocyt
Fc-epsilon +
Fc-gamma
germinal ¢
granulomg
hemopoie:
histamine
humoral ir
immune re
immune s)
induction (
innate imr +
leukocyte
leukocyte
leukocyte
lymphocyt
mononucl




MyD88-de
MyD88-in«
myeloid d
myeloid d
natural kil
negative r.
negative r
negative r
negative r
negative ri
neutrophil
nucleotide
osteoclast
pattern re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
positive re
regulation
regulation
regulation
regulation
regulation
regulation
regulation
regulation
regulation
regulation
regulation
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regulation
respiraton
T cell activ
T cell costi
T cell rece|
toll-like re
toll-like re
toll-like re
toll-like re
toll-like re




toll-like re
toll-like re
toll-like re
toll-like re
TRIF-depe!
V(D)J reco

lipid metal arachidoni
bile acid v
cellular lip
cholestera
cholestera
fatty acid |
farnesol c:
gangliosid: + +
glucocortit
glycosphin + + +
leukotrien
leukotrien
lipid catab
lipid metal
long-chain
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phosphati
phosphati
phospholi +
phospholi
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positive re
regulation
retinoid m
retinol me
sphingolip + + +
steroid me
triglycerid
triglycerid

membrane¢ Golgi to pl
membrane
negative r
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protein im
protein tai
protein tai
synaptic vi
vesicle fus
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nucleotide
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response t
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P1

UniProt ID Name Organism Regulation Function UniProt ID
P01584 Interleukin-1 beta (IL-1 beta) (Cc Homo sapi 5.00 C9R667
P01584 Interleukin-1 beta (IL-1 beta) (Ce Homo sapi 5.00 C7NCD2
P01584 Interleukin-1 beta (IL-1 beta) (Ce Homo sapi 5.00 P64222
P01584 Interleukin-1 beta (IL-1 beta) (Cc Homo sapi 5.00 Q56063
P01584 Interleukin-1 beta (IL-1 beta) (Ce Homo sapi 5.00 Q7cQu1

P01584 Interleukin-1 beta (IL-1 beta) (Cc Homo sapi 5.00 16L8Y7



P2
Name Organism
Formate acetyltransferase Aggregatibacter actinc
Formate acetyltransferase (EC Leptotrichia buccalis {:
Aminomethyltransferase (EC 2 Salmonella typhimuric aminomethyltransferase activity; cytoplasm; gly
2-methylcitrate synthase (EC 2 Salmonella typhimurit propanoate degradation
Pyruvate formate lyase I, induc Salmonella typhimurit carbohydrate metabolic process, lyase
Putative trehalose-6-phosphat Streptococcus mutans



rcine catabolic process; transaminase activity



UniProt
P61160
060218
060218
060218
P01009
P01009
P04114
P04114
P04114
P10645
P10645
P10645
P13671
Q99102
P05164
P05164
P05164
Q09666
Q09666
Q09666
P00558
Q5TCI8
P67936

PH

Name  Organism Regulation Function

Actin-relat Homo sapi
Aldo-keto 1Homo sapi
Aldo-keto IHomo sapi
Aldo-keto 1Homo sapi
Alpha-1-anHomo sapi
Alpha-1-an Homo sapi
Apolipoprc Homo sapi
Apolipoprc Homo sapi
Apolipoprc Homo sapi
Chromogr: Homo sapi
Chromogr: Homo sapi
Chromogr: Homo sapi
Compleme Homo sapi
Mucin-4 (N Homo sapi
Myeloperc Homo sapi
Myeloperc Homo sapi
Myeloperc Homo sapi
Neuroblast Homo sapi
Neuroblast Homo sapi
Neuroblast Homo sapi
Phosphogl Homo sapi
Prelamin-£ Homo sapi
Tropomyo: Homo sapi

3.40
-3.30
-3.30
-3.30

3.20

3.20
-4.10
-4.10
-4.10

9.50

9.50

9.50

4.80
13.17

3.86

3.86

3.86

3.10

3.10

3.10
-3.20
-3.30
-3.80

UniProt
Q9F2Q3
Q03174
P49331
Q9F2Q3
Q03174
P49331
Q03174
P49331
P58099
Q03174
Q97QP7
Q9F2Q3
Q03174
Q03174
Q03174
P49331
P58099
Q03174
P49331
P58099
Q03174
Q03174
Q9F2Q3



PB

Name Organism
Enolase 1 (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydr(Streptomy
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-1 Streptococ
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextransu Streptococ
Enolase 1 (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydr¢Streptomy
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-1 Streptococ
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextransu Streptococ
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-1 Streptococ
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextransu Streptococ
C5a peptidase (EC 3.4.21.110) (SCP) Streptococ
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-1 Streptococ
Immunoglobulin Al protease (IgA1 protease) (EC 3.4 Streptococ
Enolase 1 (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydr(Streptomy
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-1 Streptococ
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-1 Streptococ
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-1 Streptococ
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextransu Streptococ
C5a peptidase (EC 3.4.21.110) (SCP) Streptococ
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-1 Streptococ
Glucosyltransferase-S (GTF-S) (EC 2.4.1.5) (Dextransu Streptococ
C5a peptidase (EC 3.4.21.110) (SCP) Streptococ
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-1 Streptococ
Fructan beta-fructosidase (EC 3.2.1.80) (Exo-beta-D-f Streptococ
Enolase 1 (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydr(Streptomy



