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Resumo:

A base de dados OralOme, consultavel na interface OralCard, retne toda a
informacao atualizada, resultante dos estudos de protedémica de tecidos orais e
estudos in vitro. Além de proteinas do hospedeiro inclui proteinas produzidas
pelo microbioma oral sendo possivel conhecer as proteinas produzidas por
cada género e/ou espécie. Esta ferramenta bioinformatica pretende ajudar no
desenvolvimento de novos métodos diagndsticos, progndsticos ou na pesquisa

de agentes terapéuticos.

Objetivo: De acordo com os dados de protedmica de tecidos orais e estudos in
vitro depositados no OralCard, foi realizada uma analise critica do papel
funcional desempenhado pelas proteinas de origem bacteriana dando mais

énfase aquelas envolvidas no processo bioldgico da patogénese.

Materiais e métodos: As proteinas do microbioma oral foram analisadas
quanto aos processos biolégicos em que participam, sendo feita a analise

funcional das proteinas classificadas com o GO “pathogenesis”.

Resultados: Nas 10428 proteinas bacterianas analisadas, 298 foram
classificadas com o GO “pathogenesis’. Destas, apenas 44 estédo
caracterizadas a nivel da proteina sendo que as restantes tém evidéncia a nivel
do gene. A andlise revela que destas 298 apenas 11 foram identificadas em
amostras da cavidade oral sendo as restantes identificadas in vitro. Os
mecanismos especificos de viruléncia com mais numero de proteinas
associadas sdo a sobrevivéncia do microrganismo dentro da célula do

hospedeiro e a lise da célula hospedeira.

Conclusao: Os mecanismos especificos da patogénese para a maioria das
proteinas do microbioma oral encontram-se bem relatados. No entanto, quase
todas as proteinas foram descritas em estudos in vitro e ndo em amostras da
cavidade oral. Seria assim pertinente em trabalhos futuros, comprovar a
existéncia destas proteinas em amostras salivares de pacientes com as
patologias orais para as quais 0S microrganismos responsaveis pela sua

producéo estao envolvidos.

Xv



Palavras-chave:

Microbioma oral, proteoma microbiano, fatores de viruléncia e patogénese

XVi



Abstract:

In the OralOme database, available through the OralCard interface,
information resulting from proteomics studies of oral tissues and in vitro studies
is gathered and updated. Besides the host proteins, proteins produced by the
oral microbiome are includes ant it is possible to know which are produced by
each genre and / or species. This bioinformatics tool facilitates the development
of new diagnostics, prognostics and the search for new therapeutic agents.

Objective: Using the data deposited in the OralCard relative to the proteins
produced by the oral microbiome, a critical analysis of the functional role
performed by the proteins of bacterial origin was conducted. Emphasis was

given to proteins involved in the pathogenesis biological process.

Materials and methods: The oral microbiome proteins were analyzed as to the
biological processes in which they participate. A functional analysis of the
proteins classified with the GO "pathogenesis" was performed using public

databases.

Results: Of the 10 428 bacterial proteins analyzed, 298 were classified with the
GO "pathogenesis". Of these, only 44 are characterized at the protein level and
the remaining, have evidence at the gene level. The analysis revealed that only
11 of the 298 were identified in samples from the oral cavity and the remaining
identified in vitro. The specific mechanisms of virulence with more number of
associated proteins are the survival of the organism within the host cell and it’s

lysis.

Conclusion: The specific mechanisms of the pathogenesis for most oral
microbiome proteins are well described. However, almost all proteins have been
described in vitro studies. Therefore, it would be desirable that future studies,

reveal the existence of these proteins in saliva samples from patients.

Keywords:

Oral microbiome, microbial proteome, virulence factors and pathogenesis
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Nota prévia

Ao longo deste trabalho aparecem expressdes em lingua Inglesa,
escritas em italico, sendo exemplo disso os termos de classificacdo de
ontologias e nomes de proteinas. Optou-se por ndo traduzir essas expressoes,
pois poderia implicar a alteracdo do seu significado original, e, assim, a
interpretagcéo imprecisa do conceito biologico.
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A colonizacdo microbiana da cavidade oral inicia-se no momento do
parto. Algumas horas ap0s o nascimento, a cavidade oral estéril torna-se
colonizada por um numero pequeno de bactérias, principalmente facultativas e
aerobias. A partir do segundo dia, bactérias anaerdbias podem ser detetadas
na cavidade oral edéntula da crianca. No final da infancia, hA um aumento no

namero e na diversidade bacteriana oral devido a erupcdo dentaria, e,

consequentemente, ha mais areas para adesao e retencdo bacteriana (1).

De todos os sitios do corpo humano, a cavidade bucal é aquela que
apresenta o maior indice de diversidade microbiolégica a seguir ao intestino.
No ser humano, a flora oral é extremamente complexa e variada. Na verdade, a
variabilidade supracitada encontra-se diretamente relacionada com o0s
diferentes habitats que compdem a cavidade oral: dentes, sulco gengival,

lingua, bochecha, labio, palato duro e palato mole (2, 3).

A saliva presente na cavidade oral € composta por proteinas
provenientes das glandulas major e minor, do plasma sanguineo, do fluido
crevicular e do microbioma oral. Estas proteinas sdo os elementos moleculares
gue mais se aproximam das caracteristicas funcionais observaveis, e, por isso,
torna-se claro que o esclarecimento do proteoma revele particular importancia
na caracterizacdo funcional de um dado sistema bioldgico, sendo este o

principal objetivo da prote6mica (4).

Considerando que o conhecimento dos microrganismos presentes na
cavidade oral é de extrema relevancia para a compreensdo da biologia e
patologia oral, bem como o das proteinas por eles produzidos e das interacdes
que estas estabelecem com o hospedeiro, tém sido desenvolvidos esforgos no

sentido do esclarecimento do microbioma oral (5).

As fungbes que ocorrem na cavidade oral, e em especial a fungéo da
saliva, sdo um reflexo das proteinas humanas e microbianas. Algumas destas
funcdes, nomeadamente a capacidade de degradar proteinas presentes na
saliva, dependem do conjunto de protéases, sejam estas de origem microbiana

ou humana (4, 6).
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O proteoma da cavidade oral tem sido objeto de estudo, como tal, foi
desenvolvida a ferramenta OralCard- Web information System for Oral Health.

(http://http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/), pela  Universidade  Catdlica

Portuguesa, em parceria com a Universidade de Aveiro. Esta ferramenta
compreende a catalogacdo do proteoma oral humano e do microbioma oral,
estabelecendo as bases para a definicho do fisioma da cavidade Oral-
OralOma. Por intermédio da caracterizacdo do OralOma humano, esta
ferramenta facilita a analise dos resultados da proteémica da saliva, permitindo
assim o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico, prognostico e de
auxilio a pesquisa de novos agentes terapéuticos (4, 7). Através desta
ferramenta bioinformética, torna-se possivel identificar quais as proteinas
produzidas por cada género e/ou espécie de microrganismo. Na base de dados
Oral Card, versdo de 15-12-2013, existem 11 110 proteinas de origem
bacteriana.
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1.1 O Microbioma Humano

O numero de bactérias que habita o corpo humano € cerca de dez vezes
superior ao numero de células humanas no corpo; a maioria dessas bactérias é

encontrada no trato gastrointestinal humano (8).

Foi Anton van Leeuwenhoek que conseguiu com 0S seus microscopios
rudimentares, pela primeira vez, descrever microrganismos da &agua, saliva e
fezes, chamando-lhes “animaculos”. Além disso, viu e desenhou, a partir das

suas observacdes, bactérias, protozoarios e outros microrganismos (9, 10).

Alguns anos depois, surgiu a introducdo do termo “microbioma” por
Joshua Lederberg, que traduz a “comunidade ecoldogica de microrganismos
comensal, simbidtica e patogénica que, literalmente, partilha o nosso corpo e
que funciona como um determinante da saude e da doenga" (11). Ou seja, no
sentido lato, o microbioma humano refere-se a uma enorme comunidade de
microrganismos que ocupam os diversos habitats do corpo humano. Sabe-se
que existem microrganismos em todas as partes do corpo, e que estes

desempenham papéis fundamentais na salde humana e nas doencas (12).

A maioria dos microrganismos ndo causa doencas, mas tem funcdes
importantes nos seus hospedeiros: ajuda a digestdo dos alimentos, induz a
producdo de vitaminas (por exemplo, a vitamina K) e protege o hospedeiro
contra a colonizagcdo por parte de microrganismos patogénicos (12-15).
Adicionalmente, o hospedeiro e o0s fatores ambientais determinam o0s
constituintes, a diversidade e a estabilidade do microbioma. Estes fatores
prendem-se com: temperatura, humidade, stress oxidativo, nutricéo,
osmolaridade, recetores do hospedeiro, competicio com  outros
microrganismos e resisténcia aos produtos de secre¢do dos mesmos, e, por

fim, a resposta imunitaria inata e especifica contra os microrganismos (9, 16).

Cada microbioma ocupa, assim, um unico nicho ecolégico especifico,
sendo que cada um tem varios fatores ambientais que se unem para apoiar ou
limitar a selecdo dos seus membros, desmarcando desta forma os seus limites.

Por exemplo, o microbioma de nasofaringe em criancas varia sazonalmente, e

25



0 microbioma vaginal varia de acordo com a menstruacédo (9, 12). Posto isto,
sdo encontradas diferentes comunidades microbianas em cada um dos
variados ambientes da anatomia humana. Esta diversidade também existe
entre individuos, estando provavelmente relacionada com fatores genéticos do
hospedeiro, com fatores ambientais, ou com a exposi¢cao microbiana prévia (2).
Alguns autores chegam mesmo a considerar o microbioma humano como o
nosso segundo genoma (17). No entanto, para cada pessoa, 0 microbioma
pode alterar ao longo do tempo, como no caso do desenvolvimento progressivo

de atrofia géastrica, que, com a idade, altera o microbioma gastrico (9).

As diferentes comunidades microbianas encontradas em cada um dos
variados ambientes da anatomia humana tém impacto na salude do ser humano
(13). Deste modo, uma compreensdo da sua complexidade, podera contribuir
enquanto ferramenta de diagndstico médico e capacitar a manipulacdo do
microbioma, conduzindo a uma otimizacdo da saude do individuo. Estes
objetivos deram origem ao Projeto Microbioma Humano, iniciado pelo National
Institutes of Health em 2007 (18). No ambito deste projeto, foram sequenciadas
e analisadas amostras de 242 adultos saudaveis: 129 homens e 113 mulheres.
Foram recolhidas amostras individuais, pelo menos 3 vezes durante 22 meses,
de 18 partes distintas do corpo (9 de distintas zonas da cavidade oral, 5 da
pele, 1 das fezes e 3 da vagina). No total, foram mais de 11 000 amostras nas
quais foi usado o sequenciamento do gene 16sRNA como marcador
taxondmico para identificar os membros das comunidades microbianas. Para
obter amostras suficientemente diversificadas e serem, assim, representativas
da populacéo dos Estados Unidos da América, tentou-se a recolha de amostras
relativamente diversificadas no que diz respeito a raca, a etnia e outras

caracteristicas demograficas (10, 11, 18, 19).

Depois de 5 anos de estudo, chegou-se a conclusdo que a diversidade
encontrada foi enorme e estima-se que no corpo humano existam mais de
10 000 espécies bacterianas diferentes. A maior diversidade microbiana

encontra-se no trato intestinal e na boca (20).

Diversos estudos descrevem as variagcdes da populacao microbiana que

aparecem nao sO nos estados de doenca, mas também nas alteracdes
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microbianas temporarias durante o curso de uma doenca (11). A vaginose €,
por exemplo, a consequéncia da perturbacéo da flora vaginal: a flora da vagina
€ habitualmente composta por Lactobacillus, e uma diminuicdo desta bactéria,
acompanhada pela proliferacdo de uma flora dominada por espécies
anaerobias, produz no meio vaginal aminas volateis, malcheirosas e
alergénicas que explicam a sindrome clinica. No caso da doenga de Crohn, a
reducdo da diversidade bacteriana anaerdbia, especialmente as Firmicutes,

tem um papel relevante no inicio e na cronicidade da doenca (9, 21).

1.1.1 O microbioma oral

No ser humano, a flora oral é altamente complexa e diversificada, sendo
que a cavidade oral de individuos saudaveis contém centenas de diferentes
espécies bacterianas, virais e fungicas (3). Muitas destas podem associar-se
para formar biofilmes, que, por sua vez séo resistentes a tensdo mecéanica ou
tratamento antibiético. A maioria delas também sdo espécies comensais, mas
podem tornar-se patogénicas em resposta as mudancas do ambiente na
cavidade oral, nomeadamente a qualidade da higiene oral do individuo (2, 3,
22).

Os dentes, a gengiva, a lingua, a garganta e a mucosa bucal
(bochechas) proporcionam diferentes superficies para a colonizacdo
microbiana (23). A constante producao de saliva e o fornecimento intermitente
de acucares e aminoacidos da comida ingerida fornecem nutrientes para o

crescimento microbiano (8).

Atualmente, sabe-se que a maioria dos microrganismos existentes na
cavidade oral estabelece relacdes simbidticas baseadas em beneficios matuos
com o hospedeiro. As populacdes comensais podem impedir que as espécies
patogénicas adiram as superficies mucosas. Assim, as bactérias oportunistas
nao conseguem tornar-se patogénicas, provocando infecdes e doencas até

romperem a barreira de defesa dos comensais (24, 25).
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Os microrganismos da cavidade oral existem, principalmente, como
biofimes sobre as superficies dos dentes, préteses (quando presentes),
gengiva, lingua e restauragbes. Os biofilmes dentarios consistem numa
comunidade microbiana organizada numa matriz extracelular complexa,
constituida por produtos extracelulares microbianos e compostos salivares (8,
23). E provavel que muitos microrganismos destas comunidades ndo possam
sobreviver fora desta matriz, uma vez que o0 seu metabolismo ¢é
interdependente, o que justifica em grande medida a incapacidade da sua
cultura em laboratério (24). Assim, sabe-se hoje que nem todas as espécies
que residem no microbioma oral foram identificadas, dado que varios fatores
impedem a identificacdo deste vasto nUmero de espécies. Além de muitas das
espécies ndo serem cultivAveis com as técnicas de laboratério atuais, as
semelhancas entre os genomas também dificultam a identificacdo especifica
através de porcdes fragmentadas de ADN (23, 26). No entanto, com o
desenvolvimento recente de ferramentas de meta-gendémica, a complexidade
do microbioma oral esta a ser caracterizada (27). O projeto HMP usou esta
técnica e revelou que a cavidade oral tem a maior diversidade microbiana a
seguir ao intestino, na qual predominam o0s géneros Streptococcus,

Haemophilus, Actinomyces e Prevotella (11, 19, 27).

A fixacdo de bactérias pioneiras é a etapa inicial na formacéo do biofilme
dentario. A adeséo inicial envolve a ligacdo das bactérias aos componentes da
saliva, que sdo adsorvidos nas superficies da cavidade oral (pelicula adquirida)
(25). Os componentes especificos adsorvidos dependem da composicdo da
superficie, o que significa que diferentes superficies da cavidade oral
apresentam diferentes recetores salivares (3). Mais de 60% dos colonizadores
primarios no microbioma oral para as superficies mucosas e dentes sao
Streptococcus. Outros géneros de bactérias que se encontram entre 0s
primeiros colonizadores incluem: Actinomyces, Veillonella e Neisseria (8). As
adesinas microbianas permitem a ligacdo a pelicula salivar, as células do
hospedeiro e a dentina radicular exposta. Umas das mais importantes adesinas
de Streptococcus séo os polipéptidos da familia dos antigénios I/ll, estes que

se ligam a gp340, a fibronectina e ao colagénio (2, 8).
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A adeséao € um alvo potencial para novas terapias concebidas para inibir
a colonizacdo de bactérias. Ap6s a ligacdo descrita anteriormente, 0s
organismos pioneiros proporcionam uma nova superficie e outros sinais para a
colonizacdo, esta por parte de uma sucessdo de outros organismos
(colonizacdo secundaria) (23, 25). Os colonizadores secundarios sdo na sua
maioria bactérias Gram-negativas incapazes de ligar a pelicula aderida mas
capazes de se prender a superficie dos colonizadores primarios num fenédmeno
denominado de co-agregacéo. Esta co-agregacao pode ser homotipica, isto €,
entre bactérias de uma mesma espécie, ou heterotipica, entre bactérias de
género ou de espécies diferentes (3). Os Streptococcus e 0s Actinomyces séo
ambos exemplos desta ligagéo, visto que as fimbrias do tipo 2 dos Actinomyces
se ligam aos receptores de polissacarideos nos Streptococcus. Apos algumas
horas, novas espécies fixam-se sobre as bactérias ja instaladas, aumentando
assim a diversidade do biofilme. Essas espécies bacterianas sdo, por vezes,

denominadas de “colonizadores tardios” (3, 23).

Deste modo, o biofilme dentario desenvolve-se em espessura, na
consequéncia da divisdo celular e da co-aderéncia de novos microrganismos,
constituindo, assim, um biofilme complexo e maduro. Com o aumento das
camadas de bactérias, aparecem novas condicfes ambientais, a quantidade de

oxigénio diminui e as bactérias anaerobias desenvolvem-se (2, 3, 8).

Quando ha homeostase microbiana, estado de equilibrio e de
estabilidade que depende das interacdes bactérias-bactérias por um lado e das
interacdes bactérias-hospedeiro por outro, esta flora comensal é uma flora de
barreira que se opde a colonizacdo por eventuais patdbgenos exdgenos ou ao
desenvolvimento de microrganismos enddgenos patdégenos oportunistas. A
rutura desse equilibrio da origem a patologias como caries dentarias ou
doencas periodontais (23, 24, 28). Este biofilme climax atinge um equilibrio
dindmico, onde os diversos microrganismos estdo em constante adaptacdo as
alteracbes ambientais (29). O biofiime dentario € um biofilme dinamico,
parcialmente destruido aquando da escovagem dos dentes, e que €

reconstruido rapidamente sobre a pelicula aderida, apos 4 a 6 horas (3).
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E de realcar que dentro do microbioma oral existe uma grande
diversidade de microbiomas que dependem das alteragcdes das condigbes
ambientais, sendo estas: a temperatura, a hidrometria, o pH, o potencial redox
e a disponibilidade em nutrientes. Todas estas condicdes modificam a
composicao de espécies presentes nos biofilmes (2, 23, 30). Uma vez que as
condicdes ecoldgicas diferem entres as diferentes superficies da cavidade oral,
a diversidade nos microrganismos esta diretamente relacionada com os
diferentes habitats desta. De entre estes diferentes habitats destacam-se: os
dentes, o sulco gengival, a lingua, a bochecha, o labio, o palato duro e o palato
mole (3, 23). O dente pode ser considerado um habitat; no entanto, seria mais
correto considera-lo como um conjunto de varias superficies, cada uma delas
favorecendo uma ecologia que lhe é propria (3, 8). Os sulcos das faces
oclusais protegem a microflora do ambiente, mas permanecem sensiveis as
influéncias nutricionais, encontrando-se, assim, maioritariamente, Gram
positivos, aerébios ou anaerdbios aerotolerantes, e, em particular, 0s
Streptococcus. As faces interproximais, dado o seu baixo potencial redox,
abrigam diversas comunidades bacterianas que contém grandes propor¢des de
bactérias anaerobias estritas (3). Cada habitat da cavidade oral permite, pois, a

certas espécies, dominar um local e ser menos prevalentes noutro (3, 23, 31).

1.1.1.1 Quorum sensing

Dentro do biofilme, os produtos metabdlicos e as moléculas
sinalizadoras produzidas por uma espécie podem influenciar as bactérias
vizinhas. Por vezes, o resultado € a concorréncia interespécies; no entanto,

muitas interagfes entre bactérias orais sdo mutuamente benéficas (32, 33)

Um sistema de sinalizacdo usado pelas bactérias € o quorum sensing,
(QS) e refere-se a moléculas secretadas pelas proprias bactérias. Varios
sistemas QS foram identificados em bactérias e em fungos, sendo os mais
prevalentes na cavidade oral os auto-indutores peptidicos. O sistema QS
controla a expressédo de genes em resposta a mudancas na densidade celular

e € considerado um mecanismo de regulacdo na adaptacdo ecoldgica e na
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patogenicidade (32). H& indicios de que os mecanismos de quorum sensing
controlam a producgéo de fatores de viruléncia nalgumas espécies de bactérias
(34). Por exemplo, a Porphyromona gingivalis tem sido desde ha muito tempo
considerada um dos principais patdégenos periodontais, tendo um papel
importante na destruicdo do tecido 6sseo. Esta, estd ausente num estado de
saude; no entanto, quando em doenca, atinge uma parte relevante da
populacdo total e tem a capacidade de produzir um grande numero de fatores
de viruléncia. Foi provado que no caso de Porphyromona gingivalis a producgéo
de Al-2 pode desempenhar um papel de alguma importancia no controlo da

expressao de seus fatores de viruléncia (35).

Para o desenvolvimento de uma infecdo bacteriana, € necessario que
um agente patogénico invasor atinja a densidade necessaria para superar as
defesas do hospedeiro e, assim, estabelecer a infecdo. O facto de controlar a
expresséo de fatores de viruléncia, de acordo com a densidade celular pelo
guorum sensing, confere uma vantagem significativa para a sobrevivéncia do
patogénico, de tal forma que o hospedeiro esta sobrecarregado antes que uma
resposta de defesa seja totalmente iniciada. Inibidores de tais sistemas de
comunicacdo bacteriana podem, assim, proporcionar uma nova ferramenta

terapéutica contra infegdes bacterianas (32, 34)

Além disso, o sistema QS parece estar envolvido em todas as fases da
formacdo do biofilme (32). Este sistema regula a densidade populacional e a
atividade metabdlica dentro do biofilme maduro para atender as exigéncias
nutricionais e aos recursos disponiveis. Analises comparativas dos proteomas
de bactérias patogénicas presentes no biofiime e modos de crescimento
plantonicos foram reportados. Estas investigagfes revelaram mudancas na
abundéancia de numerosas proteinas, estas que podem estar relacionadas com
a adaptacdo ao modo de crescimento no biofilme e com a variacdo da

expressao de genes que codificam para a viruléncia (3, 36).
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1.1.1.2 Alteracdes do microbioma oral

Para determinar se um microrganismo especifico € causador da doenca,
sdo usados os postulados de Koch (13). Estes dizem que o microrganismo
causador da doenca deve ser encontrado em todos os casos da doenca
examinada, preparado e mantido em cultura pura, sendo capaz de produzir a
infecdo original em animais modelo e recuperado a partir de um hospedeiro
infetado. Estes postulados ndo sédo validos em situacfes de doencas orais,
visto que muitas destas doencas ndo sdo causadas por um Unico
microrganismo, mas sao polimicrobianas, ou seja, dependem da presenca de
varias espécies bacterianas que interagem umas com as outras para se

multiplicar ou para expressarem fatores de viruléncia (23).

Uma hipétese proposta para o desenvolvimento do biofilme, apelidada
de “hipotese da placa ecoldgica”, fornece um argumento para explicar as
doencas mediadas pela placa bacteriana: estas podem ser a consequéncia de
desequilibrios na microflora residente, esta que por sua vez resulta de um
aumento dos “patdégenos orais” dentro do biofime. Ou seja, estes
microrganismos patogénicos podem estar presentes em situacfes de saude,
mas em menor quantidade (23). Assim, a homeostase microbiana pode ser
quebrada devido a alteracdo de um parametro que é fundamental para a
manutencdo da estabilidade ecoldgica. Estes parametros importantes que
regulam a homeostase na boca incluem a integridade das defesas do
hospedeiro (tal como o fluxo de saliva) e a composi¢cdo da dieta. Os individuos
que consomem regularmente componentes da dieta com alto teor de agucar
fermentavel tém maiores proporcdes de bactérias acidogénicas e de acido
tolerante, especialmente Streptococcus mutans e Lactobacillus, sendo que
estes sdo 0s microrganismos associados a carie dentaria. Estes
microrganismos Sao pouco competitivos a um pH neutro e estdo presentes em
pequena propor¢do no biofilme saudavel; todavia, s&o mais adaptados a um
ambiente com pH baixo, sobreexpressando os genes que protegem contra o

stresse acido (23-25, 30, 36).
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1.2 Os fatores de viruléncia bacterianos

1.2.1 Definicdo de um fator de viruléncia

Os fatores de viruléncia (VF) podem ser definidos como moléculas
produzidas pelos patdégenos que aumentam a capacidade dos agentes
patogénicos de causar doenca. Os VFs estdo envolvidos na invasdo, na
transmissdo da doenca, na toxicidade, na colonizacdo e no combate das
defesas do hospedeiro. Os VFs incluem: as proteinas que permitem aos
micrébios ligarem-se ao hospedeiro (adesinas), os efetores que suprimem as
defesas do hospedeiro, as enzimas que degradam os tecidos do hospedeiro
(invasinas), as proteinas do sistema de secre¢éo (estdo atualmente descritos 5
sistemas compostos por proteinas diferentes em que alguns sdo partilhados
por varios géneros), as capsulas de polissacarideos que protegem patégenos
das defesas do hospedeiro e moléculas que atuam na captacdo de ferro
(sideroforos). As moléculas de housekeeping que estdo implicadas na
sobrevivéncia e crescimento do microrganismo n&o s&o considerados por

alguns autores como sendo VF (37, 38).

A forma como se classificam ou organizam os fatores de viruléncia é
variavel com o autor ou com a fonte considerada. A organizacdo pode ser feita
tendo em conta: as propriedades das moléculas envolvidas (39), 0os processos
em questdo (40), ou a localizacdo das moléculas na célula bacteriana (41).
Independentemente da forma de classificacdo, o mais importante € poder
compreender os mecanismos de viruléncia - quer nas suas especificidades,
quer naquilo que tém de comum - por forma a desenhar novas medidas

terapéuticas de combate a infecéo.
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1.2.2 Principais mecanismos de viruléncia

Compreender e descobrir fatores de viruléncia de bactérias patogénicas
€ uma chave para a compreensao da patogénese, para a identificacdo de alvos
para novos medicamentos e para o desenho de novas vacinas (42). A
associacdo do aumento da disponibilidade do sequenciamento dos genomas
completos de bactérias patogénicas e da bioinformatica levaram a avancgos
significativos em direcdo a esse objetivo, existindo ja bases de dados
dedicadas a este assunto, das quais destacamos o Virulence Factors of
Pathogenic Bacteria (http://www.mgc.ac.cn/VFs/) (40, 41, 43).

Nesta revisdo, € proposta uma classificacdo que organiza o
conhecimento sobre os fatores de viruléncia bacterianos em 4 grandes grupos
gque pretendem sumariar as interacdes hospedeiro-bactéria. Esta classificacéo,
embora tenha por base grupos idénticos aos estabelecidos na base de dados
Virulence Factor Database for Pathogenic Bacteria (40), foi reorganizada de
uma forma considerada mais intuitiva que separa processos e tipo de molécula.
Assim distinguimos 4 grandes grupos de proteinas associadas a viruléncia que

passamos a descrever.

1) Os fatores de viruléncia que sao especificos e desenhados para “atacar”
0 hospedeiro quer a nivel tecidular, quer a nivel celular. A maior parte
destes mecanismos destina-se a permitir a célula bacteriana a invasao
das células do hospedeiro. Por vezes as bactérias invadem o tecido e o
espaco intercelular, mas esses processos sao sobretudo mediados por
moléculas descritas no grupo 3 de fatores de viruléncia, pois muitas das
enzimas produzidas pelas bactérias para a sua nutricdo estéo incluidas
nesta categoria. Neste primeiro grupo de fatores de viruléncia, numa
sequéncia temporal de contacto com o hospedeiro, incluimos os
processos a seguir listados. E importante realcar que nos varios casos
estudados ha microrganismos que nao realizam todos 0S processos
listados mas apenas alguns deles.

a. Adesdo (& matriz extracelular ou a célula);

b. Sistemas de secrecéo;
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http://www.mgc.ac.cn/VFs/

Invaséao celular do hospedeiro;

Mobilidade inter e intracelular baseada em reorganizagdo do
citoesqueleto;

Lise da célula do hospedeiro;

Apoptose da célula do hospedeiro;

2) Os fatores de viruléncia que pressupbem uma defesa do

microrganismo dos ataques do hospedeiro. Algumas das moléculas

aqui apresentadas poderiam ser incluidas no ponto seguinte pois

muitas delas fazem parte dos atributos metabdlicos que a bactéria

poSsui para se nutrir.

a.

- 0o 2 o T

= «Q

Defesas antifagociticas;

Defesas antiproteliticas;

Metabolismo celular;

Resisténcia a substéncias do soro;

Proteases para Igs do hospedeiro;

Proteases para o sistema de complemento do hospedeiro;
Sobrevivéncia intracelular;

Proteinas de stress;

3) Os fatores de viruléncia ndo especificos, ou seja, que derivam de

processos metabdlicos/estruturas que a bactéria tem e que expressa

independentemente de estabelecer relagdes com o hospedeiro:

a. Sistemas de captacéao de ferro;

. Sistemas de captacdo de magnésio;

b
c. Exoenzimas;
d

Formacéao de biofilme;

4) Este quarto grupo inclui os fatores de regulacdo dos fatores de

viruléncia que séo considerados por muitos autores como sendo eles

mesmos fatores de viruléncia.
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Serdo de seguida descritos os mecanismos de viruléncia e as proteinas
bacterianas responsaveis pelos mesmos para 0s quais h&d mais evidencia

experimental.

1.2.2.1 Adeséao

Um passo fundamental na interacao patégeno-hospedeiro é a adesao do
patdgeno as superficies do hospedeiro, uma vez que numerosas forcas
mecanicas produzidas pelo hospedeiro, como por exemplo a secrecéo salivar,
dificultam esta ligacdo. Ao ficar ligado ou aderido a uma superficie especifica
do hospedeiro, o agente patogénico € capaz de iniciar 0S processos
bioquimicos especificos que irdo dar origem a doenca, nomeadamente a
proliferacdo, a secrecdo de toxina, a invasdo de células do hospedeiro e a

ativacdo de cascatas de sinalizagdo na célula colonizada (43, 44).

Os fatores de ades&o microbiana tém o nome de adesinas e estas
podem ser proteinas ou hidratos de carbono. As adesinas proteicas podem
estar ou néo localizadas nas fimbrias (fimbriais ou afimbriais). As fimbrias sé&o
apéndices que se projetam a partir da superficie bacteriana e desempenham
um papel fundamental na colonizagdo de superficies. Ha no entanto adesinas
gue ndo estdo nas fimbrias mas sim a superficie da célula, mediando um
contato mais intimo com a célula hospedeira. Ja as adesinas compostas por
hidratos de carbono fazem parte da membrana celular bacteriana, parede
celular ou capsula (39, 44).

1.2.2.2 Invasao

A adesédo da bactéria patogénica a célula do hospedeiro ativa sinais na
célula do hospedeiro que facilitam a entrada da bactéria. Assim sendo, a
invasdo bacteriana € um evento ativo dependente das funcdes

desempenhadas pelo hospedeiro (43).
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Muitas bactérias patogénicas invadem células fagociticas, bem como
células ndo fagociticas (como por exemplo células epiteliais), durante o
estabelecimento de infegbes no hospedeiro. A internalizacdo de bactérias por
fagdcitos faz parte da resposta imune inata do hospedeiro. Em contrapartida,
de modo a contrariar a acdo imunitaria realizada pelos fagécitos, muitas das
bactérias patogénicas intracelulares evoluiram de modo a sobreviver, e até
proliferar, no interior dos mesmos (macrofagos, neutrofilos e células
dendriticas) (45, 46).

As bactérias patogénicas intracelulares, para invadir as células néo-
fagocitarias, tais como as células epiteliais, usam 0s mecanismos “zipper’ ou
“trigger”. As bactérias que usam o mecanismo “zipper” possuem proteinas na
sua superficie (adesinas) que se ligam a recetores existentes na membrana
das células do hospedeiro, induzindo cascatas de sinalizagdo que reorganizam

a actina do citoesqueleto de maneira a internalizar a bactéria (47).

Ja as bactérias patogénicas que se servem do mecanismo ‘trigger”
usam os sistemas de secrecédo Ill ou IV para injetarem proteinas através da
membrana plasmatica do hospedeiro. Estas proteinas interagem diretamente
com os componentes celulares, estes que, por sua vez, regulam a dinamica da

actina alterando o citoesqueleto da célula infetada (47, 48)

1.2.2.3 Mecanismos de sobrevivéncia intracelular

Apoés a invasao das células do hospedeiro, a capacidade de sobreviver
dentro destas é essencial para as varias bactérias patogénicas (49). Tentam,
portanto, contornar a imunidade inata do hospedeiro, tal como o sistema do

complemento (50).

As bactérias patogénicas intracelulares (que ja estdo, portanto, dentro
das células do hospedeiro) encontram-se dentro de um compartimento
vacuolar, ligado a membrana, designado fagossoma. Em circunstancias
normais, o vacuolo acidifica progressivamente e, consequentemente, termina

na formacdo de um fagolisossoma (fusdo de fagossoma com lisossoma).
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Devido a acdo do baixo valor de pH e de enzimas digestivas, ocorre, pois, a
morte da bactéria (45, 47).

Como método de sobrevivéncia dentro das células do hospedeiro,
algumas bactérias tém a capacidade de escapar aos fagossomas, continuando
0 seu ciclo de vida dentro do citosol. Possuem, ainda, a capacidade de impedir
a formacéo do fagolisossoma, evitando assim a digestdo lisossomal referida
acima (45, 49).

Assim, de modo a escapar a degradacdo fagolisossomal, algumas
bactérias produzem enzimas, ativadas pelo ambiente 4cido do vacuolo, que
promovem a lise do fagossoma, permitindo assim a colonizagdo do citosol. O
mecanismo de lise do vacuolo pela Listeria € um dos mais documentados,
sendo mediado pelas enzimas listeriolysin O (LLO) , phosphatidylinositol-
specific phospholipase C (PI-PLC) e por wuma larga gama de
phosphatidylcholine-specific phospholipase C (PC-PLC). A enzima LLO, ativada
em condi¢cdes acidas, insere-se na membrana do fagossoma, formando nela
poros que levam a sua rutura. As enzimas PI-PLC e LLO séo necessarias para
ir do fagossoma até ao citosol, enquanto que a PC-PLC contribui para a rutura
do vacuolo de dupla membrana durante a disseminacao que ocorre de célula a
célula (49). No que diz respeito a outras bactérias patogénicas como a
Salmonella e a Mycobacterium as mesmas param a maturacado do fagossoma

em fases especificas da via fagolisossémica (45, 50).

1.2.2.4 As toxinas

A presenca de bactérias é importante no processo infecioso, mas nao e
suficiente para explicar os sintomas da patologia. Os sintomas séo
essencialmente devidos a compostos téxicos produzidos pela bactéria
patogénica e libertos no sitio da infecdo, de modo a destruir ou danificar a
célula hospedeira (30, 51). As toxinas podem ser de dois tipos: endotoxinas

(moléculas ndo proteicas) ou exotoxinas (moléculas proteicas) (43, 51).
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As endotoxinas devem o nome ao facto de serem libertadas aquando da
lise do microrganismo (30). Por exemplo, o lipideo A dos lipopolissacarideos
das bactérias Gram-negativas é considerado como sendo uma poderosa

endotoxina (51).

Quanto as exotoxinas bacterianas, estas sdo geralmente enzimas que
sdo secretadas para o meio extracelular, ou diretamente injetadas para este,
por via do sistema de secregdo tipo lll, entre outros. Estas podem ser
classificadas, com base na sua composicdo em aminoacidos e funcéo, da
seguinte forma: (1) toxinas AB (constituidas por duas subunidades - A e B); (2)
toxinas proteoliticas; (3) as toxinas formadoras de poros, e (4) outras toxinas
gue incluem, por exemplo, a serina protease ou a hemaglutinina (39, 43).

Um exemplo de toxinas proteoliticas sdo as proteases bacterianas que
sdo secretadas para 0 meio extracelular e/ou expressas nas superficies das
células bacterianas (41, 43). Tais proteases podem ser classificadas em quatro
grupos, que sao os seguintes (tendo em conta o residuo catalitico essencial no
seu sitio ativo): proteases de serina, proteases de cisteina (também chamados
tioproteases), proteases de aspartato, e as metaloproteases. Estas proteases
tém o potencial de destruir a integridade do tecido, efetuando a lise das
proteinas do hospedeiro, e podem ativar as formas latentes (zimogénios) das
proteases do hospedeiro (por exemplo, metaloproteinases da matriz) ou
inativar os inibidores naturais das proteases do hospedeiro. Possuem, ainda, a
capacidade de inativar proteinas do sistema imune deste. Algumas das
proteases mais estudadas foram as proteases da cisteina, nomeadamente as
Arg-gingipain de Porphyromonas gingivalis, que comprovaram ser importantes

fatores de viruléncia em doencas periodontais (52-54).

Ha mais toxinas bacterianas que, aquando da sua inser¢cdo na
membrana da célula do hospedeiro, provocam a formacdo de poros que
conduzem a lise da célula hospedeira. Uma grande familia das referidas
toxinas sdo as RTX (“repeats in toxins”, nome devido as repeticbes de certos
péptidos na estrutura da proteina) que, por sua vez, sdo encontradas em

muitos organismos patogénicos Gram-negativos (43).
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O nome das toxinas AB deve-se as estruturas que as constituem, uma
vez que sdo compostas por: uma subunidade B, responsavel pela ligacdo ao
recetor da célula do hospedeiro, e uma subunidade A, possuidora da atividade
enzimatica e que atua na célula do hospedeiro (a atividade enzimatica da
subunidade A varia desde a atividade proteolitica até a atividade de ribosilacéo
do ADP) (39, 43).

1.2.2.5 Regulacéao dos fatores de viruléncia

Em resposta as mudancas das condi¢cdes ambientais durante a infecédo
decorrente no hospedeiro (incluindo mudancas de temperatura, de pH, da
pressdo osmoética e da disponibilidade em oxigénio ou em nutriente), a bactéria
regula a expressdo dos seus fatores de viruléncia, permitindo uma rapida

adaptacao desta ao novo ambiente em questéo (43).

Os principais mecanismos usados pelo patégeno para controlar a
expressdo dos genes associados a viruléncia sao: os fatores sigma alternativos

e o0s sistemas reguladores de dois componentes (39).

Os fatores sigma sdo subunidades da proteina ARN polimerase
bacteriana e controlam o inicio da transcricdo na sequéncia promotora. Varios
patdgenos usam fatores sigma alternativos para regular a transcricdo de genes
associados a viruléncia. Por exemplo, foi mostrado que o fator sigma RpoS
regula a expressao de genes numa série de agentes patogénicos bacterianos,
incluindo Salmonella typhimurium, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
em resposta a fase estacionaria (fase na qual ha falta de nutrientes e na qual
0s produtos toxicos se estdo a tornar mais abundantes) e a privacao de

nutrientes, bem como resposta ao estresse osmoético e oxidativo (39, 43, 55).

Os sistemas reguladores de dois componentes sdo constituidos por
duas proteinas envolvidas na expressao da viruléncia: uma proteina sensor,
que é incorporada na membrana bacteriana e que é “sensivel” as diferentes
condicbes fisiologicas da célula bacteriana, e a proteina reguladora de

resposta, esta que se liga a regido promotora de um gene para ativar ou
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reprimir a transcricdo deste (39, 55). Estes sistemas foram identificados em
numerosas bactérias e estdo envolvidos, entre outros casos, na regulacédo de

ferro, na de fosfato, na de nitrogénio e na de carbono (43).

O quorum sensing é também considerado por alguns autores como um

fator de viruléncia (42, 56) -topico desenvolvido na seccéo anterior.

1.3 Ferramentas bioinformaticas

1.3.1 Aplicacédo da bioinformatica

A bioinformatica pode ser definida como a unido da biologia e da
informatica: consiste, portanto, na aplicacdo da tecnologia que usa
computadores para 0 armazenamento, a recuperacdo, a manipulacdo e a
distribuicdo de informacbes relacionadas com macromoléculas biolégicas,
como o ADN, ARN e as proteinas. Devido a enorme quantidade de dados, a
maioria das tarefas de analise de dados gendmicos torna o0 uso de
computadores e algoritmos indispensavel. A bioinformética incide em dois
campos: em primeiro lugar, foca-se no desenvolvimento de ferramentas
computacionais e de bancos de dados, e, em segundo, incide sobre a
aplicacao destas ferramentas e bases de dados na criacdo de conhecimento

bioldgico para uma melhor compreenséao dos seres vivos (57).

Para um melhor conhecimento do OralOma humano €, assim,
necessario o uso de ferramentas bioinformaticas para a analise de proteinas,
quer de origem humana, quer de origem microbiana. Ha numerosas
ferramentas bioinformaticas que visam o armazenamento, a catalogagédo e a
consulta de dados sobre proteinas (como por exemplo o Uniprot e o OralCard),
e outras que colmatam a necessidade de interpretar esses dados de forma
sistematica e uniforme (é o caso das ontologias génicas ou do Gene

Ontologies, do Strap ou do AgBase). Apesar de haver varias ferramentas e
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varias bases de dados com abrangéncias comuns, na introducdo que a seguir
se apresenta seréo descritas, de forma breve, apenas as que foram usadas no

ambito deste trabalho.

1.3.2 UniprotKB

O Uniprot (http://www.uniprot.org/) € um repositério de sequéncias de

proteinas com uma cobertura abrangente e com uma abordagem sistematica
para a anotacdo de proteinas. Integra, interpreta e padroniza os dados de
literatura e de outros numerosos recursos para alcancar a mais abrangente
base de dados sobre as proteinas. Foi criado pelo Uniprot Consortium,
resultando da colaboracdo do European Bioinformatics Institutes (EBI), do
Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) e do Protein Information Resource (PIR).
E composto por quatro componentes otimizados para diferentes usos: Uniprot
Knowledgebase (UniprotKB), Uniprot Archive (Uniparc), Uniprot Reference
Cluster (Uniref) e Uniprot Metagenomic and Environmental Sequences
(UniMES) (58).

A ferramenta bioinformatica UniprotKB (Uniprot Knowledgebase) foi
utiizada no ambito deste trabalho e é composta por duas seccdes: a
UniprotKB/Swiss-Prot, na qual estdo presentes os dados que foram
manualmente anotados e revistos, extraindo a informacdo biolégica da
literatura, de modo a fornecer todas as informacfes relevantes sobre cada
proteina, e ainda a seccao UniProtKB / TrEMBL, um banco de dados de
sequéncias de proteinas anotadas por computador. Juntas, estas duas seccoes
cobrem todas as proteinas caracterizadas ou inferidas a partir das sequéncias

de nucledtidos de forma atualizada (59, 60).
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1.3.3 OralOma e OralCard

O proteoma da cavidade oral tem sido objeto de estudo e o
desenvolvimento de técnicas relativas a proteOmica permitiu um aumento

exponencial na identificagdo de proteinas na saliva (5).

A compilacdo de proteinas orais levou a necessidade de criar uma
ferramenta que permitisse armazenar, integrar e visualizar os dados de forma
interpretativa. Visando este objetivo, foi desenvolvida a ferramenta OralCard-

Web information System for Oral Health. (http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/)

pela Universidade Catdlica Portuguesa, em parceria com a Universidade de
Aveiro. O Oral Card apresenta a catalogacdo do proteoma oral humano e do
microbioma oral, estabelecendo as bases para a definicAo do fisioma da
cavidade Oral- OralOma. Este, esta organizado segundo trés pontos de vista
diferentes: pelo nome da proteina ou respetivo Cédigo UniProt, pelo nome da

doenca (codigo OMIM ou termo MeSH) e pelo organismo (7).

Os dados, presentes no OralCard, tém como objetivo integrar os
diferentes resultados gerados pelas ciéncias “Omicas”, dedicados a cavidade
oral. Desta forma, permite a caracterizacdo do OralOma humano, facilitando a
analise dos resultados de proteébmica da saliva, permitindo, assim, o
desenvolvimento de novos métodos de diagnostico, progndstico e de auxilio a

pesquisa de novos agentes terapéuticos (4).

1.3.4 Gene Ontology

O crescimento exponencial do volume de informacdes bioldgicas levou a
necessidade de anotacédo da informacdo molecular sobre os genes e sobre os
seus produtos (entende-se por produtos de genes, proteinas ou RNA
funcional). O projeto Gene Ontology (GO), criado em 1998, teve, assim, como

objetivo proporcionar uma linguagem universal e adequada para a anotacao de
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caracteristicas moleculares nos organismos com o intuito de descrever os
produtos dos genes de qualquer organismo (61). O GO tem dois objetivos: o
primeiro, € o de facilitar a comunicacdo entre investigadores, sendo o segundo
melhorar a interoperabilidade entre ferramentas bioinformaticas. O Gene

Ontology esta a ser constantemente ampliado e revisto (62).

As ontologias podem ser definidas como sendo vocabularios
estruturados que representam uma rede na qual cada termo pode ser child ou
parent. Assim, a relacdo dos produtos de genes com o processo biolégico, com
a funcdo molecular e com o componente celular, serd de um para muitos, dado
que estes podem estar envolvidos em Varios processos bioldgicos, uma vez
que contém dominios que realizam varias fungdes moleculares, ocorrendo em
um ou em mais locais celulares (63). As relacdes dos child terms com os parent
terms podem ser do tipo "is a” ou do tipo "part of'. O relacionamento "is a"
refere-se quando um child term é um exemplo do pai. Relativamente a "part of",
este é usado quando um child term é componente do parent term. E de
salientar, ainda, que existem child terms que podem ter relacionamentos

diferentes com parent terms, também estes diferentes (Figura 1) (62).

O Consorcio GO desenvolveu, assim, trés ontologias: fungdo molecular
(Molecular Function), processo biolégico (Biological Process) e componente
celular (Celular Component) que sado usadas para descrever os produtos de
genes. Estes trés termos foram escolhidos para serem ontologias porque
representam conjuntos de informagdes que sdo comuns a todas as formas de
vida, tornando-os assim fundamentais para a anotacdo de informacdes sobre

genes e produtos de genes.

A ontologia Molecular Function (funcdo molecular) descreve o que um
produto do gene faz ao nivel bioquimico, descrevendo somente o0 que este faz
sem especificar onde e quando a funcdo do gene em causa ocorre. Alguns
exemplos de parent terms que descrevem a funcdo molecular sdo: ‘protein
transporter activity” ou “cytoskeletal protein binding”. Outros exemplos de um
dos seus child terms associados s&o “bacteriocin transmembrane transporter” e

“actin binding”.
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O “Biological Process” (processo bioldgico) descreve o0s objetivos
biolégicos realizados por um ou mais conjuntos ordenados de funcdes
moleculares. Os exemplos de termos antecedentes associados ao processo
biolégico sdo os seguintes: “transport” e “response to stress”, sendo os seus
termos de nivel mais inferior, respetivamente, “metal ion transport” e “stress

activated protein kinase signaling cascade”.

Por fim, a ontologia “Cellular Component” (componente celular) refere-se
ao lugar na célula onde um produto do gene é encontrado (por exemplo,

“‘membrane”, que tem o “child term”, “organelle membrane”, entre outros) (61,
64, 65).

Acrescenta-se, também, que cada termo GO tem uma definicdo, sendo
que para a maioria delas foi usado o Oxford Dictionary of Molecular Biology
(1997) para as definir (61, 64).

1ti- i
m P];_;:e-q:;lm transport
C0: 0051704 (0: 0006810

\.s_a /s_a

multi-crganiam

transport
GO:0044 766
iga liga
translocation
of
molecules
into : . g .
tranaport X X multi-crganiam multi-crganiam
of Dthe.r mjftl-m-gan_lm intracellular intercellular
: organi=m pinocytosis
virus imvolved a0: 1903537 transport transport
G0:0046794 in B30:1902583 B30:1902586
gmbiotic
interacticn

GO:0051838

Figura 1 - As ontologias sdo uma rede complexa. A figura mostra que as ontologias podem ser
visualizadas como uma rede em que cada termo tem varios child terms, podendo estar
associados a varios parent terms. E o caso do termo ontolégico “multi-organism transport” que

tem 5 child terms e é ele mesmo descendente dos processos biolégicos “multi-organism
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process” e “transport”. Imagem adaptada  de http://www.ebi.ac.uk/ontology-

lookup/browse.do?ontName=GO.

Desde 2004, o consorcio Plant-Microbe Associated Gene Ontology

(PAMGO) (http://pamgo.vbi.vt.edu/) expandiu o GO, incluindo os termos que

descrevem o0s processos envolvidos na interacd0o entre microbios e 0s seus
respetivos hospedeiros. Assim, foram adicionados mais de 700 termos de
processos biolégicos. A implementacdo de novos termos comecou com a
criacdo do termo GO “symbiosis”, introduzindo a sua definicho como “um
continuo que abrange interacdes que vao desde o mutualismo, passando pelo
comensalismo, até ao parasitismo”. Foi, assim, introduzido o novo termo

ontoldgico “symbiosis, encompassing mutualismo through parasitism” (66).

Todos os termos GO designados para 0s processos envolvidos na
interacdo micrébio-hospedeiro (independentemente da associacdo ser
mutualista, comensal ou parasitaria, ou se 0s hospedeiros sdo plantas ou
animais) sdo colocados em "GO: 0044403 symbiosis, encompassing
mutualismo through parasitism”, estando este ligado ao termo do nivel superior
"GO: 0008150 biological process" através de termos intermediarios como "GO:
0044419 interespecies interaction between organism" e "GO: 0051704
multiorganism process". Nesta estrutura, o termo “pathogenesis” é também um
child term de “symbiosis, encompassing mutualism through parasitism”, uma
vez que é um tipo de interacdo simbiotica. Assim sendo, um produto de gene
envolvido na patogénese € anotado, quer no processo especifico (como por
exemplo "adhesion to host”), quer para o termo “pathogenesis”. Porém, se esta
apenas envolvido na "adhesion to host” e ndo esta associado a doenca, entdo

s6 é anotado para “adhesion to host” (Figura 2) (66, 67).
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A
[ I GO:0008150 : bickogical_process (340066 gene products)
[ 1 GO0051704 : multi-organism process [10891 gene products)
(] GO0044419 :interspecies interaction between organisms [2846 gene products]

[+] B GO:0044403 : symbiosis, encompassing mutualism through parasitism (2355 gene products)
[ @ GO:0051816: acquisition of nutrients from other organism during symblotic interaction (8 gene products)
[0 @ GO:0051825 : adhesion to other organism involved in symbiotic interaction [166 gene products)
[ @ GO:0075071 :autophagy involved in symbiotic interaction [0 gene products]
[2) B GO:0085031 : commensalism [0 gene products]
[1) @ GO:0044111 : development involved in symbiotic interaction (15 gene products)
[0 @ GO:0051821 :dissemination or transmission of organism from other organism involved in symbiotic interaction (3 gene products)
[£ @ GO:0044110;: growth involved in symbiotic interaction [53 gene products]
[£) @ GO:0051701 :interaction with host [1813 gene products]
[1] @ GO:0052047 : Interaction with other organism via secreted substance involved In symblotic interaction (178 gene products)
[0 @ GO:0051702 ;interaction with symbiont (59 gene products)
[ @ GO:0051708 ;intracellular protein transport in other organism involved in symbiotic interaction [11 gene prodscts]
[ @ GO:0051817 :modification of morphology or physiology of other organsim involved in symbiotic interaction (517 gene products]
[2) @ G0:0052192 :movement In environment of other organism involved in symbiotic Interaction [846 gene products]
[ B GO:0044399 : multi-species biofilm formation (6 gene products)
[0 B GO:0085030 : mutualism [0 gene products)
[5] @ GO:0009877 :nodulation [15 gene products]
[*) @ GO:0051824 :recognition of other organism involved in symbiotic interaction [5 gene products]
[2] @ GO:0043903 : regulation of symblosls, encompassing mutualism through parasitism (71 gene products)
[ @ GO:0052173 :response to defenses of other organsim involved in symbiotic interaction (680 gene products)
[£) @ GO:0051836 : translocation of molecules into ather organism involved in symbiotic interaction [0 gene products]

Figura 2 - Representacdo em arvore dos termos antecedentes e descendentes do
“G0:0044403 symbiosis encompassing mutualismo through parasitism”. Imagem adaptada de
http://amigo.geneontology.org.

As ferramentas bioinformaticas Agbase

(http://www.agbase.msstate.edu/) e STRAP (Software Tool for Researching
Annotations of Proteins) que foram usadas na realizagcdo deste trabalho
fornecem a anotacdo ontolégica GO de proteinas de origem bacteriana (68,
69).
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2. OBJETIVOS
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De acordo com os dados de protedmica de tecidos orais e estudos in
vitro depositados no OralCard, relativamente as proteinas produzidas pelo
microbioma oral, este trabalho tem como objetivo identificar quais as
proteinas do microbioma oral envolvidas no processo biolégico de

patogénese, e mais precisamente quais 0S mecanismos especificos
associados a cada proteina.

A figura 3 apresenta a estratégia que foi usada na realizacdo deste
trabalho de investigagéo.

51



52



Utilizag8o das proteinas
catalogadas de origem microbiana
depositadas no OralCard até
15/12/2013.

(11 110 proteinas)

Analise dos processos com mais
proteinas associadas.

IdentificacBes das proteinas
gue estao anotadas com GO
“interaction with cells and
organisms”.

(351 proteinas)

Analise das proteinas
microbianas com o GO
“pathogenesis”.

(298 proteinas)

- Oral Card
- Agbase

Como as 11110 proteinas de
origem microbiana da base de
dados Oral Card estdo associadas
a uma grande diversidade de
processos optou-se por analisar
as proteinas que interagem com
outros microrganismos e com o
hospedeiro.

- STRAP

Identificagdo das proteinas
envolvidas nos mecanismos
moleculares de patogénese.

(44 proteinas com evidéncia a
nivel da proteina e 254 com
evidéncia a nivel do gene)

Realizacdo de tabelas
funcionais.

Realizacdo de tabelas funcionais
que esclarecem quais 0s
mecanismos moleculares
especificos usados pelas proteinas
para a patogénese.

- AgBase

Realizacéo de tabela de
integracéo de informacéo

Cada mecanismo molecular da patogénese é
associado
correspondente e a patologia oral com a qual
esses microrganismos estéo relacionados.

N

a espécie bacteriana

- UniprotkB

- Pubmed
- Science Direct
- Gooale Scholar

Identificacéo dos
mecanismos de patogénese
usados pelas proteinas da
cavidade oral de origem
microbiana.

Figura 3- Fluxograma que ilustra a estratégia de trabalho usada para a realizacao deste trabalho. As setas indicam ac¢des, os quadrados objetivos e o0s

los&ngulos as ferramentas bioinforméticas e as bases de dados usadas
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3.MATERIAIS E METODOS
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3.1 Utilizacdo das proteinas catalogadas de origem

microbiana depositadas no OralCard

Na base de dados do OralCard, o OralOme foi consultado usando o
Microsoft Excel 2007®, versdo de 15-12-2013, o qual permitiu que, com a
aplicacdo de um filtro na coluna “organisms”, fosse possivel obter apenas
proteinas de origem microbianas, sendo excluido os microrganismos de origem
virica e os fungos: Carnation etched ring virus (CERV), Encephalomyocarditis
virus (strain emc-b nondiabetogenic), Encephalomyocarditis virus (strain emc-d
diabetogenic), Equine herpesvirus 1 (strain Ab4P) (EHV-1) (Equine abortion
virus), Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV), Infectious salmon anemia
virus (Isolate Atlantic salmon/ Norway/810/9/99) (ISAV), Bovine herpesvirus
type 1.2,Candida Albicans (Yeast), e Candida Albicans (strain SC 5314/ATCC
MYA-2876). De seguida, aplicou-se um filtro na coluna “proteins” e eliminaram-
se as proteinas nado caracterizadas - “uncharacterized proteins”. Foram também
eliminadas as proteinas duplicadas, visto que na base de dados OralCard as
proteinas que foram caracterizadas in vivo e in vitro estdo catalogadas duas

vezes, uma para cada categoria.

Apos ter obtido as proteinas de origem bacteriana e com o intuito de saber
guantas estavam associadas a cada doenca e a que tipo de doenca, usou-se 0
codigo de identificacdo do Mesh, no qual cada patologia é associada a um
namero. Assim, apOs pesquisa no site da Pubmed na seccao “mesh database”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh), podde-se verificar a que patologias da

cavidade oral estavam associadas esses codigos.

Aplicaram-se filtros no Microsoft Excel nas colunas “in vitro” com o objetivo
de saber quantas foram identificadas através dos dados de estudos in vitro e
quantas foram obtidas a partir de estudos de protedmica de amostras da
cavidade oral.
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3.2 Analise dos processos bhiolégicos em que

participam as proteinas bacterianas

A identificacdo das proteinas bacterianas no OralCard, excluindo as
proteinas ndo caracterizadas, revelou que existem 10428 proteinas de origem

bacteriana.

No sentido de esclarecer a importancia funcional dessas proteinas
presentes no ecossistema da cavidade oral essas mesmas foram classificadas

na ferramenta bioinformatica Agbase (http://www.agbase.msstate.edu/), de

acordo com a ontologia processo biolégico “biological process”. O objetivo foi 0
de saber em que processo celular estdo envolvidas as proteinas. Foi usada a
ferramenta bioinformatica “Go Retriever”, a qual permite saber rapidamente as
anotacbes GO existentes para um conjunto de dados experimentais (Figura 4)
(68, 70).

Para isso, 0 codigo Uniprot dessas proteinas foi exportado para um ficheiro
com extensao “.ixt’, sendo de seguida feito o upload desse ficheiro na
ferramenta informatica “Go Retriever® da AgBase, havendo o cuidado de

escolher a opcao “UniProt ID” na secgao “Accession Type” (Figura 5).
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UNIVERSITY

MISSISSIPPI STATE
AyvBase .. |

AgBase is a curated resource for

2101 functional analysis of agricultural plant
and animal gene products including
Gene Onrology annotations.

HOME | SEARCHES | TOOLS ANIMALS | PLANTS

Tools Overview
coprosie: AgBase Search
Genom:

Select Database: | All AgBase Databases and GO v
GOanna

Browse By: | >Select name type ¥

SQamaZ Enter Multiple Queries (new line separated) :
Chickspress
GOSlimAuto - ey
o Bird Basé
y Bird Base
GOModeler - ;
RS SRt
Kot @y iAnimal
Y Search Reset iAnifal
GO Annotation
Quality (GAQ)
Score

\g¢Base using BLAST

Figura 4- Figura retirada do portal Web da ferramenta bioinformatica Agbase

(http://www.agbase.msstate.edu/). Para obter as ferramentas bioinformaticas “GoRetriever” ou

“GoSlim Viewer” deve-se selecionar o campo “Tools”, e, posteriormente,

uma dessas
ferramentas.

MISSISSIPPI STATE
_ALgBase o |

UNIVERSITY

AgBase is a curated resource for
functional analysis of agriculrural plant
and animal gene products including
Gene Onrology annotations.

HOME | SEARCHEs | TOOLS

ANIMALS

AgBase GORetriever

Select Accession Type*: | =Select Accession Type I

GORetriever is used to rapidly ing GO annotations for a list of proteins.

The input file is a text file cont accessions separated by a return/line break. File to Upload D Not Specified

Note: Help with Affymetrix probe mapping is available here. (Please upload a pla )
UniProt Accession

For help using this tool dick here. Genbank Accession

An ne tutorial for this tool is available here. EntrezGene ID

More information about the tool is here. GINUM E
GOoID

Select Accession Type®:

>Select Accession Type -

File to Upload**
(Picase upload a piain text file): | Escolher ficheiro | Nenhum ficheiro selecionado

Type of Evidence to Return:
¥ Check all/Uncheck all

¥l Experimental Evidence Codes(EXP,IDA,IPLIMP,IGLIEP)

) Computational Analysis Evidence Codes(IGC,IBA.IBD.IKR IRD.ISS,ISO,ISA ISM.RCA)

Figura 5- Pagina inicial da ferramenta informética GoRetriever obtida através do site da
http://www.agbase.msstate.edu/.
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Numa fase posterior, descarregou-se o ficheiro “GO Summary file (for
use in GOSIim Viewer) ” e realizou-se o upload desse ficheiro na ferramenta
“SlimViewer” da Agbase selecionando a opc¢ao “TIGR procaryote (BP only) ” na
opgao “Select GOSIlim Set” (Figura 6 e 7). Este ficheiro apresenta, de uma
forma simplificada, as ontologias, contendo trés colunas separadas: o codigo
Uniprot da proteina, o ID da ontologia e a classificacdo ontoldgica a que estdo
associadas - “P” (processo biologico), “C” (componente celular) ou “M” (funcéo

molecular) (Figura 7).

O “SlimViewer” é usado para fornecer um resumo das fun¢des para um
conjunto de dados usando “GO slims”. Os “GO Slims” sdo uma ontologia criada
para agrupar termos ontologicos de modo a que estes integrem conjuntos mais
amplos. O objetivo foi evitar ter uma lista muito extensa dos termos
supracitados, o que dificultava a interpretacdo. Como tal, a partir desta
ferramenta bioinformética, € possivel consultar os niveis mais elevados das
ontologias génicas das proteinas de interesse (parent terms) na coluna
“Slim_GO_Name”, e respetivas ontologias child (na coluna “Input Go Name”)
(68, 70).

MISSISSIPPI STATE

-A&\yBase [Version: 2.00] - umvusnvm

AgBase s a curated resource for

AR

HOME | SEARCHES | TOOLS | ANIMALS PLANTS | MICRO | PARASITES | HELP | CONTACT

GORetriever Results

Number of Input IDs: 10428

Input filename: as_10428_sem_duplicacoes.txt
vidence Codes to return: IC,IDA, IEA, IEP,IGLIMP, IPLISS,NAS,ND,RCA, TAS,NR,EXP,ISO,I5A, ISM,IGC, IBA, IBD, IKR IMR,IRD

at(can be opened in Excel)

Figura 6- Descarregar o ficheiro “GO Summary file (for use in GOSlimViewer) ” para usar na

ferramenta “SlimViewer”.

60


http://www.agbase.msstate.edu/help/slimviewerhelp.htm

_-A&vBase N
o &

AgBase is a curated resource for

)10 functional analysis of agricultural plant
Q and animal gene products including

Gene Ontology annotations.

MISSISSIPPI S :

UNIVERSIT

|Accessions |- !GU: DS

1
HOME | SEARCHES | TOOLS ANIMALS 2 [AoLas
3 AOL319
GOSlimViewer 1 A0n
5 A0L319
GOSlimViewer is used to provide a high level summary of functions for a dataset. The ou’ 6 AoL319
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Figura 7-Pagina inicial da ferramenta informatica GoSlimViewer obtida através do site da
Agbase http://www.agbase.msstate.edu/. Selegédo da opgao “TIGR Prokaryote (BP only) ” na
secao “select GoSlim Set”. Figura adaptada da ferramenta bioinformatica GOSlimViewer

consultavel no portal Web Agbase.
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Deste modo, apds a escolha da opgao “View Biological Process”, obtém-

se 0s processos biolégicos em que estdo envolvidas as proteinas bacterianas

do microbioma oral e o numero destas (que estdo associadas a estes

processos) (Figura 8).
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GOSlimViewer Results

To download, right click a file and select Save As

To view the detail for cellular components, molecular components, and biological processes clicK

Figura 8- Selecionar a opgao “View Biological Process”. De seguida, surgem os processos
biolégicos em que estéo envolvidas as proteinas bacterianas do microbioma oral. Ao lado do
nome do processo esta indicado o numero de proteinas envolvidas em cada um destes. Figura

adaptada da ferramenta bioinformatica GOSlimViewer consultavel no portal Web Agbase.

Essas informacdes foram transportadas para uma folha do Microsoft Excel
2007® e elaboraram-se gréficos que permitiram um estudo quantitativo. Para
facilitar a interpretacdo do gréfico, as ontologias que possuem um numero de
proteinas abaixo de 100 ndo foram representadas.

A anadlise do gréfico revela que 0s processos com mais proteinas

“

associadas sdo “biological process” e “ metabolic process”. Assim, com 0
objetivo de realizar uma analise desta classificacdo ontoldgica, selecionou-se a
opgao “View accessions for each slim id”; consequentemente, descarregou-se
o ficheiro “View accessions for each slim id text only”, e, por fim, abriu-se esse

ficheiro numa folha da Microsoft Excel® 2007 (Figura 9).

Apoés ter aplicado um filtro na coluna “Slim Go Name” e escolhido® biological
process”, foi constatado que, para 3154 proteinas das 3277 associadas a este
grupo, além de haver na coluna “Input GO Name” informacdo mais detalhada
sobre o0 processo em que estas intervém, também estes grupos estéo
representados no grafico da classificacdo ontoldgica dos resultados. Apenas

123 proteinas das 3277 n&do estdo associadas aos outros processos biolégicos.
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A mesma anadlise foi realizada para o processo biolégico “metabolic
process”, sendo que neste grupo ha 792 proteinas que ndo estdo associadas

aos outros processos bioldgicos.

Apés isto, eliminaram-se os codigos Uniprot repetidos com a funcao
‘remover duplicados” para as 915 proteinas dos grupos “biological process” e
“metabolic process” com pouco informagdo acerca dos processos bioldgicos

em que estdo envolvidas. Assim, restam 829 proteinas (Figura 9).

Finalmente, com a ajuda da fungdo “PROCV” do Microsoft Excel 2007® e
com o auxilio da base de dados Oral Card (versao de 15-12-2013), realizou-se
um grafico para perceber a que microrganismos estdo associados as 829
proteinas. Para isso, selecionou-se a coluna “bacteria”, de seguida escolheu-se
a opgao ’inserir’, e, posteriormente, “ tabela dindmica”, a fim de conseguir
saber quais as diferentes estirpes de bactérias que estavam representadas.
Por fim, usou-se a funcdo “CONTAR.SE” do Microsoft Excel 2007® com o
intuito de averiguar quantas proteinas eram produzidas por cada estirpe.
Finalmente, para facilitar a interpretacdo dos graficos, foram considerados
apenas 0s géneros, realcando que estes s6 foram representados quando

tinham mais de 20 proteinas associadas (Figura 10).

Além disso, notou-se que nos 142 processos biolégicos nos quais estao
envolvidas as proteinas do microbioma oral, a maioria faz parte do mecanismo
de “housekeeping”. Com o intuito de saber quantas proteinas estdo envolvidas
neste mecanismo, aplicou-se um filtro na coluna “Slim_GO_Name”, excluindo
assim os seguintes processos biologicos: "pathogenesis”, “killing of cells of
others organims”, “biofilm formation”, “symbiosis, encompassing mutualismo
through parasitism” e “multiorganism process”. Com a fungdo “remover

duplicados”, eliminaram-se as proteinas repetidas.
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To view the detatl for celhular componert 1 GO_Ty TG0 D BSIim_GO_Name Input_Accession Blnpﬁb Input GO Name

View Cellular Component 1704-F G:0008150 biological_process ABAUH3 60:0006066 alcohal metabolic process

m 17025 P G0:0008150 biological_process CIND57 G0:0006066 alcohol metabolic process
17026 P G0:0008150 biological_process QIRFM3 60:0006066 alcohol metabolic process

View accessions for each slim id 17027 P GO:0008150  hiolagical process 0818A4 G0:0005066 alcohol metaholic process
17028 P G0:0008150 biological_process Q8DWBY 60:0006066 alcohol metabolic process
1709 P G0:0008150 biological_process Q87p4s 60:0006066 alcohol metabolic process
17030 P G0:0008150 biological_process Q97NKO G0:0006066 alcohol metabolic process
17031p GO:0008150 biological_pracess P16682 G0:0042916 alkylphosphonate transport
17032 P G0:0008150 biological_process Q8DUGs G0:0018364 peptidyl-glutamine methylation
17033 P G0:0008130 biological_process AGVDT2 G0:0044237 cellular metabolic process
17034 p GO:0008150 biological_pracess ABAWRS G0:0044237 cellular metabolic process
17035 P G0:0008150 biological_process ASAWZO 60:0044237 cellular metabolic process
17036 P G0:0008150 biological_process ABAWZL G0:0044237 cellular metabolic process
17037 p GO:0008150 biological_pracess ABAZ66 G0:0044237 cellular metabolic process
17038 P G0:0008150 biological_process ASAZHO 60:0044237 cellular metabolic process
17033 P G0:0008150 biological_process ABAZCA G0:0044287 cellular metabolic process
17040 P G0:0008150 biological_process ABAZRO G0:0044237 cellular metabolic process
17041 P G0:0008150 biological_process BIRIH2 GO:0044237 cellular metabolic process
17042 P G:0008150 biological_process B2RIQ2 G0:0044237 cellular metabolic process
143 p G0:0008150 biological_process B2RKIA G0:0044237 cellular metabolic process
1704 P G0:0008150 biological_process B2RL2S GO:0044237 cellular metabolic process
17045 P G0:0008150 biological_process B2RLE1 G0:0044237 cellular metabolic process
1T0dA D GANNNRTSN hinlngiral nrarece NYIWA [NNAA37 rallilar matahnlir nrarace

Figura 9- Selecionar a opgao “View accesions for each slim id” na pagina dos resultados da
ferramenta bioinformatica GOSlimViewer. De seguida, o ficheiro obtido do GoSlimViewer “View
accessions for each slim id text only” foi descarregado e aberto numa folha da Microsoft Excel®
2007. Posteriormente, aplicou-se um filtro na coluna “Slim_GO_Name”, selecionando-se
apenas 0 processo “biological process . Desta forma, obtiveram-se na coluna
“Input_Accession” apenas os codigos Uniprot das proteinas envolvidas neste processo. E de
enfatizar que na coluna ‘“Input GO Name” existem informa¢des mais detalhadas sobre o
processo em que estas intervém. Figuras adaptadas da ferramenta bioinformatica

GOSlimViewer consultavel no portal Web Agbase e do Microsoft Excel ® 2007.
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Figura 10 - Identificacdo dos microrganismos associados a cada proteina nas 829 proteinas

com pouca informacdo acerca dos processos biolégicos em que estdo envolvidas. Para

perceber quais eram as diferentes estirpes de bactérias que estavam representadas,

selecionou-se a coluna “bacteria”, e, a seguir, escolheu-se a opc¢éo "inserir‘ e “tabela dindmica”.

Por fim, usou-se a fungdo “CONTAR.SE” da Microsoft Excel®2007 com o intuito de descobrir

guantas proteinas eram produzidas por cada estirpe. Finalmente, para facilitar a interpretacao

dos graficos, as estirpes ndo foram consideradas, mas apenas 0 género. Além disto,

representaram-se apenas 0s géneros com mais de 20 proteinas.

Figuras adaptadas da ferramenta bioinformética GOSlimViewer consultdvel no portal Web
Agbase e do Microsoft Excel ® 2007.
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3.3 Identificacdo das proteinas bacterianas no
microbioma oral que interagem com outros

microrganismos e com o hospedeiro

Foi realizada a analise das 10428 proteinas de origem bacterianas do
microbioma oral no STRAP. Para este estudo, transferiram-se os codigos
Uniprot dessas proteinas para um ficheiro com extensao “.txt” para de seguida

as importar para o programa STRAP.

Esta ferramenta, STRAP, é capaz de anotar as ontologias de grandes listas
de proteinas. Para cada cdédigo Uniprot obtém-se as seguintes informacdes:
nome da proteina- “protein name”; nome do gene primario- “primary name
gene”; taxonomia- “taxonomy”; comprimento- ‘lenght”; fungdo- “function”;

atividade catalitica- “catalitic activity” e varios termos GO.

Os termos GO estdo organizados em trés categorias principais: Processo
Bioldgico, Componente Celular e Fungcao Molecular, sendo que cada uma tem
diferentes simbolos representativos. Além disso, cada categoria é subdividida
em subcategorias que se sustentam numa versao simplificada das categorias

originalmente publicadas pelo Consércio Gene Ontology (69).

Ao analisar a ontologia “biological process”, existe uma subcategoria
“Interaction with cells and organisms” (interacdo com células e organismos) em
que estdo identificadas, com um triangulo verde, as proteinas que lhe estéo
associadas, sendo essas que interagem com outros microrganismos € com o

hospedeiro. Foram identificadas 351 proteinas nessa subcategoria (Figura 11).
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Figura 11- Figura do STRAP onde estao representadas, por um tridngulo verde, as proteinas

com mais impacto no hospedeiro na subcategoria “Interaction with cells and organisms”.

3.4 Classificacdo ontologica das proteinas que
interagem com outros microrganismos e com O

hospedeiro

As 351 proteinas que interagem com outros microrganismos e com o
hospedeiro foram exportadas para um ficheiro “.txt’, tendo-se realizado a
classificagcdo ontologica através do programa Agbase, usando 0s mesmos
métodos anteriormente descritos para as 10428 proteinas de origem

bacterianas do Oral Card.

Da mesma forma, através da opcao “View Biological Process”, obtemos os
processos biologicos em que estdo envolvidas as proteinas bacterianas do
microbioma oral e observamos quantas estdo associadas a estes processos.
Os dados foram, posteriormente, exportados para uma folha do Microsoft Excel

2007® e elaboraram-se gréaficos com o intuito de realizar um estudo quantitativo
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do numero de proteinas associadas a cada ontologia. Optou-se por fazer a
andlise na ferramenta bioinformatica Agbase por ser mais informativa a nivel da

classificacdo ontoldgica em comparagdo com a ferramenta STRAP.

3.5 Pesquisa bibliografica sobre a funcéo das proteinas

bacterianas envolvidas na patogénese

Apés a andlise das 351 proteinas que interagem com outros
microrganismos e com 0 hospedeiro na ferramenta Agbase, concluiu-se que
298 destas estdo envolvidas na patogénese. Os codigos Uniprot destas
proteinas foram exportados para uma folha do Microsoft Excel 2007®, tendo-se
usado a fungao “PROCV” para associar a cada codigo o nome da proteina e o

microrganismo que a produz.

O estudo do nivel de evidéncia das proteinas em questdo, na ferramenta
bioinformatica “Retriever”, consultavel no portal web UniprotKB, revelou que 44
destas 298 proteinas tém evidéncia a nivel da proteina e que 254 tém
evidéncia a nivel do gene. Para isto, os codigos Uniprot das 298 proteinas
envolvidas na patogénese foram inseridos na caixa “UniProt identifiers” do
“Retriever”, selecionou-se “UniProtKB (298)”, e, por fim, através da opc¢dao
“‘download”, os resultados foram transportados para uma folha do Microsoft
Excel 2007® na qual a coluna “Protein evidence” indica o tipo de evidéncia que

suporta a existéncia da proteina (Figuras 12 e 13).
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QBDVRO BRPA_STRMU

C6a peptidase (EC  Streptococcus pyogenes

Figura 12- Inserir na caixa “UniProt identifiers” do “Retriever” as 298 proteinas envolvidas na
patogénese. Apos isto, selecionar “UniProtkKB (298)", e, por fim, através da opgéo “download”,
obtém-se os resultados numa folha da Microsoft Excel® 2007. Figuras adaptadas do portal
Web UniProtKB.

Na base de dados UniProtKB as proteinas estudadas neste trabalho
apresentam 4 tipos de provas para a existéncia da proteina;

1.Evidéncia a nivel da proteina- indica que ha evidéncias experimentais claras
guanto a existéncia da proteina;

2. Evidéncia a nivel da transcricdo- indica que a existéncia de uma proteina
nao foi rigorosamente provada mas que ha provas da existéncia de um
transcrito;

3. Inferida a partir de homologia- a existéncia da proteina € provavel porque
existem proteinas ortdlogas em espécies estreitamente relacionadas;

4. Prevista- ndo ha provas da existéncia quer da proteina quer de transcritos da
mesma, ou provas a hivel da homologia.
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5 |P28784 |CPG1_POfreviewed Gingipain R1 (EC 3.4.22.37) (Arg-gingipain) (Gingipain 1) (RGP-Porphyromonas gingivalis FUNCTION: Thiol protease which is believ
6 [P95493 |cPG2_POfreviewed  Gingipain R2 (EC 3.4.22.37) (Arg-gingipain) {Gingipain 2) (RGP- Porphyromanas gingivalis (strain ATCC BAA FUNCTION: Thiol protease which is beliex
10 [P66004 |DLDH_MYireviewed  Dihydrolipoyl dehydrogenase (LPD) (EC 1.8.1.4) (Component i Mycobacterium tuberculosis FUNCTION: Lipoamide dehydrogenase is

11 |Q8DTS9 |ENO_STRMreviewed Enolase (EC4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2- Streptococcus mutans serotype c (strain ATIFUNCTION: Catalyzes the reversible conv
12 097052 [ENO_STREreviewed  Enolase (EC4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2- Streptococcus pneumoniae serotype 4 {stra FUNCTION: Catalyzes the reversible conv.
13 |Q8DPSO |ENO_STRFreviewed Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2- Streptococcus pneumoniae (strain ATCC BA FUNCTION: Catalyzes the reversible conv
14 [B2RH54  |FIMA1_PCreviewed Major fimbrial subunit protein type-1 (Fimbrillin) (Fimbrilin}) Porphyromonas gingivalis (strain ATCC 3327 FUNCTION: Fimbrillin is the structural suk
17 [P59915 |HAGA1 Ptreviewed  Hemagglutinin A Porphyromonas gingivalis (strain ATCC BAA FUNCTION: Agglutinates erythracytes (By
20 [P35672 |INVG_SAL reviewed Protein InvG salmonella typhimurium (strain LT2 / SGSCIFUNCTION: Involved in the invasion of th
22 [B2RLK2  |[KGP_POR(reviewed  Lys-gingipain (EC 3.4.22.47) (Lysine-specific cysteine proteina Porphyromonas gingivalis (strain ATCC 3327 FUNCTION: Cysteine proteinase with a sti
23 [p72194 |KGP38_PCreviewed  Lys-gingipain 381 (EC 3.4.22.47) [Cleaved inta: Lys-gingipain c: Porphyromanas gingi FUNCTION: Cysteine proteinase with a sti
24 |051817 |KGP83_PCreviewed Lys-gingipain W83 (EC 3.4.22.47) (Lysine specific cysteine prot Porphyromonas gingivalis FUNCTION: Cysteine proteinase with a sti
30 |08zRJ19 |PAGN_SAlreviewed  Outer membrane protein PagN (Adhesin/invasin protein PaglSalmonella typhimurium (strain LT2 / SGSCIFUNCTION: Haemagglutinin that facilitate
31 [PODM78 |PHOP_SAlreviewed Virulence transcriptional regulatory protein PhoP (Acid shock Salmonella typhimurium (strain LT2 / SGSCIFUNCTION: Member of the two-compone

33 [08ZMM2 |PIPB2_SAlreviewed  Secreted effector protein pipB2 (Type Ill effector pipB2) Salmonella typhimurium (strain LT2 / SGSC1FUNCTION: Effector proteins function to
36 [P41783 |PRGH_SAlreviewed Protein PrgH salmonella typhimurium (strain LT2 / SGSCI1FUNCTION: Required for invasion of epitt
37 [P41784  |PRGI_SAL reviewed Protein Prgl Salmanella typhimurium (strain LT2 / SGSCIFUNCTION: Required for invasion of epitt
40 |056061 [SIFA_SALTreviewed Secreted effector protein SifA Salmonella typhimurium (strain LT2 / SGSC1FUNCTION: Effector proteins function to ¢
41 [EIWACE [SIPA_SALTreviewed Cell invasion protein sipA (Effector protein sipA) Salmonella typhimurium (strain SL1344)  FUNCTION: Actin-binding protein that int
42 1056019 [SIPB_SALTreviewed Cell invasion protein SipB (Effector protein SipB) Salmaonella typhimurium (strain LT2 / SGSCIFUNCTION: Required for entry into the he
43 [PocL52  [sIPA_SAlTreviewed  Cell invasion protein SipA (Effector protein SipA) Salmonella typhimurium (strain LT2 / SGSC1FUNCTION: Actin-binding protein that int
44 |PoCL47  [SIPC_SALTreviewed Cell invasion protein SipC (Effector protein SipC) salmonella typhimurium (strain LT2 / SGSCI1FUNCTION: Actin-binding protein that int
W < » | uniprot-job%3A2014041252E39IXK] < Folha2 < Folhal < ¥ 0| m I

Pronto 44 de 300 registos encontrados Contar. 44 ‘

Figura 13- Resultados obtidos através da ferramenta bioinformatica “Retriever” do portal Web
UniProtKB. Na coluna “protein existence”, esta indicado o nivel de evidéncia das 298 proteinas
envolvidas na patogénese. A aplicacdo de um filtro nesta coluna revela que 44 destas

proteinas tém evidéncia a nivel da proteina.

A aplicacdo de um filtro na coluna “Status” mostrou que 65 dessas 298
proteinas foram revistas (“Reviewed”), ou seja, foram anotadas manualmente
através de dados obtidos por literatura (Figura 13). As restantes estédo
anotadas como “Unreviewed”, o que corresponde a registos analisados

computacionalmente por algoritmos que aguardam uma revisao manual.

Deste modo, e com a finalidade de saber de que forma estas 65
proteinas podem contribuir para a viruléncia do microrganismo, recorreu-se a

base de dados UniprotkKB (http://www.uniprot.org/), mais particularmente a

ferramenta bioinformatica “search”, com o intuito de compreender de que modo
as proteinas atuam. Esta base de dados fornece informacéo funcional e
estrutural sobre cada proteina, incluindo um nome recomendado, a
classificacdo taxondémica do organismo em que a proteina esta presente,
referéncias bibliograficas e mesmo a sequéncia da proteina. Desta forma,
conhecemos a funcdo da proteina na seccao “general annotation (function) ”
(Figura 14). Para as proteinas que nao foram revistas exploraram-se 0s
arquivos digitais de artigos cientificos PubMed ou Sciendirect com a seguinte
formula de pesquisa: (“nome da proteina”) AND ((“género especifico da
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bactéria”) OR (“género da bactéria”)). Caso ndo houvesse resultados nestes

optava-se, por ultimo, pela pesquisa de artigos no Google Scholar com as

mesmas palavras-chaves.

Complete GO annotation

Search
Frotain Knowsogabase (InPraikB)  +
) About UniPrat ¥ Catalyiic aciivity
Abouit UniProt Enzyme reguiation
Histoey and backpround o (BLA
Sequence a
Subcelular location

Stall ol EBI, SIB and PR Post-franslational modificafion

Polymorphism

Sequence similariies

Biophysicochemical properies

General annotation (Comments)

Cysteine proteinase with a strong preference for substrates with Lys in the P1 posifion. Hydrohzes bovine hemoglobin, bovine serum albumin,
casain, human placental type | collagen and human IgA and IgG. Disrupts the funclions of polymarphonudizar leukocyles May act as a vindence
factor in the development of peridonial disease. Imvoived in the coaggregation of Pgingivalis with other oral bactenia. | 2212 ) (B2

Endopeptidase with sirict specificity for ysyl bonds. ReiZ

Aciivated by the thiol-reducing agents cysteine, 2-mercapioethanol and dithiothreifol. Inhibited by idoacetamide, idoacefic acid, leupepfin, tosyHL-
ysine and tosyl-L-phenylalanine. Not inhibited by elastafinal, chymostatin, cystafins, aipha1-anfichymoirypsin or the serine proiease inhibitors
phenyimedhyisuionyl fluoride and diisopropyfuorophosphate. Not inhibited by metal ion chedators. Inhibited by ihe heavy meal ions: Fe?* It Cu?|
andMi?* (ReiZ

Lys-gingipain catalviic subunit Secrefed » extracelular space ( By simiarty | [ UniProfkB 272184

Proteolytically cleaved into a catalyiic subunit and three adhesins. Arg-gingipain is involved in this post-translafional processing | By s

Several forms of kgp with differences at the C-terminus exist in different P gingivalis strains. Refd)

Belongs to the peptidase C25 family

pH dependence

Optimum pH is 7.5. Activity remains high from pH 6.5 0 9.5. Loses 60% of its activity following incubation at pH 3.5 for 5 minutes. (72
Temperatre dependence

Only retains 40% of activity afer incubation at 60 degrees Celsius for 10 minutes Fel2

Figura 14- Figura retirada e adaptada do portal Web UniprotKB. Um dos cddigos associados

ao nome da proteina é inserido na caixa de texto “Query”, visto ter sido considerado que

proteinas com o mesmo nome tém funcdes idénticas. Desta forma, apds ter lancado a

pesquisa, surge o resultado da funcao da proteina na secgdo “general annotation (function)”.

Aqui, foi feita a simulagéo para a proteina cujo codigo Uniprot € B2RLK2 (Lys-gingipain).
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Catalogacao das proteinas de origem microbiana

Os resultados obtidos da anélise da base dados do OralCard, versdo de 15-
12-2013, revelaram que 11110 proteinas sdo de origem microbiana e que 46
dessas proteinas sdo propostas como biomarcadores de patologias orais.
Dessas 11110 proteinas microbianas, 9765 foram obtidas através dos dados
de estudos in vitro, sendo que as restantes foram obtidas através de estudos
de protedmica de amostras da cavidade oral (71, 72). Das amostras de tecidos
da cavidade oral, verifica-se que ha 220 proteinas que foram identificadas em
amostras de pacientes com patologias da cavidade oral, nomeadamente
gengivite, periodontite cronica, periodontite agressiva, diabete mellitus e

neoplasmas.

A quantidade de proteinas identificadas para cada patologia € apresentada

na figura 15.

Quantidade de proteinas bacterianas do microbioma oral
associadas a patologias
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5 oral
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Figura 15- Quantidade de proteinas microbianas do microbioma oral identificadas em amostras

de saliva de paciente com patologias.
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O grafico revela que existem mais proteinas bacterianas do microbioma oral
associadas aos neoplasmas da cavidade oral, enquanto que hd um numero
reduzido associado a diabete mellitus. No entanto, a base dados OralCard
mostra que existe apenas um estudo que identifica proteinas do neoplasma, ao
contrario da periodontite crénica ou diabete mellitus, as quais tém varios
estudos. Esta disparidade pode ter como causa as técnicas, sendo que a
espetrometria de massa (que foi usada na identificacdo de proteinas
bacterianas associadas aos neoplasmas) costuma ser mais sensivel e dar

origem a maior quantidade de identificacoes.

4.2 Analise da classificacdo ontoldgica das proteinas

de origem microbianas

Com o objetivo de saber em que processos biolégicos estdo envolvidas
cada uma das proteinas bacterianas presentes no ecossistema oral, usou-se a
ferramenta bioinformatica Agbase, isto ap6s eliminacdo das proteinas nao
caracterizadas (“uncharacterized protein”). A exclusdo destas proteinas deve-
se a pouca quantidade de informacdo existente, o que impede uma analise

completa. Desta forma, foram obtidas 10428 proteinas de origem bacteriana.

Para facilitar a interpretacdo e a andlise do gréafico, e visto que as proteinas
bacterianas no microbioma oral estdo associadas a 142 processos, sO foram
representados no grafico os processos que possuem um ndamero de proteinas
acima de 100 (Figura 16).
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Figura 16 — Classificacdo quantitativa ontolégica de acordo com o Processo Bioldgico (“Biological Process”) das proteinas de origem bacteriana do

microbioma oral. Esta classificacao foi obtida recorrendo ao programa Agbase (http://www.agbase.msstate.edu ). O grafico apresenta a quantidade de

proteinas associadas aos processos biolégicos nos quais estas intervém. Com o objectivo de facilitar a visualizacdo do grafico, usaram-se as abreviaturas
‘mp” e “ps” que correspondem, respetivamente, a “metabolic process” e a “phosphotransferase system” nos seguintes processos: “nucleobase - containing

compound metabolic process” e “phosphoenolpyruvate-dependent sugar phosphotransferase system”.
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Na figura 16 sdo apresentados os resultados referentes aos processos
biolégicos em que as proteinas de origem bacteriana do microbioma oral
intervém. Da andlise do gréfico, verifica-se que as categorias “biological
process” e “metabolic process” sdo aquelas que reunem o0 maior numero de

proteinas.

No sentido de verificar se para as proteinas incluidas nos processos
“biological process” e “metabolic process” existe outra anotagéo adicional, foi
feito o estudo detalhado das proteinas associadas a esses processos (Figura
17). Nesta figura, verificamos que no caso das 3277 proteinas associadas ao
grupo “biological process”, apenas 123 destas ndo estdo associadas aos outros
processos, estando apenas alguns apresentados na figura 16. A mesma
andlise para o processo “metabolic process” mostrou que 792 das 3922
proteinas ndo estdo envolvidas nos outros processos apresentados na figura
16. Assim sendo, para 829 das 10428 proteinas do microbioma oral de origem
bacteriana (ou seja, cerca de 8%), ndo se consegue ter informacéo ontologica

suficiente em termos de processo bioldgico.

A maioria das bactérias associadas a estas proteinas fazem parte das mais
estudadas para a cavidade oral: Streptococcus mutans, Porphyromona
gingivalis, Enterococcus faecalis, Streptococcus gordonii e Bacillus cereus
(Figura 17). Este resultado mostra que mesmo para estas bactérias, bastante
estudadas, a anotacao total do seu proteoma ainda nao existe, isto apesar de
ja ser conhecido o genoma destas espécies (73-77).

Da analise da figura 16 é possivel concluir ainda que a maioria das
proteinas bacterianas esta anotada como participando em processos
“‘housekeeping” da célula (a excecdo do processo “pathogenesis” em que
participam 298 proteinas). Destacamos ainda o facto de haver um numero
relativamente grande de proteinas dedicadas ao transporte de forma genérica
(857 em “transport”) e ao transporte de hidratos de carbono (117 em
“carbohydrate transport”). Este facto pode ser explicado pela dependéncia que
a célula bacteriana tem dos sistemas de transporte membranar para conseguir
nutrientes para o seu metabolismo. Um exemplo reside nos sistemas de

transporte PTS (phosphotransferase system), os quais sdo especificos das
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células bacterianas e que envolvem um grande numero de proteinas

transmembranares.
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: - Quantidade de
Quantidade de"protelna_s 123 protéinas proteinas no  grupo
no grupo metabolic "biological  process”:
3277 proteinas.

Diagrama 2. Esta representado a azul a quantidade de proteinas que estdo no
grupo “biological process” e que se encontram também associadas aos outros
processos, alguns dos quais estdo no gréfico da figura 16.

O vermelho representa a quantidade de proteinas do grupo “biological process”
” gue ndo estdo associadas a outros processos, alguns dos quais estdo no grafico
da figura 16.

Diagrama 1. Esta representada a azul a quantidade de proteinas que estdo no
grupo “metabolic process”, mas que também estdo associadas a outros processos
biolégicos, alguns dos quais estédo no grafico da figura 16.

O vermelho representa a quantidade de proteinas do grupo “metabolic process
gque nao estdo associadas a outros processos, alguns dos quais estdo no grafico
da figura 16.

W Bacillus cereus

M Enterococcus faecalis

W Porphyromonas gingivalis
W Streptococcus gordonii

W Steptococcus mutans

Diagrama 3. Espécies com maior representagdo nas proteinas dos grupos “biological process” e “metabolic process”, que nédo estao
associadas aos outros processos bioldgicos, alguns dos quais estéo representados na figura 16. Para facilitar a interpretagdo do gréfico,
apenas estdo representados 0s géneros especificos das bactérias e 0s géneros que possuiam um numero de proteinas associadas
superior a 20.

Figura 17 - Analise detalhada dos grupos “biological process” e “metabolic process” do gréfico da figura 16.
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4.3 Analise da classificacdo ontoldgica das proteinas
microbianas do microbioma oral que interagem com

outros microrganismos e com o hospedeiro

Como seria de esperar, a analise das proteinas de origem bacteriana da
cavidade oral revela uma grande quantidade de processos biolégicos presentes
gue seriam impossiveis de analisar em detalhe. No ambito desta tese, optou-se
por se analisar apenas as proteinas identificadas que interagem com células e
organismos. Esta escolha decorre do interesse em conhecer as relagées que
se estabelecem entre os varios microrganismos da cavidade oral e entre estes

e 0 hospedeiro.

Usando as ferramentas descritas na seccdo “Material e Métodos”, foram
usadas as 351 proteinas que, segundo a classificacdo ontoldgica “biological
process”, estdo na categoria “Interaction with cells and organisms”, e, portanto,

estabelecem interagdes com outras células.

Na figura 18 verifica-se que quase todas as proteinas estdo associadas
a patogénese, isto €, 298 das 351 proteinas (85%). No entanto, estas apenas

estdo associadas a ontologia génica “pathogenesis” sem child term associado.

Como foi referido na introducdo, o PAMGO Plant-Microbe Associated
Gene Ontology (http://pamgo.vbi.vt.edu/) introduziu novos termos GO para

descrever processos envolvidos na interacdo entre os micrébios e 0s seus
hospedeiros. No entanto, alguns autores defendem que muitos dos termos que
a PAMGO adicionou ndo sao especificos para fatores de viruléncia e que sdo
mais adaptados aos genes que facilitam mutualismo. Além disso, estes nao
incluem os efeitos dos fatores de viruléncia nos sistemas funcionais do
hospedeiro. Adicionalmente, muitos dos processos gerais envolvidos na
patogénese sdo child terms do grupo “symbiosis, encompassing mutualismo
through parasitism”, como € o caso de ‘killing of cells of other organism”.
Consequentemente, estes autores alertam para a necessidade de criar um

vocabulario controlado para os fatores de viruléncia sem incluir termos que
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fazem referéncia a mecanismos de “housekeeping”. Estes também indicam que
a ontologia “molecular function” tem termos que descrevem atividades
moleculares que se aplicam a VF, podendo assim ser usados para descrever o
local onde o VF atua (37, 67). O termo que melhor faz referéncia ao VF € o GO
“pathogenesis”. Este termo geral ndo da conta do universo abrangente dos VFs
existentes, pelo que, cremos, deveria servir de base para o estabelecimento de
outros child terms que dessem conta dos mecanismos especificos envolvidos

na patogénese.
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Processos bioldgicos

Figura 18 - Classificagdo ontoldgica de acordo com o Processo Bioldgico (Biological Process)
das proteinas de origem bacteriana do microbioma oral que interagem com outros
microrganismos e com o hospedeiro. Esta classificacdo foi obtida com recurso ao programa
Agbase (http://www.agbase.msstate.edu/). O gréfico apresenta o numero de proteinas

associadas aos processos biolégicos nos quais estas intervém. Com o intuito de visualizar
melhor 0 nimero de proteinas correspondentes aos processos com pouca quantidade de
proteinas, a barra correspondente ao processo bioldgico “pathogenesis” ndo corresponde ao
valor indicado no eixo dos Y mas sim a 298 proteinas. No total encontram-se representadas

351 proteinas.

A figura 19 revela que das 298 proteinas apenas 53 (15%) estéo
associadas a outros processos biolégicos, e que alguns desses processos
("cell adhesion”, “killing of cells of other organism” e “celular protein modification
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process”) poderiam ser child terms da ontologia “pathogenesis”. Para as
restantes 245 proteinas apenas se sabe que estdo envolvidas na patogénese
sem mais descricdo em termos de processo biolégico. A andlise da ontologia
“‘molecular function” mostrou que algumas das fung¢des poderiam ser child
terms do termo GO “pathogenesis” para descrever fatores de viruléncia como:
“‘peptidase activity”, “lyase activity”, ligadas a atividade hidrolitica; “cytoskeletal
protein binding”, “lipid binding” e “ion binding™ que podem estar ligadas a
adesdo das bactérias as células do hospedeiro; “transferase activity,
transferring glycosyl groups” que fazem parte de modificacées pds-traducao e
que, através da adicdo do grupo “glycosyl”, podem regular a atividade das
proteinas humanas. Adicionalmente, estes child terms do termo GO

“pathogenesis” estdo também associados a outras ontologias.

Os microrganismos produtores de 245 das 298 proteinas, que ndo estéo
associados aos outros processos além da patogénese, sdo: Bacillus cereus,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Aggregatibacter aphrophilus e
Salmonella typhimurium (Figura 19). Estes microrganismos fazem parte de
grupos de bactérias muito estudados, sendo que o Bacillus cereus e a
Salmonella typhimurium estdo associados, respetivamente, a gastroenterite e a
febre tifoide. Quanto a Aggregatibacter actinomycetemcomitans, € uma das
principais bactérias ligadas a etiologia da Periodontite. Desta forma, pode-se
concluir que, apesar de serem microrganismos muito estudados pelas suas
relacbes com patologias orais ou sistémicas, ainda ha muito por esclarecer
sobre a funcdo especifica do seu proteoma uma vez que ndo estao
esclarecidos os mecanismos pelos quais algumas das proteinas tém accoes

patogénicas.

Quanto as espécies associadas as 53 proteinas envolvidas noutros
processos além da patogénese, encontram-se, entre outros, a Salmonella
typhimurium, o Streptoccocus mutans, 0 Streptococcus pyogenes e O
Streptococcus gordonii (Figura 19). O género mais representado € o
Streptococcus, 0 que era previsivel, pois para além de ser o género mais
abundante na cavidade oral, estd também associado a patologia oral mais
prevalente na cavidade oral - a carie dentaria. Os papéis das proteinas deste
género foram ainda explorados nos estudos de protedmica, provavelmente por
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serem colonizadores primarios e terem assim um papel importante na formacéo

e no desenvolvimento do biofilme (72).

O cruzamento dos diagramas 2 e 3 da figura 19 revelam que o Bacillus
cereus € 0 microrganismo que possui mais proteinas virulentas na cavidade
oral. Isso pode ser explicado ndo por ser o microrganismo mais virulento da
cavidade oral, mas sim por ser um dos mais estudados (provavelmente pela
sua importancia na inddstria alimentar, uma vez que € uma das causas mais

importante de intoxicacdo alimentar (78)).

85



80
4500
1000 70 -
350
2 3000 60 -
EZS 0 g
3 50 -
gzo 0 E
g 13
8 1sio s i
-
1000 L
=
~
1 | | I I g .
s
SINANERNNS I 11 s IRREEE .
i ee i s i858 e % o 5§51 g . . . . x «
1333338000 2 ei i3 ;E; 3 £z Diagrama 1- Estéa representada a azul a quantidade de proteinas que estdo no grupo “pathogenesis’,
k% £ 5443 ¥: i1 $3:38¢% 3 . x . e .
iEE 3 sk kL £1: | mas que também estéo associadas aos outros processos representados no gréfico da figura 18.
H £ E R EEE = s E . , « , ~ ~ .
i j/ i ; ] RS 10 & é O vermelho representa a quantidade de proteinas do grupo “pathogenesis” que ndo estdo associadas
2 & 2 £ % ze .
> o : i i 3 = H aos outros processos representados no grafico da figura 18.
TR o i
: ) 2
E =
D
f=2}
£
o
o
Processos biolégicos nos quais téo envolvidas
m Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
m Bacillus cereus
| AggfegaffbacfEF m Enterccoccus faecalis
actinomycetemcomitans
m Mycobacterium tuberculosis
B Aggregatibacter
aphrophn‘us m Porphyromonas qingivalis
m Bacfﬂus cereus m Saimanelia typhimurium

B Salmonella typhimurium

Diagrama 2 - Espécies com maior representacdo nas proteinas dos grupos “pathogenesis” que
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Diagrama 3 - Espécies representadas nas proteinas do grupo “pathogenesis” que estéo

associadas aos outros processos bioldgicos, representados na figura 18,

Figura 19 - Analise detalhada do grupo “pathogenesis” do grafico da figura 17.




4.4 A funcéo das proteinas bacterianas envolvidas na

patogénese

As 298 proteinas brevemente classificadas na seccao anterior (grupo que
apresenta a ontologia “biological process” com a descricdo “pathogenesis”)
foram analisadas a nivel funcional. Os resultados desta analise estdo nas
tabelas | e Il em anexo, onde séo apresentadas as 44 proteinas com evidéncia

a nivel da proteina e as 254 proteinas com grau de evidéncia a nivel do gene.

Nestas, pode ser consultado o cédigo Uniprot, 0 nome das proteinas, as
bactérias que as produzem, 0s mecanismos especificos associados a
patogénese, e, por fim, a referéncia bibliogréafica que associa a proteina ao
determinado mecanismo. Além disso, para facilitar a compreenséo das tabelas,
foram agrupadas as proteinas com as mesmas caracteristicas, baseando-se
esta juncdo na classificacdo referida na seccdo da introducdo (tabelas em

anexo).

As proteinas com grau de evidéncia, a nivel de genes, sdo proteinas
hipotéticas (HP) sobre as quais ndo existe qualquer prova da sua existéncia
enguanto proteina. Uma proteina € considerada hipotética quando € prevista a
partir das sequéncias de acidos nucleicos e quando a sua existéncia nédo é
comprovada através de uma evidéncia experimental. Optou-se, pois, por nao
excluir do estudo estas HPs, visto que este grupo € de extrema importancia
para completar a informacgédo genémica e protedmica. A identificacdo génica de
novas proteinas hipotéticas ndo so oferece pertinéncia para o seu isolamento e
caracterizacdo, como também elucida sobre novas e possiveis fungbes que
possam ser realizadas por estas proteinas que ainda nao foram identificadas
(79).

No microbioma oral, para as proteinas envolvidas no processo biologico
da patogénese, existem quase cinco vezes mais HPs do que proteinas com
evidéncias experimentais claras quanto a sua existéncia. Assim, torna-se
importante que sejam utilizadas técnicas experimentais para comprovar a sua
existéncia enquanto proteinas. Essa importancia deriva de estas poderem ter
um papel fundamental na associacdo com patologias orais.
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Da analise das tabelas | e Il (em anexo) ressaltam quatro aspetos

fundamentais:

88

1)

Atualmente, a maioria dos fatores de viruléncia descritos baseia-se em
poucas espécies cuja forma de colonizar e de infetar o hospedeiro esta
bem estudada, como é o caso da Salmonella (tabela | e Il). Ja pelo
contrario, para algumas proteinas com grau de evidéncia a nivel do gene
existe pouco informacdo sobre os mecanismos especificos dos fatores

de viruléncia (tabela II).

2) Alguns dos fatores de viruléncia sao conjuntos de proteinas que atuam

3)

4)

de forma orquestrada para o efeito toxico. As proteinas Sip A, Sip B, Sip
C e Sip D de Salmonella, as enterotoxinas nao hemoliticas A, B e C,
bem como as hemolisinas BL (HBL) B, hBLL1 e HBLL2 s&o exemplos
apresentados.

Pode ainda constatar-se que muitas das proteinas tém mais que uma
forma de intervir na viruléncia da bactéria.Por exemplo as gingipains de
Porphyromonas gingivalis encontram-se varias vezes na tabela | e Il.
Aparecem como fatores ndo especificos pois sdo proteases que a
bactéria usa para se nutrir, mas que tém também o efeito de degradar a
matriz extracelular dos tecidos do hospedeiro. Finalmente, ressalta a
grande quantidade de proteinas associadas a sobrevivéncia intracelular
das bactérias capazes de invadir as células do hospedeiro para as
proteinas caracterizadas a nivel da proteina. Quanto as proteinas
caracterizadas a nivel do gene, a maioria estdo envolvidas na lise das

células do hospedeiro pela formacédo de poros.

E de acrescentar que para algumas proteinas da tabela Il (citadas na
tabela I1l) n&o foi encontrada qualquer informacgao na literatura sobre os
mecanismos especificos associados a patogénese com as palavras-

chave definidas.



Estudos relativos a leucotoxina da Aggregatibacter actinomycetemcomitans
revelam que uma estirpe desta natureza é altamente toxica e capaz de produzir
grandes quantidades de leucotoxina, enquanto outra estirpe € pouco ou
minimamente téxica e sua producdo de leucotoxina é muito pequena. Além
disso, a estirpe minimamente téxica nao faz a lise dos neutrdfilos, ao contrario
da estirpe que lisa os mesmos. Verifica-se assim que ha estirpes de
Aggregatibacter actinomycetemcomitnas mais virulentas do que outras (80).
Este facto pode constituir, portanto, um limite a este trabalho, visto que no
nosso estudo ndo foram consideradas as estirpes mas apenas as espécies. No
entanto, identificar quais os géneros especificos e quais os fatores associados
a patologias orais presentes €, de qualquer modo, um primeiro passo.

Para facilitar a compreensdo das tabelas em anexo, a figura 20
apresenta sob a forma de esquema os mecanismos especificos associados a

patogénese para as proteinas cuja evidéncia existe a nivel da proteina.
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Figura 20 - Mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com
evidéncia a nivel da proteina: (A) proteinas envolvidas na formacgéo do biofiime, (B) proteinas
gue regulam a expressao de genes associados a viruléncia, (C) proteinas que promovem a lise
dos eritrocitos para captacdo de ferro necessario param a nutricdo da P. gingivalis, (D)
proteinas que promovem a transmigragdo da bactéria nos tecidos do hospedeiro, (E) proteinas
com acdo ao nivel da célula epitelial oral, e (F) proteinas que atuam ao nivel do sistema
imunitario do hospedeiro.

A cor de circulo corresponde ao tipo de mecanimos: o azul corresponde a mecanismos
ofensivos, 0 roxo a mecanismos defensivos, 0 cinzento a mecanismos nado especificos e o
preto a regulagdo dos genes de viruléncia.
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4.5 Associagcao entre os mecanimos moleculares da

patogénese e as principais patologias da cavidade oral

A tabela 1 apresenta os microrganismos que produzem as proteinas
estudadas e a patologia oral ao qual ja foi associado. Nesta tabela verifica-se
gque a maioria dos microrganismos incluidos estdo associados a doenca
periodontal, uma das patologias orais em que 0s estudos de protedmica sao

mais abundantes.

Tabela 1 - Bactérias produtoras das proteinas analisadas neste trabalho e associagdo com

patologias da cavidade oral.

Espécies bacterianas Patologias orais associadas
Aggregatibacter Periodontite crénica/Periodontite agressiva
actinomycetemcomitans (81, 82)

Aggregatibacter aphrophilus N&o esté associada a patologias orais
Bacillus cereus N&o esté associada a patologias orais
Lactobacillus acidophilus Cérie dentaria (83)

Mycobacterium tuberculosis Neoplasma da cavidade oral (84)
Porphyromona gingivalis Gengivite/Periodontite cronica/Periodontite

agressiva (85, 86)

Salmonella typhimurium N&o esté associada a patologias orais
Stafilococcus aureus N&o esta associada a patologias orais
Streptococcus gordonii Cérie dentaria (77)

Streptococcus mutans Cérie dentaria (77)

Streptococcus pneumoniae N&o esta associada a patologias orais
Streptococcus pyogenes Periodontite cronica (85)
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O microrganismo Bacillus cereus ndo faz parte da microflora oral
saudavel, nem existe bibliografia relativamente a sua associagdo com
patologias orais. No entanto, sabe-se que est4d presente em alimentos,
principalmente cereais, dai resultando provavelmente a sua presenca na
cavidade oral. A bactéria Bacillus cereus produz as toxinas tripartidas “non-
hemolytic enterotoxin” e “hemolysin BL” assim como as toxinas “citotoxin K,
“perfringolysin” e “hemolysin II”. Todas estas toxinas intervém no mecanismo
patogénico através da formacdo de poros nas células epiteliais do hospedeiro.
De forma idéntica, as bactérias Salmonella typhimurium, Streptococcus
pneumoniae, Aggregatibacter aphrophilus, e Staphylococcus aureus nao estado
associadas com patologias orais, no entanto possuem proteinas envolvidas na
patogénese. Estas bactérias estdo também muito bem estudadas a nivel dos
seus mecanismos de invasdo nas células epiteliais do intestino humano ou do
sistema respiratério (87-93), e, hipoteticamente poderdo expressar 0S mesmos

fatores de viruléncia quando colonizam a cavidade oral.

A identificacdo de novos determinantes de viruléncia é uma chave para
compreender a interacdo das bactérias patogénicas com os seus hospedeiros,

de modo a produzir a doenca clinica (94).

No microbioma oral, 0 conhecimento dos processos patoldgicos em que
as proteinas de origem bacteriana presentes podem participar, fornece
informacdes valiosas, as quais podem ser utilizadas na prevencao de infecbes
orais e no tratamento das principais patologias associadas a cavidade oral. Um
aspeto que deve ser abordado para o desenvolvimento de vacinas ou de
terapéutica contra doencas orais é que estas sdo polimicrobianas. Esta
multiplicidade de microrganismos patogénicos indica que o desenho da vacina

ou farmaco ira ser muito complexo.

E de relevar ainda que para as 298 proteinas envolvidas no processo
bioldgico da patogénese, a grande maioria foram identificadas in vitro. Apenas
11 foram identificadas em amostras de pacientes (“virulence transcriptional
regulatory protein PhoP” (Q2FH47), “dehydrolipoyl dehydrogenase” (P66004),
“‘enolase”, “hemagglutin family protein (fragment) ” (D3A1B7 e D3A8NS),
“enolase” (Q97QS2), "exotoxin 15" (C8MGI5), “RTX-toxin family pore-forming
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toxin” (C2DNR2), “putative toxin B” (B3WLE9), “hep/hag repeat protein”
(C4FMC5, C4FMCY7) e “surface protein” (C2HR32)). Seria assim oportuno, em
trabalhos futuros, identificar estas proteinas em amostras salivares de
pacientes com as patologias orais para as quais 0S microrganismos

responsaveis pela sua producéo estédo envolvidos (tabela 1).

Como foi referido na seccdo da introducdo, a base de dados de
referéncia para fatores de viruléncia bacteriana Virulence Factors of Pathogenic

Bacteria (VFDB), criada em 2004 (http://www.mgc.ac.cn/VFs/), tem servido

como um repositério global dos fatores de viruléncia de bactérias. Este banco
de dados contém informacdes para 25 géneros bacterianos representativos dos
patbgenos mais importantes: 0s genes associados a viruléncia e seus
mecanismos associados, com as respetivas referéncias bibliogréficas (38, 40).
Dos 25 géneros bactérianos representados nesta base de dados ndo estdo
incluidas algumas das principais espécies envolvidas nas patologias orais,
como por exemplo Agregatibacter ou Porphyromonas. Através das tabelas
criadas neste trabalho, é possivel completar as informacdes desta base de
dados relativamente aos fatores de viruléncia de microrganismos da cavidade
oral, e assim ajudar na pesquisa para a prevencao e tratamento de patologias

orais.
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5.CONCLUSAO
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Através deste trabalho chegou-se as seguintes conclusdes:

1.

Das 11428 proteinas bacterianas estudadas e que integram o
microbioma oral:
a. A maioria (7659) participa em processos de “housekeeping”.

b. Apenas 298 estdo implicadas em mecanismos de patogénese.

Das 298 proteinas associadas a patogénese, 44 proteinas estao
caracterizadas a nivel da proteina e 254 apenas a nivel do gene. Assim,
na cavidade oral existem cinco vezes mais proteinas com evidéncia a
nivel do gene. Torna-se desta forma, importante comprovar a existéncia

destas proteinas por métodos experimentais.

Das proteinas com o GO “pathogenesis” depositadas no OralCard, os
mecanismos especificos com mais namero de proteinas associadas séo
o de sobrevivéncia do microrganismo dentro da célula do hospedeiro
(para as proteinas caracterizadas a nivel da proteina) e de lise através
da formacdo de poros nas células do hospedeiro (para as proteinas
caracterizadas a nivel do gene).

A maioria das proteinas bacterianas envolvidas no processo biolégico da
patogénese foi descrita em estudos in vitro e ndo em amostras da
cavidade oral. Seria assim pertinente, em trabalhos futuros, comprovar a
existéncia dessas em amostras salivares de pacientes com as
patologias orais para as quais 0S microrganismos responsaveis pela sua

producéo estao envolvidos.

Algumas das proteinas apresentadas pertencem a microrganismos que
nao estdo associadas a patologias orais, no entanto, possuem proteinas
bem estudadas que intervém no processo da patogénese noutros locais
(por exemplo o intestino) e que aparentemente tém muitas semelhancas
com proteinas produzidas por microrganismos da cavidade oral. Assim,

sera interessante explorar as fungbes de proteinas homologas
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produzidas pelo microbioma oral de forma a compreender os

mecanismos patofisiol6gicos que decorrem no biofilme oral.

Em termos ontologicos, notdmos alguns limites a nivel do vocabuléario
disponivel para definir fatores de viruléncia; por exemplo as proteinas
associadas ao processo biolégico da patogénese nao tém child terms
associados. Sugere-se assim que 0s seguintes termos, além de serem
child terms dos processos aos quais estdo atualmente associados,
sejam também associados ao termo ontologico “pathogenesis®: “cell
adesion”, “killing of cells of other organism”, “celular protein modification
process”, “peptidase activity”, “lyase activity”, “cytoskeletal protein

binding”, “lipid binding”, “ion binding”,e, “transferase activity - transfering

glycosyl groups”.
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7.ANEXOS
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Sao disponibilizadas, como anexos, as tabelas que apresentam os
mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral
presentes na base de dados OralCard. Os procedimentos usados para a
realizacdo destas tabelas sdo descritos na seccédo de Material e Métodos.
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Tabela | - Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel da proteina. Toda a informacéao relativa aos mecanismos
especificos foi retirada da base de dados Uniprot & exce¢do das proteinas assinaladas com* cuja informacéo foi retirada da referéncia indicada.

Mecanismos ofensivos

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico
B2RH54 Major fimbrial subunit protein type-1 (Fimbrillin) (Fimbrilin) | Porphyromonas gingivalis Medeia a adesdo celular a células epiteliais.
(Major fimbrial subunit protein type I)
'§ Q8ZRJ9 Outer membrane protein PagN (Adhesin/invasion) protein | Salmonella typhimurium Hemaglutinina que facilita a adesdo e invsao das células epiteliais usando
% PagN) o proteoglicano heparinado como recetor.
< p28784* Gingipain R1 (EC 3.4.22.37) (Arg-gingipain)(Gingipainl) | Porphyromona gingivalis Promove a adesdo através de dominios de adesao especificos.
(RGP-1) *Pubmed:
P72194* Lys-gingipain 381 (EC 3.4.22.47) Porphyromonas gingivalis PMID 8999833
Q51817* Lys-gingipain W83 Porphyromonas gingivalis
= Q8zP57 Secreted effector kinase SteC (EC 2.7.-.-) (Salmonella | Salmonella typhimurium Cinase necessdria a criacdo de feixes de filamentos de actina.
lg % translocated effector C)
s T
E1IWAC6 Cell invasion protein SipA (Effector protein sipA) Salmonella typhimurium Estimula a polimerizagdo da actina e com SipC é necessaria para a
POCL52 internalizagdo da bactéria.
Q56019 Cell invasion protein SipB (Effector protein SipB) Salmonella typhimurium Necessaria para a transferéncia e/ou apresentagdo de SipC e outras
proteinas bacterianas para a célula do hospedeiro.
o POCL47 Cell invasion protein SipC (Effector protein SipC) Salmonella typhimurium Promove a ,polimerizagéo e condensagdo dos filamentos de actina
.qh) (bundeling). E potenciada pela SipA.
3 Q56026 Cell invasion protein SipD (Sa/monella invasion protein D) Salmonella typhimurium Provavelmente regula a secre¢do de SipA, B e C e é necessdria a
o translocagdo de proteinas efetoras do sistema de secregdo tipo Il
2 Essencial a invasdo.
_g 030916 Inositol phosphate phosphatase SopB (EC 3.1.3.-) (Effector Salmonella typhimurium Um dos efetores do sistema de injeccdo da Salmonella. Alteragdo da
= protein SopB) composi¢do em fosfoinositideo da membrana promovendo “ruffling”.
S
T‘} P40722 Secreted effector protein SopD (Salmonella outer protein D) | Salmonella typhimurium Com SopB contribui para a fissdo da membrana e formagdo de um macro
9 pinosoma.
§ POCOJ1 Streptopain  (EC3.4.22.10) (Exotoxin typeB) (SPEB) | Streptococcus pyogenes serotype M1 Cliva fibronectina e degrada vitronectina, ativa o precursor de IL1B. Pode
c (Streptococcal  cysteine proteinase) (Streptococcus induzir a apoptose em mondcitos e células epiteliais in vitro. Reduz a
peptidase A) (SPP). atividade fagocitica dos mondcitos.
Q8ZRJ9 Outer membrane protein PagN Salmonella typhimurium Hemaglutinina que facilita a invasdo das células epiteliais usando o
proteoglicano heparinado como recetor.
P35672 Protein InvG Salmonella typhimurium Envolvida na invasdo de células do epitélio intestinal
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Tabela I (continuag¢do). Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel da proteina. Toda a informacdo relativa
aos mecanismos especificos foi retirada da base de dados Uniprot a excegdo das proteinas assinaladas com* cuja informacao foi retirada da referéncia indicada.

. Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico
3
g % Q3Y6N6* NheA Bacillus cereus Provoca lise de hemacias. Atua em conjunto com NheB e NheC para formar poros na membrana
2 2 das hemacias. *Pubmed:PMID 24040335
[=
“g 087120* Cytolethal distending toxin protein A Aggregatibacter Inibem a divisdo celular causando a apoptose das células do hospedeiro.
é actinomycetemcomitans * Pubmed:
'§ g Q7DK12* Cytolethal distending toxin protein B im:g iiggg;g;‘
8
S Q
< Q7DK11* Cytolethal distending toxin protein C
POCOJ1 Streptopain (EC 3.4.22.10) (Exotoxin | Streptococcus pyogenes serotype | Reduz a atividade fagocitica das células monociticas.
type B) (SPE B) (Streptococcal cysteine | M1
proteinase) (Streptococcus peptidase
A) (SPP
Q8zQ79 Secreted effector protein Ssel Salmonella typhimurium Inibe a migracdo dos macrofagos e células dentriticas interagindo com o fator IQGAP1, um
importante regulador do citoesqueleto e migragao celular.
w
_g 'é P28784* Gingipain R1 (EC 3.4.22.37) (Arg- | Porphyromonas gingivalis Altera a fungdo dos fagocitos clivando os recetores de formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP).
g ‘§ gingipain) (Gingipain1l) Inactiva os neutrdfilos tornando-os incapazes de reconhecer os agentes patogénicos
‘@ % (RGP-1) * Pubmed:
% :E P95493* Gingipain R2 (EC 3.4.22.37) (Arg- | Porphyromonas gingivalis PMID 15001226
E| & gingipain) (Gingipain 2) (RGP-2) PMID 24466435
- "
c ©
g g B2RLK2* Lys-gingipain (EC 3.4.22.47) (Lysine- | Porphyromonas gingivalis Degrada o recetor C5a na superficie das células fagociticas resultando na supressdo da migragcdo
= o specific cysteine proteinase Kgp) dos neutrofilos para o local da infegdo.
* Pubmed:
P72194* Lys-gingipain 381 (EC 3.4.22.47) Porphyromonas gingivalis PMID 15001226
PMID 24466435
Q51817* Lys-gingipain W83 Porphyromonas gingivalis
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Tabela I (continuagdo). Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel da proteina. Toda a informagdo relativa

aos mecanismos especificos foi retirada da base de dados Uniprot a excegdo das proteinas assinaladas com* cuja informagao foi retirada da referéncia indicada.

Mecanismos defensivos

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico
©
£ 9
o =
fé % B2RLK2* Lys-gingipain (EC 3.4.22.47) (Lysine-specific cysteine proteinase Kgp) Porphyromonas gingivalis Hidrolisam a IgA e 1gG humanas e o recetor C5a na
o 2> superficie dos fagdcitos.
s © * .
85 P72194* | Lys-gingipain 381 (EC 3.4.22.47) Pubmed:
FR PMID 15001226
§ 2 PMID 24466435
9 S
o E Q51817* Lys-gingipain W83
o
Q8DVRO Biofilm regulatory protein A Streptococcus mutans serotype | Regulagdo da tolerdncia ao stress acido e oxidativo.
9 ¢ (strain ATCC 700610 / UA159)
v »n
% § P66004 Dihydrolipoyl dehydrogenase (LPD) (EC 1.8.1.4) (Component of peroxynitrite| Mycobacterium tuberculosis Protege a bactéria do stress oxidativo gerado pelo sistema
5V reductase/peroxidase complex) (Component of PNR/P) (Dihydrolipoamide imune do hospedeiro pois tem fungdes de peroxinitrito
a dehydrogenase) (E3 component of alpha-ketoacid dehydrogenase redutase e degrada peroxidases de hidrogénio e alcalinas.
complexes)
& Q8zQQ2 E3 ubiquitin-protein ligase SIrP (EC 6.3.2.-) (Secreted effector protein SIrP) Salmonella typhimurium Interfere com a via de ubiquitinagdo do hospedeiro.
g e Promovendo a ubiquitinagdo da ubiquitina e da tioredoxina
E ‘—; leva a reducdo da tioredoxina e portanto apopotose.
g E POCE12 E3 ubiquitin-protein ligase sspH2 (EC 6.3.2. (Secreted effect protein sspH2) Salmonella typhimurium Interfere com a via de ubiquitinacdo do hospedeiro pois liga-
s se a ubiquitina.
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Tabela | (continuagdo). Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel da proteina. Toda a informagdo relativa
aos mecanismos especificos foi retirada da base de dados Uniprot a exce¢do das proteinas assinaladas com* cuja informacdo foi retirada da referéncia indicada. S.

=Salmonella
Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico
Q8ZMMS8 | Secreted effector protein pipB2 (Type Il effector | S.typhimurium Reorganizagdo doo endossoma/lisossoma para promover a sobrevivéncia da bactéria dento da célula do
pipB2) hospedeiro.
030916 Inositol phosphate phosphatase SopB (EC 3.1.3.-) | S.typhimurium Participa na formagdo e manutengdo dos vacuolos que contém a Salmonella intracelularmente por agdo
(Effector protein SopB) sobre a PtdIns-3 mantendo os vacuolos que contém a Salmonella fora da via endocitica levando a
sobrevivéncia e reprodugdo da bactéria.
P40722 Secreted effector protein SopD (Salmonella outer | S.typhimurium Contribui para a replicagdo dentro dos macrdfagos.
protein D)
" Q8zQC8 Secreted effector protein sopD2 (Salmonella outer | S.typhimurium Contribui para a replicagdo dentro dos macrdfagos participando na formagdo de Salmonella induced
g o protein D 2) fillaments (Sifs) que sdo estruturas filamentosas contendo glicoproteinas das membranas dos lisossomas
= '—; essenciais para a replicagdo da bactéria dentro das células do hospedeiro.
S @ | Q56061 Secreted effector protein SifA S.typhimurium Responsavel pela formacgdo de Sifs.
Y= ©
[T ]
E -E P74873 Secreted effector protein SptP [Includes: GTPase- | S.typhimurium Tem atividade de fosfatase de tirosina cuja fungdo na internalizagdo ndo é bem conhecida. Tem ainda
o g activating  protein  (GAP);  Tyrosine-protein funcdo de ativacdo de GTPase e medeia a reversao das alteragdes do citoesqueleto provocadas pela SopE.
g ‘@ phosphatase (EC 3.1.3.48).
‘e E Q7BVH7 Secreted effector protein SseB (Secretion system | S.typhimurium Proteina translocadora da SPI-2 do Sistema de injegdo que transfere proteinas da célula bacteriana dentro
o S | 084947 effector B) e Secreted effector protein SseC do fagossoma para a célula do hospedeiro.
§ » (Secretion system effector C)
Q8zQ79 Secreted effector protein Ssel S.typhimurium Inibe a migragdo normal dos macréfagos primarios e das células dendriticas interagindo com o fator
IQGAP1 do hospedeiro que regula a migragao celular. Interage com o recetor do hospedeiro TRIP6.
Q8zP57 Secreted effector kinase SteC (EC 2.7.-.-) | S.typhimurium Cinase que promove a formagao de redes de actina nas células infetadas.
(Salmonella translocated effector C)
P41783 Protein PrgH S.typhimurium Promove a sinalizagdo em células hospedeiras que levam a internalizagdo da bactéria.
P41784 Protein Prgl
Q8ZM36 Virulence protein STM3117 S.typhimurium Interfere na modificagdo da camada de peptidoglicano da parede bacteriana interferindo desta forma com
a replicagdo da bactéria dentro dos macroéfagos.
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Tabela I (continuag¢do). Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel da proteina. Toda a informacdo relativa
aos mecanismos especificos foi retirada da base de dados Uniprot a excegdo das proteinas assinaladas com* cuja informagao foi retirada da referéncia indicada.

o Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico
‘:; p28784* Gingipain R1 (EC 3.4.22.37) (Arg- | Porphyromonas gingivalis Estas proteases de cisteina contribuem para a aquisicdo de ferro por parte da
o gingipain)(Gingipainl) (RGP-1) bactéria por contribuirem para a lise das hemdcias e para a destrui¢do dos tecidos do
) hospedeiro que levam a hemorragia.
E P95493* Gingipain R2 (EC 3.4.22.37) (Arg-gingipain) | Porphyromonas gingivalis * pubmed:
= (Gingipain 2) (RGP-2) PMID 15001226
: B2RLK2* Lys-gingipain  (EC  3.4.22.47) (Lysine-specific | Porphyromonas gingivalis (strain PMID 24466435
'3 cysteine proteinase Kgp) ATCC 33277 / DSM 20709 / JCM
g 12257)
e % P72194* Lys-gingipain 381 (EC 3.4.22.47) Porphyromonas gingivalis
S-g a Q51817* Lys-gingipain W83 Porphyromonas gingivalis
§ Q8DPSO Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate| Streptococcus pneumoniae  (strain| Catalisa a conversdo reversivel de 2-fosfoglicerato para fosfoenolpiruvato
v hydro-lyase) (2-phosphoglycerate dehydratase) ATCC BAA
k§ a -255 / R6=
@ g Q8DTS9 Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate| Streptococcus mutans serotype c| Liga-se ao plasmidogénio e mucina MG2 do hospedeiro podendo contribuir para a
§ § hydro-lyase) (2-phosphoglycerate dehydratase) (strain ATCC 700610/UA159) degradag'ao da matriz extracelular e transmigragdo da bactéria nos tecidos do
& = : hospedeiro.
w Q97QS2 Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate| Streptococcus pneumoniae serotype 4
hydro-lyase) (2-phosphoglycerate dehydratase) (strain ATCC BAA-334/TIGR4)
Q8DVRO Biofilm regulatory protein A Streptococcus mutans serotype c| Envolvida na formagdo do biofilme
o (strain ATCC 700610 / UA159)
°
= o | B2RLK2 Lys-gingipain (EC 3.4.22.47) Porphyromonas  gingivalis  (strain | Envolvida na coagregacgdo de P.gingivalis com outras bactérias orais.
& § ATCC 33277 / DSM 20709 / JCM
g 5 12257)
w 9| p72194 Lys-gingipain 381 (EC 3.4.22.47) Porphyromonas gingivalis
PODM78 Virulence transcriptional regulatory protein PhoP| Salmonella typhimurium Regula genes de viruléncia,adaptagdo ao stress acidico baixo Mg(+2) e resisténcia as
" (Acid shock protein 29) defesas do hospedeiro.
3
zg ©
B 2 S | P40676 Transcriptional regulator SIyA (Cytolysin SlyA) | Salmonella typhimurium Regula genes de viruléncia e sobrevivéncia dentro dos macréfagos
g & E (Salmolysin)
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Tabela Il - Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene

Mecanismos ofensivos

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
C6AM75 Autotransporter adhesin Aggregatibacter aphrophilus (strain Medeia a ligagdo a superficie da mucosa oral. Pubmed
NJ8700) PMID:20688817
G4BCZ5
G4BD01
B2RH54 Major fimbrial subunit protein (Fimbrillin) Porphyromonas gingivalis (strain ATCC Fibrilina é a subunidade estrutural das fimbrias, que sdo apéndices | Uniprot
33277 /DSM 20709 / JCM 12257) filamentosos sobre a superficie das células bacterianas.
P59914 Porphyromonas gingivalis (strain ATCC
o BAA-308 / W83)
’5 G4BD44 Extracellular matrix protein adhesin A Aggregatibacter aphrophilus (strain Responsavel pela ligagdo ao colagénio. Pubmed
'g NJ8700) PMID:22958387
C6AJR3 Aggregatibacter aphrophilus ATCC
33389
C2HR32 Surface protein Lactobacillus acidophilus ATCC 4796 Medeia a ligagdo ao colagénio | e a fibronectina. Science direct
PMID:
11786253
Q51845 Hemagglutinin A Porphyromonas gingivalis Hemaglutininas foram identificadas como importantes moléculas de | Uniprot
adesdo permitindo a Porphyromonas gingivalis aderir a células de | Pubmed
tecido gengival por exemplo. PMID:17220621
. P10520 Streptokinase A Streptococcus pyogenes serotype M1 Activa plasminogénio complexando-se com ele. Evita a formagdo de | Uniprot
‘_; barreiras eficazes de fibrina em redor do local da infecdo, o que
E. contribui para a capacidade de invasdo das células bacterianas.
2
@
2
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Tabela Il (continuagao)- Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

9 4 Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
<
AT
g § H9L496 Secretion system apparatus Salmonella typhimurium (strain LT2 | Permite a injec¢do de proteinas efectoras directamente para o | Uniprot
o § / SGSC1412 / ATCC 700720) citoplasma da célula hospedeira eucaridtica. Pubmed
@ | HOLACS PMID:19390620
POCOI3 Streptolysin O (Thiol-activated cytolysin) Streptococcus pyogenes serotype Toxina activada por sulfidrilo causando a citélise por formagdo de | Uniprot
M1 poros no colesterol das membranas do hospedeiro.
Q7ZAK5 Pneumolysin (Thiol-activated cytolysin) Streptococcus pneumoniae (strain Toxina activada por sulfidrilo causando a citélise por formagdo de | Uniprot
ATCC BAA-255/ R6) poros no colesterol das membranas do hospedeiro
Q2TM57 | Non-hemolytic enterotoxin A Bacillus cereus “Nhe " é uma abreviatura de "non-hemolytic enterotoxin". Esta | Pubmed
- QO9KI1 toxina é capaz de lisar os eritrdcitos, embora em menor grau do que | PMID:24040335
g QO9KI5 Hbl. Nhe é uma toxina de formagdo de poros constituido por trés
‘@ Q73A18 Bacillus cereus (strain ATCC proteinas: NheA, NheB e NheC. Separadamente, estas proteinas ndo
“qc_, 10987) apresentam toxicidade.
o I6RD62 Nonhemolytic enterotoxin A (Fragment) Bacillus cereus NheC é obrigatdrio na etapa de preparagdo da formagdo de poros.
8 16QU99 NheA é obrigatdrio na etapa de final e dispara toxicidade por um
g ¢ 16QQV3 mecanismo até agora desconhecido. NheB liga-se as membranas
- I6RD71 celulares independentemente dos outros componentes.
o 16UZK3
§ 16UGQ2
16QQV6
I6RH94
I6RD68
16V921
16U705
16QQV4
I6QUA2
16VBD4
I6RH90
16QQV5
16QUAG
16UGQ6
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Tabela ll-(continuag¢ao). Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

Mecanismos ofensivos

Lise (continuagdo)

Uniprot

Nome da proteina

Bactéria

Mecanismo especifico

Bibliografia

16VBD9

1I6UGP8

I6RH86

I6R786

16V926

16UZLO

16U718

I6VBC7

I6R790

I6R794

16UZJ7

16V916

Nonhemolytic enterotoxin A (Fragment)

Bacillus cereus

Q2TM56

Q73A17

B9IX99

Q3Y6N5

QO9KIO

QO09KI4

Non-hemolytic enterotoxin B

Bacillus cereus

Bacillus cereus (strain ATCC
10987)

Bacillus cereus (strain Q1)

Bacillus cereus

I6RD74

16QUB6

16QUB3

16VBB6

I6RHA9

I6RHAS

I6RH98

I6RD79

I6QUA9

16QQV8

I6GUGN9

16U622

I6R7A3

16U700

Nonhemolytic enterotoxin B
(Fragment)

Bacillus cereus

“Nhe " é uma abreviatura de "non-hemolytic enterotoxin". Esta
toxina é capaz de lisar os eritrécitos de varios organismos, incluindo
o ser humano, embora em menor grau do que Hbl. Nhe é uma
toxina de formagdo de poros constituido por trés proteinas: NheA,
NheB e NheC. Separadamente, estas proteinas ndo apresentam
toxicidade.

NheC é obrigatorio na etapa de preparacdo da formagdo de poros.
NheA é obrigatdrio na etapa final e dispara toxicidade por um
mecanismo até agora desconhecido. NheB liga-se as membranas
celulares independentemente dos outros componentes.

Pubmed
PMID:24040335
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Tabela Il (continuagao). Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

Mecanismos ofensivos

Lise (continuagdo)

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
I6R798 Nonhemolytic enterotoxin B (Fragment) Bacillus cereus “Nhe " é uma abreviatura de “non-hemolytic enterotoxin". Esta Pubmed
16UZH7 toxina é capaz de lisar os eritrécitos de varios organismos, incluindo PMID:24040335
16QQv7 o ser humano, embora em menor grau do que Hbl. Nhe é uma
16UGP3 toxina de formagdo de poros constituido por trés proteinas: NheA,

I6UGN4 NheB e NheC. Separadamente, estas proteinas ndo apresentam
16V910 toxicidade.
I6R7A7 NheC é obrigatdrio na etapa de preparacdo da formagdo de poros.
I6RD84 NheA é obrigatério na etapa de final e dispara toxicidade por um
16UZJ1 mecanismo até agora desconhecido. NheB liga-se as membranas
16UZI6 celulares independentemente dos outros componentes.
16VBC1
16V905
I6R798
16V900
Q51845 Hemagglutinin A Porphyromonas gingivalis Liga-se e lisa aos eritrocitos a fim de captar os iGes de ferro | Uniprot

essenciais para a nutrigdo das bactérias. Pubmed

PMID:17220621
Q7BYC7 Hemolysin BL binding component Bacillus cereus (strain ATCC 14579 / Hemolisina BL (HBL) é um sistema litico na membrana composto por | Pubmed
Q81BP9 DSM 31) trés proteinas distintas designada por B, L1, e L2. Foi proposto que | PMID:22069656
Q7BYC6 Hemolysin BL lytic component L1 as trés proteinas HBL ligam-se aos eritrécitos de forma
Q81EZ7 independente e formam um complexo de ataque a membrana que
QoL4L8 Hemolysin BL lytic component L2 Bacillus cereus causa lise.
Q81BP7 Bacillus cereus (strain ATCC 14579 /
DSM 31)
005491 Bacillus cereus
Bacillus cereus (strain ATCC 14579 /

Q81EZ8 DSM 31)
Q63CS4 Bacillus cereus (strain ZK / E33L)
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Tabela Il (continuagao). Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

Mecanismos ofensivos

Lise (continuagdo)

Uniprot

Nome da proteina

Bactéria

Mecanismo especifico

Bibliografia

16U6X0

16QQW3

I6R7D1

I6V8X9

I6RHC4

I6RDBO

16UZG0

I6VB91

16V8Y4

I6UGL3

IGRHC7

16QUD5

I6UZF4

I6U6W4

16QQW4

I6RDA7

QIK5F8

QI9REGS

B91X98

Hemolysin BL component L2 (Fragment)

Bacillus cereus

Bacillus cereus (strain Q1)

Q32TH6

Q32THO

Q32TH3

Q32712

Q32TH9

Tripartite hemolysin BL component L2

Bacillus cereu

G8UGL9

QI9REG5

HbIB protein

Bacillus cereus F837/76

Bacillus cereus

Hemolisina BL (HBL) é um sistema litico na membrana
composto por trés proteinas distintas designada por B, L1, e
L2. Foi proposto que as trés proteinas HBL ligam-se aos
eritrocitos de forma independente e formam um complexo
de ataque a membrana que causa lise.

Pubmed
PMID:22069656
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Tabela Il (continuagao)- Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

Mecanismos ofensivos

Lise (continuacgéo)

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
QO09KJ1 Cytotoxin K Bacillus cereus CytK é uma toxina citotdxica, necrética e hemolitica do B. cereus, e | Pubmed
Q20L99 esta associada a intoxicagdo alimentar. CytR foi demonstrado | PMID:22069656
Q9EVAL possuir actividade enterotoxica contra o epitélio intestinal e tem a
Q81GS6 Bacillus cereus (strain ATCC 14579 | capacidade de formar poros. A Citotoxina K existe em duas formas

/DSM 31) diferentes, CYTK 1 e CYTK 2.
Q63EQ2 Bacillus cereus (strain ZK / E33L)
Q937V2 CytK-2 protein Bacillus cereus
Q937V0
Q937V1
C9R5U4 | Hemolysin A Aggregatibacter HlyA pode penetrar na membrana das células do hospedeiro, | Pubmed
actinomycetemcomitans serotype C | criando um poro e levando-os a lise, que é um passo essencial para | PMID:22792337
(strain D11S-1) as bactérias iniciar o processo infeccioso.
Esta toxina rompe membranas plasmaticas, causando a morte
celular por necrose.
Q815P0 | Perfringolysin Bacillus cereus (strain ATCC 14579 | Esta toxina rompe membranas plasmaticas, causando a morte | Pubmed
/ DSM 31) celular por necrose. PMID:23748204
C2DNR2 | RTX-toxin family pore-forming toxin Escherichia coli 83972 “RTX repeat domain” possui multiplos de dominios de ligagdo Science direct
Ca2+que sdo necessarios para a actividade hemolitica. PMID:19348784
Q81AN8 | Hemolysin Il Bacillus cereus (strain ATCC 14579 | Hemolisina Il (Hlyll) de Bacillus cereus é responsédvel por causar a | Pubmed

/ DSM 31)

hemolise. Hlyll tem propriedades hemoliticas contra os eritrécitos.
Hlyll forma poros através das membranas celulares. Esta formagdo
de poros, eventualmente, leva a apoptose das células. Hlyll induz
também a lise das células fagociticas.

PMID:20731668
PMID:22522892
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Tabela Il (continuagdo)- Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

microbioma oral com evidéncia a nivel do gene. A. actinomycetemcomitans -

Mecanismos ofensivos

Apoptose

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
P16462 Leukotoxin (Lkt) A actinomycetemcomitans A leucotoxina (LtxA) induz a apoptose das células brancas do sangue | Pubmed
de seres humanos. A via molecular que conduz a apoptose celular | PMID:23665198
induzida e a paragem do ciclo celular por LtxA ndo é bem
compreendido. Acredita-se que LtxA desempenha um papel crucial
na evasdao da resposta imune do hospedeiro pela bactéria. As
evidéncias sugerem que a LtxA interrompe a resposta imune do
hospedeiro, principalmente pela morte de células do sistema
imunoldgico.
HOKFB7 Cytolethal distending toxin protein A A actinomycetemcomitans RhAA1 Inibem a divisdo celular causando a apoptose das células do | Uniprot
hospedeiro.Todas as trés subunidades sdo essenciais para conferir | Pubmed
L8TZD5 A actinomycetemcomitans actividade plena da holotoxina. PMID:22069704
serotype a str. A160 PMID:17123907
G4AUG1 A actinomycetemcomitans
serotype b str. SCC1398
L8UFU9 A actinomycetemcomitans
b str. S23A
G4A1R5 A actinomycetemcomitans
serotype d str. 163B
G3ZHS8 A actinomycetemcomitans
D17P-2
G4AJDO A actinomycetemcomitans
serotype e str. SCC393
L8UBU9 A actinomycetemcomitans
serotype b str. SCC4092
G4B3V8 A actinomycetemcomitans
serotype b str. 123C
G4APJO A actinomycetemcomitans
serotype f str. D18P1
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Tabela Il (continuagao)- Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

Mecanismos ofensivos

Apoptose (continuagao)

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
G4B6LS Cytolethal distending toxin protein A A actinomycetemcomitans Inibem a divisdo celular causando a apoptose das células do | Uniprot
serotype c str. SCC2302 hospedeiro.Todas as trés subunidades sdo essenciais para a | Pubmed
G3zY17 A actinomycetemcomitans actividada plena da holotoxina. PMID:22069704
serotype a str. H5P1 PMID: 17123907
G3ZAS6 Aggregatibacter
actinomycetemcomitans D17P-3
L8U4U3 A actinomycetemcomitans
serotype c str. AAS4A
C9R3B7 A actinomycetemcomitans
serotype C (strain D115-1)
G8MRB3 A actinomycetemcomitans
ANH9381
11XUC5 A actinomycetemcomitans
D75-1
HOKFB6 Cytolethal distending toxin protein B | A actinomycetemcomitans
RhAA1
L8u170 A actinomycetemcomitans
serotype a str. A160
G4AUGO A actinomycetemcomitans
serotype b str. SCC1398
L8UGT8 A actinomycetemcomitans
serotype b str. S23A
G3ZHS9 A actinomycetemcomitans
D17P-2
G4A1R4 A actinomycetemcomitans
serotype d str. 163B
G4AJC9 A actinomycetemcomitans
serotype e str. SCC393
L8UA25 A actinomycetemcomitans
serotype b str. SCC4092
G4API9 A actinomycetemcomitans
serotype f str. D18P1
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Tabela Il (continuagao)- Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com grau de evidéncia ao nivel do gene.

Mecanismos ofensivos

Apoptose (continuagao)

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
G4B6L9 A actinomycetemcomitans Inibem a divisdo celular causando a apoptose das células do | Uniprot
Cytolethal distending toxin protein B serotype c str. SCC2302 hospedeiro.Todas as trés subunidades s3o essenciais para a | Pubmed
G3zYl6 A actinomycetemcomitans actividade plena da holotoxina. PMID:22069704
serotype a str. H5P1 PMID: 17123907
G3ZAS7 A actinomycetemcomitans
D17P-3
Q9ZAB7 A actinomycetemcomitans
L8TYW?2 A actinomycetemcomitans
serotype c str. AAS4A
C9R3B8 A actinomycetemcomitans
serotype C (strain D115-1)
G8MRB4 A actinomycetemcomitans
ANH9381
11XUC6 A actinomycetemcomitans
D75-1
Q9S676 A actinomycetemcomitans
L1IN4Q7 Putative  cytolethal distending toxin | A actinomycetemcomitans
subunit B Y4
L1IN4H4 Cytolethal distending toxin A/C family
protein
L1N438
HOKFB5 Cytolethal distending toxin protein C A actinomycetemcomitans
RhAA1
G4AUF9 A actinomycetemcomitans
serotype b str. SCC1398
L8UBE2 A actinomycetemcomitans
serotype b str. S23A
G4A1R3 A actinomycetemcomitans
serotype d str. 163B
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Tabela Il (continuagao)- Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

Mecanismos ofensivos

Apoptose (continuagio)

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
G3ZHTO A actinomycetemcomitans Inibem a divisdo celular causando a apoptose das células do | Uniprot
Cytolethal distending toxin protein C D17P—.2 . hos.p_edeiro.Todas as trés. subunidades s3o essenciais para a | Pubmed
G4AJC8 A actinomycetemcomitans actividade plena da holotoxina. PMID:22069704
serotype e str. SCC393 PMID: 17123907
L8U412 A actinomycetemcomitans
serotype b str. SCC4092
G4B3WO0 A actinomycetemcomitans
erotype b str. 123C
G4API8 A actinomycetemcomitans
serotype f str. D18P1
G4B6MO A actinomycetemcomitans
serotype c str. SCC2302
G32YI15 A actinomycetemcomitans
serotype a str. H5P1
G3ZAS8 A actinomycetemcomitans
D17P-3
Q9F280 A actinomycetemcomitans
L8uoL3 A actinomycetemcomitans
serotype c str. AAS4A
C9R3B9 A actinomycetemcomitans
serotype C (strain D11S-1)
(Actinobacillus
actinomycetemcomitans)
G8MRB5 A actinomycetemcomitans
ANH9381
11XUC7 A actinomycetemcomitans
D75-1
Q81AN8 | Hemolysin Il Bacillus cereus (strain ATCC 14579 , ~ Pubmed
/ DSM 31) Hlyll forma poros através das membranas ceIuIar?s. Esta formagao PMID:20731668
de poros, eventualmente, leva a apoptose das células. Hlyll induz
. . . e PMID:22522892
também a lise das células fagociticas.
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Tabela Il (continuagdo)- Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

Mecanismos Defensivos

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia

(7}

© -
w 2| C2HR32 | Surface protein Lactobacillus acidophilus ATCC As proteinas das camadas superficiais conferem prote¢do contra o Pubmed
§ "g 4796 sistema do complemento e contra a fagocitose PMID:23677442
= o
v ©
= :é POCOH1 Hyaluronan synthase (EC 2.4.1.212) | Streptococcus pyogenes serotype A cépsula de acido hialurdnico esta implicada na patogenicidade dos | Uniprot

© (Hyaluronate synthase) (Hyaluronic acid | M1 Streptococcus do grupo A.

synthase) (HA synthase)
Q97QP7 | Immunoglobulin Al protease (IgAl | Streptococcus pneumoniae Zinco metalloproteinase que cliva a IgA humana. Pode ser | Uniprot

o protease) (EC 3.4.24.13) (IgA-specific zinc | serotype 4 (strain ATCC BAA-334/ | responsavel pela infecdo pneumocécica e é potencialmente
© metalloproteinase TIGR4) envolvida em estagios distintos da doenga pneumocdcica.
00
w 2
g E P72197 Lys-gingipain HG66 (EC 3.4.22.47) [Cleaved | Porphyromonas gingivalis Cisteina proteinase que hidrolisa a IgA e IgG. Perturba as fun¢des | Uniprot
n 9 into: Lys-gingipain catalytic subunit; 39 dos leucdcitos polimorfonucleares
a 8 kDa adhesin; 15 kDa adhesin; 44 kDa
s 2 :
g adhesin]
o
S
o
© P58099 C5a peptidase (EC 3.4.21.110) (SCP) Streptococcus pyogenes serotype Este fator de viruléncia de S. pyogenes cliva o C5a, destruindo a sua | Uniprot
T M1 capacidade de servir como um quimioatraente.
@
g

o
5 e
T}
° E
SO
© Q
a £
v O
w
©
1}
-
o
S
a
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Tabela Il (continuagao)- Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

Mecanismos defensivos

Sobrevivéncia intracelular

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
P23988 | Virulence membrane protein PagC Salmonella typhimurium (strain Essencial para a sobrevivéncia dentro dos macrofagos. Uniprot
LT2/SGSC1412/ ATCC
700720)
Q8ZQ59 | Secreted effector protein PipB Salmonella typhimurium (strain Promove a sobrevivéncia bacteriana nos tecidos do | Uniprot
LT2/ SGSC1412 / ATCC hospedeiro.
700720)
Q56029 Virulence protein PagD Salmonella typhimurium (strain Pode estar envolvido na sobrevivéncia do S.typhimurium | Uniprot
LT2/ SGSC1412 / ATCC dentro dos macréfagos.
700720)
Q9KIB9 | Secreted effector protein SifB Salmonella typhimurium (strain Permite a sobrevivéncia bacteriana nos tecidos do | Uniprot
LT2/SGSC1412 / ATCC hospedeiro.
700720)
Q8ZPD7 | Secreted effector protein SteA (Salmonella | Salmonella typhimurium (strain | Permite a sobrevivéncia bacteriana nos tecidos do | Uniprot
translocated effector A) LT2/SGSC1412 / ATCC hospedeiro.
700720)
QB8ZPA6 | Secreted effector protein SteB (Salmonella | Salmonella typhimurium (strain Permite a sobrevivéncia bacteriana nos tecidos do | Uniprot
translocated effector B) LT2/SGSC1412/ ATCC hospedeiro.
700720)
EIWFAL | Virulence  transcriptional  regulatory | Salmonella typhimurium (strain Essencial para a sobrevivéncia intracelular de S. typhimurium. | Uniprot

protein PhoP

SL1344)
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Tabela Il (continuagao) - Resumo dos mecanimos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com evidéncia a nivel do gene.

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
8 POCOH3 DNA-binding protein HU Streptococcus pyogenes serotype Capaz de estabilizar o ADN e assim impedir a sua desnaturagdo, em | Uniprot
5 & M1 condi¢Bes ambientais extremas.
c| @
% 17 Q9XB21 Streptococcus mutans serotype ¢
° 8 (strain ATCC 700610 / UA159)
& @ Q7CQN4 | Major outer membrane lipoprotein 1 Salmonella typhimurium (strain LT2 | Permite que as bactérias resistem aos vérios componentes téxicos. Uniprot
% K= (Murein-lipoprotein 1) / SGSC1412 / ATCC 700720)
c % Q8ZPP9 Major outer membrane lipoprotein 2
8 a (Murein-lipoprotein 2)
% EIWFAL | Virulence transcriptional regulatory Salmonella typhimurium (strain Regula a express3o de genes envolvidos na viruléncia, adaptacdo ao | Uniprot
protein PhoP SL1344) ambiente &cido e de baixo teor em Mg (2 +) assim como a
resisténcia a péptidos de defensa antimicrobianos do hospedeiro.
Q51845 Hemagglutinin A Porphyromonas gingivalis Responsavel pela lise dos eritrdcitos para absorcio dos ides de ferro | Uniprot

Y necessarios para a nutricdo da bactéria. Pubmed

;8 PMID: 17220621
g § P25806 Thiol protease (EC 3.4.22.-) Porphyromonas gingivalis (strain | Estas proteases de cisteina contribuem para a acquisicdo de ferro | Pubmed
g2 ATCC BAA-308 / W83) por parte da bactéria por contribuirem para a lise das heméacias e | PMID: 15001226
S| © para a destruicdo dos tecidos do hospedeiro que levam a | PMID:24466435
§ - P72197 Lys-gingipain HG66 (EC 3.4.22.47) [Cleaved | Porphyromonas gingivalis hemorragia.
] E into: Lys-gingipain catalytic subunit; 39
x§ 89 kDa adhesin; 15 kDa adhesin; 44 kDa
® £ E adhesin]
(8]
& P72197 Lys-gingipain HG66 (EC 3.4.22.47) [Cleaved | Porphyromonas gingivalis Envolvidas na coagregacao de P.gingivalis com outras bactérias. Uniprot
E’ g into: Lys-gingipain catalytic subunit; 39
: % kDa adhesin; 15 kDa adhesin; 44 kDa
3 S adhesin]
o [
% :;U ABAVS2 | Serine protease challisin (EC 3.4.21.-) Streptococcus gordonii (strain Challis / | A serina protéase chalasina é capaz de inativar a molécula do | Pubmed
w < ATCC 35105/ CH1/DL1/V288) quérum sensing CSP  (competence-stimulating peptide) da | PMIMD:21088146

£ Streptococcus mutans.
2
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Tabela Il (continuagao)- Resumo dos mecanismos de viruléncia associados as proteinas do microbioma oral com grau de evidéncia a nivel do gene.

Regulagéo dos genes
associados a viruléncia

Uniprot Nome da proteina Bactéria Mecanismo especifico Bibliografia
Q2FH47 Conserved virulence factor B Salmonella typhimurium (strain LT2 | Membro do sistema regulagdo de dois componentes PhoP / PhoQ | Uniprot
/ SGSC1412 / ATCC 700720) que regula a express3o de genes envolvidos na viruléncia, adaptacdo
ao ambiente 4cido e de baixo teor em Mg (2 +) assim como a
resisténcia a péptidos de defensa antimicrobianos do hospedeiro
E1IWFAl1 Virulence transcriptional regulatory protein Salmonella typhimurium (strain Contribui para a expressdo de fatores de viruléncia. Envolvido na | Uniprot

PhoP

SL1344)

producdo de hemolisina, ADNase, protease e proteina A
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Tabela lll - Proteinas para as quais nédo ha informagéo na bibliografia acerca dos seus mecanismos especificos associados a

patogénese.
Uniprot Nome da proteina Bactéria
§ Q82ZX2 Cold shock-like protein CspLA (Cold- | Enterococcus faecalis (strain ATCC
: shock domain family protein) 700802/ V583)
_g POA2N2 Virulence protein vsdE Salmonella typhimurium (strain LT2 /
= SGSC1412 /| ATCC 700720)
g C8MGI5 Exotoxin 15 Staphylococcus aureus A9635
= D3A8N8* YadA-like domain protein (Fragment) | Neisseria subflava NJ9703
© B3WLE9 Putative toxin B Escherichia coli B171
:g Q20198 Enterotoxin A Bacillus cereus
% QIS3N4 Bacillus cereus
© QI1XFK2 Bacillus cereus
o Q1XFK5 Bacillus cereus
2 o QI1XFK6 Bacillus cereus
S 9 QIXFJ6 Bacillus cereus
é ~q=) QI1XFKO Bacillus cereus
5 ¥ QIXFK1 Bacillus cereus
T‘: § Q1XFJ3 Bacillus cereus
oS Q1XFJ2 Bacillus cereus
b4 a QIXFJ1 Bacillus cereus
€T Q1XFJ9 Bacillus cereus
S -g QIXFI9 Bacillus cereus
s 9 QIXFLO Bacillus cereus
E L Q1XFJ4 Bacillus cereus
E’D 3 Q1XFJ5 Bacillus cereus
:T; _‘;_’ Q1XFJ7 Bacillus cereus
‘s ‘8 Q1XFJO Bacillus cereus
© O Q1XFK9 Bacillus cereus
g o Q1XFJ8 Bacillus cereus
zg 8 QI1XFK8 Bacillus cereus
g §, Q9S3N3 Enterotoxin B Bacillus cereus
° g Q1XFH6 Enterotoxin B (Fragment) Bacillus cereus
‘e 9 Q1XFH8 Bacillus cereus
@ E QIXFH7 Bacillus cereus
< QIXFH2 Bacillus cereus
18 Q1XFIO Bacillus cereus
ﬁ Q1XFH5 Bacillus cereus
‘© Q1XFl6 Bacillus cereus
3. Q1XFH4 Bacillus cereus
3 Q1XFIS Bacillus cereus
© QI1XFH3 Bacillus cereus
g D3A1B7* Hep/Hag repeat protein (Fragment) Neisseria subflava NJ9703
= Q1XBU9 Hemolysin B Bacillus cereus
k= Q1XBV2 Hemolysin C Bacillus cereus
3 CAFMC5* Hep/Hag repeat protein Veillonella dispar ATCC 17748
2 CAFMCT7* Hep/Hag repeat protein Veillonella dispar ATCC 17748
Q81306 Non-expressed Enterotoxin C Bacillus cereus (strain ATCC 14579 / DSM
31)

*O nome destas proteinas foi alterado na ferramenta bioinformatica UniprotKB, ou seja, ndo corresponde aos nomes das
proteinas que estao na base de dados Oral Card, versédo de 15-12-2013. No Oral Card, as proteinas com os seguintes

codigos Uniprot D3A1B7 e D3A8NS estdo associadas ao nome “Hemaglutinin family”, enquanto que C4FMC5 e C4AFMC7
ao nome “ Putative uncharacterized protein”.
Duas proteinas estéo indicadas como “putative” (assinaladas com a cor azul), esse termo € usado para proteinas que
exibem limitada similaridade de seauéncia com nroteinas caracterizadas.
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