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Nota prévia

Ao longo deste trabalho irdo ser apresentados termos na lingua Inglesa
cuja traducao nao foi realizada com vista a manutencado do seu significado
original. A classificacdo de proteinas de acordo com um sistema de
classificacdo de ontologias pressupde a sua utilizacdo em lingua Inglesa, por
forma a evitar ambiguidades e perdas de significados do ponto de vista

biolégico (1).
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Resumo

A detecdo de biomarcadores na saliva, proteinas que estdo associadas
a fendtipos de patologias especificas, apresenta-se como uma éarea de

intervencao diagnostica pouco estudada na atualidade.

Foi objetivo deste estudo de acordo com os dados de protedmica/
estudos dirigidos depositados no OralCard referentes a patologias orais e

sistémicas:
- Realizar uma andlise critica dos biomarcadores até agora propostos;

- ldentificar que proteinas podem vir a constituir potenciais novos

biomarcadores.

A organizacdo das proteinas exclusivas e identificadas como estando
presentes e/ou alteradas em doencas orais e sistémicas de acordo com a
ontologia ‘immune system process” e “cell death” foram submetidas a um
estudo de acordo com as suas funcdes biolégicas especificas nestas
ontologias, realizando-se uma andlise tanto aos biomarcadores sugeridos

como a novas propostas de biomarcadores.

Foram sugeridas neste estudo proteinas que apresentam valores de
guantificacdo em saliva e que séo passiveis de serem integradas em estudos
para validacdo de biomarcadores, pois sédo proteinas com significado funcional
em patologias especificas e que contribuem para processos moleculares
alterados subjacentes a cada patologia. Foram também sugeridos novos
estudos de quantificacdo para biomarcadores ja sugeridos e com falta de

dados de quantificacao.

Palavras-chave: Biomarcador, proteoma, OralCard, saliva, analise funcional.
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Abstract

The detection of biomarkers in saliva, proteins that are associated with
specific phenotypes of pathologies, presents itself as an area of diagnostic

intervention without much studies.

Using the proteomic data / directed studies deposited in OralCard on oral

and systemic diseases the primary goals of this study were::
- To conduct a critical analysis of biomarkers already proposed,
- To identify proteins that may prove to be potential new biomarkers.

The organization of the proteins exclusively identified as being present
and / or altered in oral and systemic diseases according to the ontologies
‘immune system process” and “cell death” were submitted to the study of their
specific biological functions in these ontologies, in order to make an analysis of

both previously suggested biomarkers and biomarkers to be proposed.

This study allowed to suggest proteins which contain regulation values
in Whole Saliva and which are likely to become part of biomarker validation’s
studies, because they have functional meaning in specific pathologies and
contribute to a better characterization of the underlying molecular processes for
each pathology. This study also allowed the suggestion of more regulation

studies for the previously suggested biomarkers without regulation data.

Key-words: Biomarker, proteome, OralCard, saliva, functional analysis.
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1. Introducao e enquadramento teorico

1.1. A cavidade oral e o proteoma salivar

A cavidade oral, como ecossistema complexo que €, combina varios
fatores que se encontram interligados, sendo que nestes esta integrado todo o
universo de proteinas presentes no contetudo salivar. A compreensdo da
biologia oral é dependente da integracdo dos estudos de protedmica numa
base de dados e sua consequente interpretacdo. A inexisténcia de tal
ferramenta suscitou a necessidade de criar a base de dados OralOma, que
compila as proteinas referidas em estudos de protedmica salivar em individuos
saudaveis e individuos com patologias orais e/ou sistémicas. Sendo que, na
Ultima década o desenvolvimento das mais variadas técnicas de protedémica
permitiu o0 desenvolvimento exponencial do repositorio de estudos que
envolvem identificacéo de proteinas em amostras salivares, tanto em amostras
salivares de individuos saudaveis como em amostras de individuos

representativos de determinadas condi¢des patologicas orais e/ou sistémicas

).

Tendo em conta a necessidade de facilitar a comunidade cientifica o
acesso a estudos de protedmica na saliva, uma tarefa que se torna bastante
morosa devido a falta de ferramentas que compilem todas as informacdes de
interesse relativamente a este tipo de estudos na saliva, tornou-se imperativa
a necessidade de converter a base de dados OralOma numa plataforma que
permitisse 0 acesso a informagédo de protedmica contida na base de dados,
permitindo oferecer a comunidade cientifica uma ferramenta base para o
entendimento dos processos fisiologicos e patologicos da cavidade oral,
tornando-os alvos de investigacdo para a identificacdo de biomarcadores tanto
para doengas orais como sistémicas. Assim surgiu o OralCard, uma ferramenta
online que permite 0 acesso as informagdes contidas na base de dados
OralOma (3).



1.2. A saliva como secrecdao ativa glandular

7

A saliva é constituida ativamente pela juncdo das secrecfes das
glandulas salivar major (parétida, submandibular e sublingual) e das glandulas
salivar minor distribuidas em grande nimero na mucosa oral. Porém, a saliva
€ também constituida por constituintes do fluido crevicular, produtos de
atividade bacteriana e células descamadas do epitélio oral. A secrecao salivar
por parte das glandulas salivares é altamente variavel e dependente de fatores
como a sua estimulacdo, grau de estimulacdo e até mesmo dependente da

altura do dia em que se da secrecéo, se de dia ou de noite (4).

mSubmandibular mPar6tida mMinor mSublingual

Figura 1 — Gréfico ilustrativo da contribuicdo das diferentes glandulas em termos de proteinas

presentes na saliva e provenientes de secrec¢do glandular salivar adaptado de (5).

E também importante referir que as proteinas salivares estdo
representadas por quatro grandes grupos de proteinas que sdo as proteinas
ricas em prolina, as estaterinas, as cistatinas e as histatinas. (Figura 2) (6).
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Figura 2 — Gréfico ilustrativo dos grupos proteicos presentes na saliva de Homo sapiens adaptado
de (6).

A producdo diéria de saliva ronda os 500 a 1500mL, sendo que diversas
condicdes fisiopatologicas podem modificar a producdo de saliva tanto
guantitativamente como qualitativamente. As glandulas produtoras de saliva,
constituidas por células epiteliais especializadas secretoras (células acinares),
gue formam conjuntos denominados acinos, produzem um fluido que contém

agua, eletrolitos, secrecdo mucosa e proteinas (5, 7).

Cerca de 80% das proteinas secretadas para a saliva pelas glandulas
salivares tém origem nas células acinares sendo que 20% tém origem na
secrec¢ao proveniente das células dos ductos. Porém, a saliva que é recolhida
do meio oral, designada de Whole Saliva, ndo é apenas constituida pela soma
do conteldo das secre¢fes das glandulas salivares mas também por outros
constituintes do ambiente oral que se juntam a essas secre¢des como ja foi
referido, como células resultantes da descamacéo epitelial oral, produtos
microbianos ou outras proteinas que também estdo presentes no sangue e que
por difuséo, filtracéo ou transporte ativo encontraram o seu caminho até chegar
a saliva possibilitando assim a sua recolha através da saliva. No entanto ha



gue referir que das proteinas que possam estar presentes na secrecao salivar
de uma glandula, ndo sejam encontradas na Whole Saliva devido a, por
exemplo, atividade enzimatica de degradacdo dessas mesmas proteinas.
Pode-se entdo dizer que a recolha de saliva como fluido de diagndstico se
pode dar tanto ao nivel das glandulas de um modo individual ou através da

recolha da saliva presente no meio oral, ou Whole Saliva (8, 9).

Em suma, pode-se afirmar que as secre¢cfes das glandulas salivares
major perfazem cerca de 90% das proteinas enddgenas, sendo que 0S
restantes 10% de proteinas enddgenas correspondem a secrecdo das
glandulas salivares minor, fluido crevicular, lingua e mucosa oral. Ao aliar as
proteinas endbgenas as proteinas exogenas (produzidas pelos
microrganismos em meio oral), obtemos o universo total de proteinas

presentes em saliva ou Whole Saliva (3).

1.3. A funcdo fisiolégica salivar

O papel bésico, conhecido, da saliva consiste tanto na protecdo como
na manutencédo da por¢ao superior do trato digestivo, através de funcées como
a da lubrificacdo, mecanismo de tampao, atividade antibacteriana e antiviral,
manutencao da integridade da mucosa e pecas dentarias assim como papel
no paladar e digestéo (6, 10). No entanto, pouco se sabe acerca do papel que
desempenham os muitos milhares de proteinas humanas e microbianas que

nela podemos encontrar.

1.4. A saliva como fluido de diagndstico

A saliva como meio de diagnéstico toma particular importancia tendo em
conta a facilidade e rapidez na colheita para diagnéstico, o seu carater nao-
invasivo e a presenca de inumeras proteinas que podem ter valor em
diagndstico (5, 11). O risco de contracéo de infe¢des atraves da colheita salivar
€ minimo, sendo que este tipo de colheita apresenta vantagens em situagdes
clinicas particulares verificadas em criangas pouco colaborantes ou pacientes
inimputaveis, demonstrando-se uma alternativa viavel a colheita sanguinea,

tendo em conta que grande parte das proteinas encontradas no sangue,



atraveés de diferentes meios de transporte, encontram passagem para 0 meio
salivar (5, 12).

1.5. A importancia de diagnoésticos salivares dirigidos

No entanto, tendo em conta a grande variabilidade de processos de
degradacao e modificacao de proteinas que pode ocorrer no meio oral, temos
a limitacdo de utilizar a saliva como meio de diagndstico direcionado a
perguntas concretas, como por exemplo, a presenca de uma determinada
proteina que nos possa remeter para uma determinada patologia, ao invés da
devolucédo do estado geral de saude do individuo (8). Deste modo, torna-se
relevante focar a atencéo para proteinas que se encontram na saliva e que
podem estar associadas a fen6tipos de patologia, sendo que o estudo dessas
mesmas proteinas se demonstra relevante para a determinacdo do seu

potencial no diagndstico especifico da patologia (11).

1.5.1. Diagnostico salivar em doencas locais e sistémicas

Historicamente, o diagndstico de patologias realiza-se a partir da revisédo
da historia clinica, dos sintomas relatados pelo paciente, através do exame
clinico, com recurso a exames auxiliares de diagnéstico tais como recolhas de
sangue ou urina, de modo a comprovar o estabelecimento de patologia.
Atualmente, e de um modo geral apenas se recorre a recolha de amostras
orais caso haja evidéncia de patologia oral, no entanto cada vez mais se torna
relevante a recolha de amostras orais, nomeadamente a saliva que tem vindo
a ser citada na bibliografia como um método de diagndstico fiavel para

patologias sistémicas (13).

1.6. Biomarcadores na saliva

Um grande numero de biomarcadores pode ser identificado na saliva,
desde metais pesados a proteinas (14). Sendo que, ultimamente a andlise de
“proteinas chave” ou biomarcadores proteicos que permitam o diagnostico de
determinadas patologias tem vindo a despertar cada vez mais a atencao da

comunidade cientifica. O estudo da proteOmica salivar tem a potencialidade de



permitir a identificacdo de proteinas especificas para a doenca sendo que a
caracterizacao destas proteinas do ponto de vista fisiopatolégico permite obter
informacdo sobre o estabelecimento, progressao e progndéstico da patologia
(11).

1.7. Resposta imune e proteinas salivares

A resposta imune, um processo bioldgico inerente a patologias tédo
diversas como infecdes, traumas, doencas do foro asmético, cancro, diabetes,
periodontites, sindrome de Sjogren, todas comportam mecanismos da
resposta imunoldgica. Esta resposta imune ao stress biolégico desencadeia
inUmeras cascatas de eventos mediadas por um variado nimero de células
especificas da resposta imune, desde macréfagos, dendriticas, linfocitos T, B

e células natural killer.

Envolvidas na resposta imune estdo também identificadas moléculas
caracteristicas designadas por citocinas. A associacdo entre as células
caracteristicas da resposta imune aliadas as proteinas de resposta imune
confere ao processo bioldgico da resposta imunolégica a capacidade de
identificar possiveis patogénicos, tecido sob stress ou danificado e recrutar por
sua vez outras células e moléculas que eliminam os agentes agressores e

possibilitam o restabelecimento do equilibrio do organismo (15).

E importante referir que a acdo tanto da resposta imune como das suas
proteinas, despoleta inGmeros processos na fisiopatologia das doencas que
induzem alteracfes nas quantidades das proteinas encontradas em saude,
pelo que as alteracdes dessas proteinas em doenca sdo passiveis de ser
identificadas e quantificadas em saliva, pois tendo em conta e como ja foi

referido a capacidade destas proteinas conseguirem atingir o meio salivar.

1.8. Biologia de sistemas e proteinas salivares

A biologia de sistemas é definida como uma abordagem global de dados
biolégicos nas suas diversas escalas de organizacdo de modo a caracterizar

sistemas ou processos bioldgicos especificos no qual se insere a resposta



imune, com o objetivo primordial de encontrar assinaturas moleculares que

possibilitem o diagnéstico (16).

1.9. Ferramentas bioinformaticas

As ferramentas bioinformaticas sédo instrumentos que permitem a
analise integrada de dados produzidos em grande escala e que se encontram
armazenados em multiplas bases de dados. A base concetual para o
entendimento da biologia do sistema pressupde a capacidade instrumental de
integrar toda a informacéo existente por forma a ser possivel retirar significado

biologico a partir da evidéncia existente.

O OralCard, como ja foi referido, € uma ferramenta bioinformatica que
possibilita aceder aos estudos de protedmica e de estudos dirigidos que foram
selecionados da literatura e depositados numa base de dados restrita a

estudos na saliva, o OralOma (2, 3).

Os dados obtidos através do OralCard podem ser entdo utilizados na
ferramenta bioinformatica AgBase que disponibiliza varios recursos que
facilitam a manipulacdo e gestdo de dados de gendmica e de anotacdes
estruturais e funcionais de genomas de diversos animais, plantas, bactérias e

parasitas (17).






2. Objetivos

Através do estudo in silico dos dados de proteémica e de estudos
dirigidos que atualmente estédo disponiveis no OralCard este estudo pretende

alcancar os seguintes objetivos:

- Analisar e selecionar as patologias presentes no OralCard com
proteinas quantificadas e identificar as proteinas destas patologias como

estando presentes e alteradas na saliva;

- Analisar e selecionar as proteinas identificadas das patologias
como estando presentes apenas numa patologia, ou seja, selecionar as

proteinas exclusivas de cada patologia;

- Classificar as proteinas exclusivas de acordo com o codigo de
ontologias selecionando apenas as proteinas exclusivas presentes em

ontologias de interesse;

- Rever a literatura referente as proteinas selecionadas de modo a

se proceder a caracterizacdo funcional dessas mesmas proteinas nas

ontologias de interesse;

- Revisdo e proposta das proteinas que de acordo com a sua
funcdo e os dados de quantificacdo na patologia, melhor cumprem os

requisitos para estudos de validacdo como biomarcadores salivares.






3. Materiais e métodos

No sentido de melhor elucidar a metodologia seguida para a consulta e
integracdo da informacdo depositada no OralCard é apresentada no

fluxograma da figura 3 a estratégia seguida (Figura 3):

E—

=
CHESE

—
E

Figura 3 — Fluxograma da metodologia seguida neste trabalho.
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3.1. Catalogacgéao das Proteinas ldentificadas em cada

patologia

A base de dados OralOma (2) atualizada a 15 de Dezembro de 2013,
permitiu a identificacdo das proteinas presentes em cada patologia. Para
consulta da base de dados recorreu-se a ferramenta bioinformética OralCard
(http://bicinformatics.ua.pt/OralCard/) (3).

3.1.1. Proteinas identificadas recolhidas em Whole Saliva

Uma vez que o interesse estava apenas nas proteinas identificadas na
saliva utilizou-se o software informatico Microsoft Office Excel 2013 que por
aplicacao do filtro para proteinas provenientes de Whole Saliva permitiu listar

todas as proteinas ja identificadas na saliva (Figura 4).

D E F 5 H
voro . [ P2r¢2 ['swic .| minc .| Yhole
E.L Crdenarde &a Z
_‘:..L OrdenardeZa A
Ordenar por Cor b

¥ Limpar Filtro De "Whole Saliva'

Filtrar por Cor 3
Filtros de Texto k
Procurar Jaol
v -] (Selecionar Tudo)
&[] [Em branco)

Figura 4 — Metodologia para selegao das proteinas com recolha na “Whole Saliva”, foi desmarcado
o visto na opgao “(Em branco)” de modo a serem mostradas apenas as patologias com recolha

na saliva.
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3.1.2. Selecéo das proteinas de Homo sapiens

Uma vez que o OralCard também contém a informacéo correspondente
as proteinas do microbioma oral procedeu-se a selecdo por filtragem das
proteinas provenientes da espécie Homo sapiens (Figura 5).

A B C D
UniPr~*
1 |KBAC ™
2| OrdenardeAaZ

|Hame - |Dlgani5m = | Paro! . |IIE:
El Ordenarde Za A

Ordenar por Cor 3

Filtros de Texto 3

Horo sapiens X

Iil [Selecionar Todos os Resultados da P
(] Adicionar selegdo atual ao filtro
i..[v] Homo sapiens (Human)

Figura 5 — Metodologia para selegdo das proteinas com recolha na “Whole Saliva” na espécie
Homo sapiens removendo-se a selecdo de todas as espécies restantes.

3.1.3. Selecéo das patologias com dados de quantificacao

Como o interesse era selecionar as patologias que possuem proteinas
com dados de quantificacdo de modo a estudar as respetivas proteinas que
estdo identificadas no OralCard, foram selecionadas para estudo apenas as
patologias, com base no seu codigo MesH que cumprissem 0 requisito
mencionado (Figura 6).
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Dizsease Dizease .
Health | oy0n 10y | (MesH iy |RegUlation

r - - -1 .
7l Ordenar do Mais Pequeno ac Maior
a4 Ordenar do Maior ao Mais Pequeno
Ordenar por Cor 3
¥ Limpar Filtro De "Regulation”
Filtrar por Cor k

Filtros Muméricos 3

Procurar ya
AN - ~
BERRE
1,4
T
~A*1,9 b
(v *2,4
41
~[#A*5,8
e
~[_] (Em branco)

K Cancelar

Figura 6 — Metodologia para selecionar as patologias que apresentam proteinas com
guantificacdo. Nesta imagem apenas esta representada uma porcédo das quantificagcdes que na
realidade foram selecionadas. Remogado de “(Em branco)” de modo a remover deste estudo

patologias que ndo possuem proteinas com dados de quantificagao.

3.2. Proteinas Exclusivas de cada patologia

De modo a ser possivel selecionar as proteinas a serem discutidas em
cada patologia, procedeu-se a selecdo das proteinas exclusivas para cada
patologia, ou seja, para cada patologia foram selecionadas apenas as
proteinas que n&o foram identificadas noutras patologias, de acordo com a
base de dados OralOma. Listaram-se os coédigos UniProtKkBAC (18) das

proteinas identificadas em cada patologia.
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3.2.1. Representacdo grafica das proteinas exclusivas de

cada patologia

Com o objetivo de facilitar a selecéo e a importagéo da lista dos cédigos
das proteinas com interesse (proteinas exclusivas) recorreu-se a ferramenta

Venny (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html) (19).

Esta ferramenta permitiu gerar graficos circulares de Venn usando os
coédigos UniProtKkBAC correspondente as proteinas exclusivas de cada
patologia. Como resultado foi possivel agrupar todas as proteinas da patologia
numa caixa e as proteinas de todo o OralOma identificadas em Whole Saliva
proveniente de Homo sapiens noutra caixa. E importante referir que ao
OralOma introduzido na segunda caixa foram retiradas as proteinas da
patologia que estdo na primeira caixa e todas as proteinas que estao
associadas apenas a saude, ou seja, que ndo tém associacao a doenca. Desta
forma, o grafico de Venn permitiu o cruzamento dos codigos de todas as
proteinas de todas as patologias descritas no OralOma com a doenca em
estudo. A figura 7 demonstra a construcdo deste tipo de graficos para a
patologia Breast Neoplasm (MesH ID 68001943). Idéntico procedimento foi

aplicado a todas as patologias.

Apés a identificacdo das proteinas exclusivas de cada patologia foi
possivel construir tabelas resumo do OralOma para cada uma delas. Estas
tabelas sdo extratos menores do OralOma em Whole Saliva proveniente de
Homo sapiens, obtido anteriormente. Estas tabelas individualizadas e com as
proteinas exclusivas de cada patologia possibilitaram tanto uma leitura como

um acesso facilitado aos atributos de cada proteina nas patologias em estudo.

A unido destas tabelas possibilitou catalogar todas as proteinas
exclusivas de cada patologia e que possuem proteinas com quantificacédo de

acordo com o OralOma em Whole Saliva proveniente de Homo sapiens.
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Figura 7 — Metodologia para selecionar as proteinas exclusivas em Breast Neoplasm (MesH ID
68001943). E possivel verificar a presenca de dois gréaficos circulares cruzados, sendo que 0
grafico aazul possui a contagem de proteinas exclusivas de Breast Neoplasm (MesH ID 68001943)
e o grafico aamarelo a contagem de proteinas no OralOma em Whole Saliva proveniente de Homo
sapiens. No cruzamento dos dois graficos visualiza-se a contagem de proteinas em comum aos
dois grupos. Na caixa inferior encontra-se a lista de proteinas exclusivas de Breast Neoplasm
(MesH ID 68001943).

3.3. Classificacao das proteinas por Ontologias Génicas
(GO’s)

De modo a organizar as proteinas de cada patologia com vista a sua
analise funcional, foi necessario obter as ontologias génicas de cada uma das
proteinas exclusivas. Posteriormente foram escolhidas as ontologias génicas
de processos biolégicos que descrevem funcdes especificas para cada
patologia.
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3.3.1. Ontologias génicas derivadas do AgBase

O recurso a ferramenta AgBase (http://www.AgBase.msstate.edu/) (17,
20, 21) que nos permite obter as ontologias génicas Parent das proteinas e
respetivas ontologias derivadas, designadas por ontologias Child, que
dependendo do tipo de ontologia Parent da qual derivam, podem ser ontologias
de funcdes bioldgicas em processos biologicos especificos, sendo que a sua
recolha facilita a analise funcional e consequente interpretacdo funcional de
cada proteina (22). Todas as proteinas exclusivas anteriormente selecionadas
foram juntas numa Unica coluna de um livro do Microsoft Excel. Este livro foi
entdo guardado como formato de Texto (MS-DOS) o que possibilita a sua

utilizacao na ferramenta AgBase.

3.3.1.1. Ferramenta GORetriever

Aquando da entrada no sitio da internet do AgBase, selecionou-se a
opcao GORetriever no separador TOOLS, sendo que esta ferramenta nos
permite recolher todas as anotacfes de ontologias génicas associadas as
proteinas a serem introduzidas (Figura 8). Dentro desta ferramenta selecionou-
se no campo “Select Accession Type” a opcéo “UniProt Acession”, tendo em
conta que o ficheiro com formato de Texto (MS-DOS) possui as entradas de
proteinas de acordo com anotacao UniProtKBAC (18), e fez-se o upload do

ficheiro de Texto (MS-DOS) para a ferramenta o analisar (Figura 9).

Assim que a ferramenta GORetriever processou as proteinas
introduzidas, selecionou-se a opg¢ao “GO Summary file (for use in GOSIlim
Viewer)” que forneceu um ficheiro de Texto no formato (MS-DOS) com as
anotacbes das ontologias génicas associadas a cada uma das proteinas

introduzidas para posterior utilizacdo na ferramenta GOSIlim Viewer (Figura 10).
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_;A&gBaSe [Version: 2.00] ' UNIVEISITN

AgBase is a curated resource for
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@ and animal gene products including

Gene Ontology annotations.

HOME | SEARCHES | ToOLS ANIMALS |

Tools Overview
CoProsie: AgBase Search

formation click here, For help using this tool click here,
Select Database: | All AgBase Databases and GO v
Browse By: | »Select name type ¥
GOanna2ga Enter Multiple Queries (new line separated)
GOSlimViewer
‘GOSlimAuto
GAIGEO
p Bird Base
GOModeler
P~ .
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crpilE | Seach | | Reset J -
ianimal
‘GO Annotation
Quality (GAQ)

Score \¢Base using BLAST

Chicken Gene Nomenclatura

HPIDB

Host-Pathogen Interaction
Database

Figura 8 — Selegdao da ferramenta “GORetriever” na pagina inicial do AgBase no separador
“TOOLS”.

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

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

Select Accession Type*: | UniProt Accession v

File to Upload**

(Please upload a plain text file):;§ Escolher ficheiro fNenhum ficheiro selecionado

Type of Evidence to Return:
Check all/lUncheck all

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

Computational Analysis Evidence Codes(IGC,IBA,IBD,IKR, IRD,IS8,I50,I54 ISM,RCA)
Author Statement Evidence Codes(TAS,NAS)

Curator Statement Evidence Codes(IC,ND)

Automatically-assigned Evidence Codes(IEA)

LI VA Y VO YR A Y

Obsolete Evidence Codes(NR)
7 LXP # IBA ¥ IBD & IC 7 IDA
7 IFA # IEP ¥ IGC < IGI 7 IKR
¥ IMP # IPT ¥ IRD # ISA 7 ISM
¥ IS0 ¥ IS5 ¥ NAS ¥ ND ¥ NR
¥ RCA @ TAS

| Search | | Reset |

Figura 9 — “Accession Type” selecionado como “UniProt Accession” e selecdo do botdo
“Escolher ficheiro” de modo a fazer upload do ficheiro de texto possui as entradas de proteinas

de acordo com anotagdo UniProtKBAC.
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A\\UBase [Version: 2.00] UNIVERSITY
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¢
)

Gene Onrology annorations.

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

GORetriever Results

Number of Input IDs: 563

Input filename: UniProts_ALL_Ex.txt
Evidence Codes to return: IC,IDA,IEA IEP,IGIIMP,IPLISS,NAS,ND,RCA, TAS,NR,EXP,ISO,ISA,ISM,IGC,IBA,IBD,IKR,IMR,IRD

View GO annotation file in tab-delimited format(can be opened in Excel)

View JD List swithout CO annotation
GO Summary file (for use in GOSlimViewer)

Figura 10 — Pagina de resultados da ferramenta GORetriever com selegdo da opgao “GO Summary
file (for use in GOSIlim Viewer)” que fornece um ficheiro de texto (MS-DOS) para utilizacdo na

ferramenta GOSIlim Viewer.

3.3.1.2. Ferramenta GOSlimViewer

Apés se ter guardado o respetivo ficheiro de texto (MS-DOS), recorreu-
se entdo a ferramenta GOSIlim Viewer, ferramenta esta que permite obter um
resumo de nivel elevado (GOSIim) das funcbes das proteinas de interesse,
funcdes estas que sdo retiradas a partir das anotacdes das ontologias génicas
de cada proteina provenientes da ferramenta GORetriever. Para aceder a esta
ferramenta, € necessario voltar a péagina inicial do sitio do AgBase e no
separador “TOOLS” escolher a opgao “GOSlimViewer” (Figura 11). Ja na
pagina da ferramenta deve ser feito o upload do ficheiro de texto proveniente
da ferramenta GORetriever no campo “Upload GO Summary File” enquanto no
campo “Select GOSIim Set” se deve colocar a opg¢ao “Generic” (Figura 12). Na
pagina de resultados deve-se selecionar a opgao “View accessions for each
slim id” (Figura 13). Esta opc¢do reencaminha para uma nova péagina que
apresenta em detalhe todas as ontologias génicas das proteinas de interesse
e respetivas ontologias Child (nas quais também se inserem funcdes
especificas das proteinas), sendo entéo selecionada a opgao “View accessions
for each slim id text only” (Figura 14) que permite o download de um ficheiro

de texto (MS-DOS) que contém a mesma informacéo da pagina.
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Figura 11 — Selegdo, na pagina incial do AgBase, da ferramenta GOSIlim Viewer no separador

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

An example of an input file is given here.
he tool click here.
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al for this tool 1
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Delan, W Paul Williams, Dawn S Luthe, Susan M Bridges* and Shane C Burgess®. 2006, AgBase: a funciional genomics resource for

agriculture. BMC Genonacs 2006, 7:22

*Contributes equally

Figura 12 — Upload do ficheiro proveniente de GORetriver e selecdo da opg¢ao “Generic” em

“GOSslim Set”.
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GOSlimViewer Results
To download, right click a file and select Save As

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

View Cellular Component
View Molecular Function

View Biological Process

View accessions for each slim id

Figura 13 — P4gina de resultados da ferramenta GOSlimViewer em que se fez a selecdo da opgéo

“View accessions for each slim id”.

GOSlimViewer accession detail for each slim id

I View accessions for each slim id text onlzl

Index

1 Cellular Component Accessions
2 Molecular Function Accessions

3 Biological Process Accessions

Cellular Component Accessions Backiotop

Slim id: GO:0000228 nuclear chromosome 8

075367 GO:0001740 Barr body

Q13185 GO:0005720 muclear heterochromatin

075367 GO:0000790 nuclear chromatin

P07305 GO:0000790 ruclear chromatin

P60709 GO:0000790 muclear chromatin

P61978 GO:0000790 nuclear chromatin

075367 GO:0001739 sex chromatin

PO7305 GO:0005719 muclear euchromatin

P16403 GO:0005719 muclear euchromatin

Q13185 GO:0005719 muclear euchromatin

P13010 GO-0000784 muclear chromosome, telomeric region
P13010 GO:0000783 muclear telomere cap complex
Q9H160 GO:0016580 Sin3 complex

Q13185 GO:0031618 muclear centromeric heterochromatin

Figura 14 — Pagina com apresentacdo detalhada das ontologias génicas das proteinas de
interesse e selecdo da opcao “View accessions for each slim id text only” para obtencédo do

ficheiro em formato texto (MS-DOS).
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3.4. Caracterizagdo funcional das proteinas de cada
patologia

Com a obtencéo do ficheiro proveniente dos resultados da ferramenta
GOSlimViewer procedeu-se a metodologia que permite a construcdo das
tabelas funcionais de cada patologia, tabelas estas que permitem a analise de
funcdes especificas, e inseridas em ontologias de interesse, de cada proteina
alterada na patologia respetiva.

3.4.1. Importacéo de ontologias a partir de GOSlimViewer

Inicialmente procedeu-se a importacdo dos dados presentes no ficheiro
de texto (MS-DOS) proveniente da ferramenta GOSlimViewer para uma folha
num livro do Microsoft Excel 2013, obtendo-se assim uma tabela detalhada
com os niveis mais elevados das ontologias génicas das proteinas de interesse
e respetivas ontologias Child, que como ja foi referido anteriormente, podem
ser de funcbes especificas das proteinas dependendo do tipo de ontologia
Parent que derivam (Figura 15-19).
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() Largura fixa - Os campos 3o alinhados em colunas com espagos entre eles.

<> || Iniciar importacdo na linha: | 1 3| Origem da ficheiro: | MS-DOS (PC-8) v

[[] ©s meus dados tém cabegalhos.

1 Préisuslizacdo da ficheirs C:Users\lorge\Desktoplsgoedq1402155362.52p2g bt

. 1|0 TypeSlim GO_IDS1im GO NamelInput AccessionInput GOIDInput GO Name “~
. G0:-0000228: ear chromoso: yme 0" beody

9 3 CE0:-0000228) ear chromnso: meQ131 ear heterochromatin

20 G0:0000228: lear chromosome0753 = ear chromatin

91 B G0:0000228nuclear chromosomeP07305G0:0000790nuclear chromatin W
- < >
22
23 B

Cancelar Concluir
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Figura 15 — Primeiro passo para a importacdo dos dados presentes naficheiro de texto (MS-DOS)
proveniente da ferramenta GOSlimViewer para livro de Microsoft Excel 2013 em que se escolheu
a opcao “Delimitado” para a organizagdo dos dados.
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FICHEIRO =13 INSERIR ESQUEMA DE PAGINA FORMULAS DADQOS REVER VER
[£] Ligages a W Limpar ~ E a
e [a 3 B T 2l LI -
E Propriedades b Reaplicar
APartir APartir Do DeOutras Ligagdes Atualizar ) 7| Ordenar Fillrar Texto para  Pré-Visualizagio de  Remover
do Access daWeb Texto Origens~ | Existentes | tudo -  |ob E€itar Ligagées Teavangadas  colunas Conclusso Automética Duplicados
Obter Dados Externos Ligagdes Ordenar e Filtrar Ferramentas
Al - F
A B C D E F G H | J K L M N
1 1
"
2
3
4
5 Este ecrd permite-Ine definir os delimitadores dos dados. Na pré-visualizacdo abaixo, pode ver como o texto sera afetado.
6 Delimitadares
7 [¥] Tabulacia
3 [ Ponto evirgula [ Considerar delimitadores consecutivos como um s

g [] virgula
1ol [Espage

1 [ outro: l:l

12
13
14
15 [ prévisualizacio dos dados
16
17
13 _Tvpe [Flim GO_ID Flim GO_Name nput_Accession [[nput_GOID [impuc_GO_Name
0000228 fuclear chromosome PTS367 0001740 Barr body

19 0000228 puclear chromosome P13185 0008720 puclear hecerochromatd
20 -0000228 huclesr chromosome PTS367 10000750 fuclear chromstin
0 0000225 fuclesr chromosome FO7305 10000730 fuclesr chromstin

< >
22
23

‘ Cancelar ‘ | « Anterior | I sequinte > | | Conduir |

24

Figura 16 — Segundo passo para aimportagdo dos dados presentes na ficheiro de texto (MS-DOS)
proveniente da ferramenta GOSlimViewer para livro de Microsoft Excel 2013 optando-se por uma

delimitagao por “Tabulagao”.

lezlalHe)  BASE INSERIR ESQUEMA DE PAGINA FORMULAS DADOS REVER VER
’— [£] Ligages 8] W Limpar N =
B L$ (& ! . E& X
K ] Propriedades Y. Reaplicar
APartir  APartir Do DeOutras Ligagdes Atualizar N %l Ordenar  Filtrar Texto para  Pré-Visualizacdo de  Remover
do Access daWeb Texto Origens~ Existentes  tudo -~ [ Editar Ligacges T Avancadas colunas Conclusdo Automética Duplicados d
Obter Dados Externos Ligacdes Ordenar e Filtrar Ferramentas ¢
Al - k]
A B C D E F G H | J K L M N
1 |
"
2
3
4
5 Este ecrd permite-Ihe selecionar cada coluna e definir o formato dos dados.
6 Formato dos dados da coluna
7 ®) Geral ) )
O formato 'Geral' converte valores numeéricos em numeros, valores de datas em datas
g || Oledo & todos s outros valores em texto,
s | o o
10 ) Néo importar coluna (ignorar)
1
12
13
4
15l Prévisualizagio dos dados
16
17 srsl =zl exal eral
18 Elim GO_Name [nput_Accession Input_GOID [Input GO Name [l
uclear chromosome D75367 [0:0001740 Barr body
19 huclesr chromosome R13185 [0:0005720 huclear heterochromati
20 puclear chromosome P75347 [£0:0000750 huclear chromasin
21 puclear chromosome [PO7305 [0:0000750 puclear chromacin v
>
22
2 sinte >
24
ac

Figura 17 — Terceiro passo para a importacédo dos dados presentes na ficheiro de texto (MS-DOS)
proveniente da ferramenta GOSlimViewer para livro de Microsoft Excel 2013.
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legizlied EASE INSERIR ESQUEMA DE PAGINA FORMULAS DADOS REVER VER

P I:‘% I:El D} [b« ||=|_—’:'? [=] Ligagses Al Limpar E’E E‘ qu

. Propriedades Reaplicar o
APartir APatir Do DeOutras  Ligagdes  Atualizar . . il Ordenar  Filtrar Y. Texto para  Pré-Visualizagio de  Remover
do Access daWeb Texto Origens~  Existentes  tudo~ Editar Ligagdes " Avancadas colunas  Cenclusdo Automatica Duplicados «
Obter Dados Externos Ligagdes Ordenar e Filtrar Ferramentas

Al - Fe

A B C D E F G H 1 J K L M N
(N I

"

2
3 X
4
5 Este ecrd permite-lhe selecionar cada coluna e definir o formato dos dados.
6 Formato dos dados da coluna
7 Geral ar -

= O formato 'Geral’ converte valores numéricos em nimeros, valores de datas em datas
8 L QTextos etodos os outros valores em texto.
9 () Data: | DMA v Avancadas..
10 () Ndo importar coluna (ignorar}
1
12
13
14
15 Pré-visualizacdo dos dados
16
17 eral sral ezl =ral aral
18 lim GO_ID Flim GO_Name [nput_Accession [[nput_GOID Tnput_GO_Name ~

:0000228 puclear chromosome Q75367 [FC:0001740 Barr body

19 0000228 puclear chromosome R13185 [FC:0005720 muclear hetercchromati
20 20000228 puclear chromosome D75367 [FC:0000790 puclear chromatin
2 20000228 puclear chromosome PO7305 [FC:0000790 puclear chromatin v

< >
22
23 Cancelar < Anterior Seguinte
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Figura 18 — Quarto passo para a importagdo dos dados presentes na ficheiro de texto (MS-DOS)
proveniente da ferramenta GOSlimViewer para livro de Microsoft Excel 2013.

A B C D E F

1 |GO_Ty; '_Slim_GO_' Slim_GO_Name ~ | Input_Accessi¢ * | Input_GO v |Input_GO_Name
2|c G0:0000228 nuclear chromosome 075367 G0:0001740 Barr body
3|C G0:0000228 nuclear chromosome Q13185 G0:0005720 nuclear heterochromatin
4C G0:0000228 nuclear chromosome 075367 G0:0000730 nuclear chromatin
5 |C G0:0000228 nuclear chromosome PO7305 GO0:0000730 nuclear chromatin
6 |C G0:0000228 nuclear chromosome P60708 G0:0000730 nuclear chromatin
7| GO:0000228 nuclear chromosome P61978 GO0:0000730 nuclear chromatin
8 |C G0:0000228 nuclear chromosome 075367 G0:0001739 sex chromatin
9 |C G0:0000228 nuclear chromosome PO7305 G0:0005719 nuclear euchromatin
0|C G0:0000228 nuclear chromosome P16403 GO0:0005719 nuclear euchromatin
1c G0:0000228 nuclear chromosome Q13185 G0:0005719 nuclear euchromatin
12 |C G0:0000228 nuclear chromosome P13010 G0:0000784 nuclear chromosome, telomeric region
13 |C G0:0000228 nuclear chromosome P13010 G0:0000783 nuclear telomere cap complex
14\C G0:0000228 nuclear chromosome Q9H160 GO0:0016580 Sin3 complex
15|C G0:0000228 nuclear chromosome 013185 G0:0031618 nuclear centromeric heterochromatin
16 |C G0:0005575 cellular_component P02679 G0:0009897 external side of plasma membrane
17 |C G0O:0005575 cellular_component P02786 G0O:0009897 external side of plasma membrane
18 |C G0:0005575 cellular_component P11215 G0:0009897 external side of plasma membrane
19 |C G0:0005575 cellular_component P27797 G0:0009897 external side of plasma membrane
20|C G0:0005575 cellular_component P50895 GO:0009897 external side of plasma membrane
21|C G0:0005575 cellular_component Q16206 G0:0009837 external side of plasma membrane
22|C G0:0005575 cellular_component Qeu028 G0:0009837 external side of plasma membrane
23|C G0:0005575 cellular_component Q8NHLE G0:0009837 external side of plasma membrane
24|C G0:0005575 cellular_component P27824 (G0:0032839 dendrite cytoplasm
25|C G0:0005575 cellular_component P28482 G0:0032839 dendrite cytoplasm
26|C G0:0005575 cellular_component P09104 G0:0043204 perikaryon
27|C G0O:0005575 cellular_component P28482 GO:0043204 perikaryon
28|C G0:0005575 cellular_component Q92875 G0:0045171 intercellular bridge

Folhal [C) ]
PRO

Figura 19 — Porgao da tabela obtida com os niveis mais elevados das ontologias génicas (Parent)
das proteinas de interesse na coluna “Slim_GO_Name” e ontologias génicas derivadas (Child) na
coluna “Input_GO_Name”.

24



3.4.2. Tratamento dos dados provenientes de ontologias

Em seguida, a coluna “Slim_GO_Name”, coluna esta que possui como
ja foi dito anteriormente as ontologias Parent das proteinas de interesse, foi
fitrada de modo a que a tabela mostrasse apenas as ontologias Parent
‘immune system process” e “cell death”. A escolha destas ontologias para a
construcdo das tabelas funcionais baseia-se no fato de estarmos a estudar
proteinas alteradas em patologias, pelo que, a sua atividade ira afetar a
resposta imune a varios niveis, assim como 0s mecanismos que despoletam
na morte celular nas patologias em estudo. A atividade destas proteinas de um
ponto de vista imunolégico podera apresentar um significado no

desenvolvimento e estabelecimento de cada uma destas patologias.

Estas ontologias sdo ontologias pertencentes ao grande grupo
ontoldgico “Biological process (BP)”, sendo um grupo em que todas as suas
ontologias Parent nos fornecem ontologias Child que possuem informacao
relativamente a funcbes e processos bioldgicos especificos relativamente a

cada uma das proteinas (22).

De seguida, foram apenas mantidas na tabela apenas as colunas
“Slim_GO_Name” referente as ontologias Parent “immune system process” e
“cell death”, a coluna “Input_Accession” referente ao cédigo UniProtKBAC de
cada uma das proteinas e a coluna “Input_ GO_Name” referente a ontologia
Child derivada da ontologia principal (Parent) e que possui informacao relativa

a funcao biologica especifica de cada proteina (Figura 20).

E importante referir que esta tabela apresenta entradas repetidas da
mesma proteina, isto deve-se ao fato de algumas proteinas estarem
associadas a ambas as ontologias Parent selecionadas e também porque uma
mesma proteina pode possuir mais do que uma funcéo bioldgica especifica,
pelo que o seu aparecimento em diversas linhas desta tabela € explicado desta

forma.
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A B C

1 |slim_GO_Name J’llnputﬁAccessic ~ | Input_GO_Name -
9319 |immune system process P13500 positive regulation of macrophage chemotaxis
9320 immune system process 014738 osteoclast differentiation
9321 |immune system process P02786 osteoclast differentiation
9322 |immune system process P13671 positive regulation of activation of membrane attack complex
9323 [immune system process 014738 monocyte chemotaxis
5324 immune system process P10147 monocyte chemotaxis
9325 [immune system process P13500 monocyte chemotaxis
9326 |immune system process P17931 monocyte chemotaxis
9327 |immune system process P08571 toll-like receptor 2 signaling pathway
9328 |immune system process POCGAS toll-like receptor 2 signaling pathway
9329 |immune system process P28482 toll-like receptor 2 signaling pathway
9330 |immune system process P61088 toll-like receptor 2 signaling pathway
17229 cell death P62258 intrinsic apoptotic signaling pathway
17230 cell death P99993 intrinsic apoptotic signaling pathway
17231|cell death Q04917 intrinsic apoptotic signaling pathway
17232 cell death 014818 negative regulation of apoptotic process
17233 cell death 095865 negative regulation of apoptotic process
17234 cell death P01033 negative regulation of apoptotic process
17235 cell death P04035 negative regulation of apoptotic process
17236 cell death P04179 negative regulation of apoptotic process
17237 |cell death P0O6731 negative regulation of apoptotic process
17238 cell death P09668 negative regulation of apoptotic process
17239 cell death POCGAS negative regulation of apoptotic process
17240 cell death P13693 negative regulation of apoptotic process
17241 cell death P14174 negative regulation of apoptotic process
17242 cell death P22392 negative regulation of apoptotic process
17243 cell death P25786 negative regulation of apoptotic process

Folhal Folha2 ® [l

PRONTC 861 DE 20647 REGISTOS ENCONTRADOS EH

Figura 20 — Porgao da tabela filtrada em “Slim_GO_Name” para “immune system process” e “cell
death” e com apresentacdo apenas das colunas “Slim_GO_Name” (ontologia Parent),
“Input_Accession” (codigo UniProtKBAC da proteina) e “Input_GO_Name” (ontologia Child com
funcao biologica especifica da proteina).

Com vista o tratamento dos dados obtidos da tabela anterior de modo a
ser possivel construir as tabelas funcionais de cada patologia, foram criadas
duas tabelas dindmicas com os dados desta tabela, uma para “immune system
process” e outra para “cell death” em que do lado esquerdo se encontram 0S
“Input_GO_Name” (ontologias Child com funcdes bioldgicas especificas das
proteinas) e a frente de cada uma o “Input_Accession”, ou seja, a proteina
correspondente a essa mesma fungéo. O processo sera exemplificado com a
metodologia tomada para “immune system process”, tendo sido seguida a

mesma metodologia para “cell death” (Figura 21).

O objetivo da construcdo de ambas as tabelas dinamicas foi o de
organizar a tabela anterior de modo a que todas as proteinas pertencentes a
uma mesma ontologia Child e intervenientes numa mesma funcéo bioldgica
especifica ficassem corretamente organizadas por grupos de ontologias Child
na coluna “Input_GO_Name”, juntando-se portanto todas as ontologias Child

NO Mesmo grupo.
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2

3 |

4 |Input_GO_Name ~ | Input_Accession |~
5 | =activated T cell proliferation P11215
6 |=adaptive immune response P0O9668
7 adaptive immune response P25774
2 |=antibacterial humoral response P12724
9 antibacterial humoral response P12838
10 | =antigen processing and presentation P09668
antigen processing and presentation P25774
12 | antigen processing and presentation P28062
antigen processing and presentation Q92930
14 | ='antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via MHC class 1 QIaNzZo3
15 | ='antigen processing and presentation of exogenous antigen Q06323
16 | ='antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | 014818
antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P04839
18| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | POCG48
19| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P14598
20| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P25774
21| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P25736
22| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P25787
23| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P25738
24| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P25789
25| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P27797
26 | antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P28062
27| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P28066
28| antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | P49720
Folhal | Folha8 | Folhaé *® [l
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Figura 21 — Porc¢ao da tabela dindmica para “immune system process” com apresentagdo das
ontologias Child / fungdes bioldgicas especificas (“Input_GO_Name”) organizadas por grupos e

as proteinas correspondentes (“Input_Accession”).

No entanto e com vista a construcdo das tabelas funcionais foi de
interesse a construcdo de uma nova tabela ao lado da tabela dindmica, esta
nova tabela permitiu ter grupos organizados com as mesmas ontologias Child
repetidas e cada uma delas com uma proteina associada, eliminar as
repeticdes das ontologias Child e organizar a frente de cada ontologia todas
as proteinas intervenientes nessa mesma ontologia, ou seja, fungéo biolégica
especifica. De modo a obter essa tabela colocou-se a ontologia “immune
system process” em primeiro lugar e na mesma linha foram coladas todas as
proteinas correspondentes a “immune system process” presentes na tabela da
figura 21, este passo permitiu mais tarde identificar quais as proteinas
intervenientes em ambas as ontologias Parent “immune system process” e “cell
death” e quais as que intervém em apenas uma destas ontologias.
Posteriormente e sob a ontologia “immune system process” foram copiados
todos os “Input_GO_Name” da tabela dindmica para a nova folha, e usou-se a

funcdo “Remover Duplicados” do Microsoft Excel 2013 (Figura 22).
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leglaliled BASE INSERIR ESQUEMA DE PAGINA FORMULAS DADOS REVER VER

e By B s @Y e B |BE

APartir APartir Do DeOutras Ligagbes Atualizar il Ordenar  Filtrar . Texto para  Pré-Visualizagdo de | Remover || Validi
do Access daWeb Texto Origens~  Existentes  tudo - T Avangadas colunas  Conclusio Automatica Puplicados)de Da
Obter Dados Externos LigacBes QOrdenar e Filtrar Ferramentas de Da

B2 - Je
A B C D E 3
1 |immune system process P11215 P09668 P25774 | P12724 P128:

2 |activated T cell proliferation 1
adaptive immune response

antibacterial humoral response

antigen processing and presentation

antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via MHC class |

antigen processing and presentation of exogenous antigen

antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class |

antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class |, TAP-dependent
antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class |, TAP-independent
antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class Il

antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class |

3 B cell receptor signaling pathway

cellular extravasation

Wt oo e w

=

cellular response to interferon-gamma
complement activation

complement activation, alternative pathway
complement activation, classical pathway
complement activation, lectin pathway

O ofe = oo B W ra

Figura 22 — Porcéo databelacom a ontologia “immune system process” naprimeira célula e todas
as proteinas dessa ontologia Parent na mesma linha. As ontologias Child / fun¢des bioldgicas
especificas ndo repetidas encontram-se imediatamente abaixo.

De modo a ser possivel o preenchimento da presente folha, foi
necessario recorrer a formula do tipo:

“=SE(DESLOCAMENTO($A$3;CORRESP($J2;$A$5:$A$3000:0)+

COL(A1);0)=$J2;DESLOCAMENTO($A$3; CORRESP($J2;$A$5:$A$3000;0)+
COL(AL):1);"y"

Cuja funcao respetiva € ir recolher a tabela dindmica todas as proteinas
intervenientes nas ontologias Child / funcdes biologicas especificas “X”
repetidas e coloca-las imediatamente a frente dessa mesma ontologia Child
ndo repetida na presente folha. A fungéo foi expandida para todas as células
desta folha de modo a permitir o seu correto preenchimento (Figura 23), sendo

que todo este procedimento foi realizado em paralelo para a ontologia “cell
death”.
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J K L M N Q P

1 |immune system process P11215 P09668 P25774 P12724 P12838 P09668
2 |activated T cell proliferation P11215

3 |adaptive immune response P0S668  P25774

4 | antibacterial humoral response P12724 P12838

5 |antigen processing and presentation PO9668  P25774  P28062 Q92930

G |antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via MHC class | Q9NZ08

7 |antigen processing and presentation of exogenous antigen Q06323

& |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class | 014818 P04839 POCG48 P14598 P25774 P25786

& |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class I, TAP-dependent 014818 P04839 POCG48 P14598 P25786  P25787
10 |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class |, TAP-independent  P25774

11 |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class Il P25774  P27824 Q00610 Q10567 Q13409

12 |antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class | 014818 P04839 POCG48 P14598 P25774  P25786

13 | B cell receptor signaling pathway P28482 P41218

14 |cellular extravasation P11215

15 cellular response to interferon-gamma 043293 P10147 P13500

16 complement activation Q00602 O75636 P0OO736 PO1031  PO1609  PO1613

17 |complement activation, alternative pathway P01031 P02748 PO7357 PO7358 PO7360  P08603

18 pl activation, classical pathway POO736 PO1031 PO160S  PO1613  PO1617  PO1625

19 |complement activation, lectin pathway 000602  O75636

20 |defense response to virus Q12906 Q70J99 QOBNHLE

21 dendritic cell differentiation QBNHLE

2z |eosinophil chemotaxis P10147 P17931

23 |eosinophil degranulation P10147

24 |erythrocyte differentiation P14317

25 |erythrocyte maturation P01033  P11413

26 |Fc receptor mediated inhibitory signaling pathway QBNHLE

27 |Fc-epsilon receptor signaling pathway P01116 PO1609 PO1613 PO1617 PO1625 PO1700

28 |Fc-gamma receptor signaling pathway invelved in phagocytosis 015511 PO160S PO1613 PO1617 PO1625  POL700
Folhal Folha6 Folha8 -"-i-- [

Figura 23 — Porgcdo da tabela da ontologia “immune system process” e func¢des bioldgicas
especificas / ontologias Child de si derivadas com todas as proteinas relacionadas imediatamente
a frente na mesma linha.

Apoés a construcdo de ambas as tabelas para as duas ontologias de
interesse, juntaram-se ambas as tabelas, coladas apenas com valores nas
células (excluindo assim as férmulas nelas inseridas), colocando-se a tabela
de “cell death” imediatamente abaixo da ultima célula de “immune system

process”.

3.4.3. Obtencéao de atributos para as proteinas exclusivas

Entretanto, e de modo a ser possivel o preenchimento das tabelas
funcionais para cada patologia, procedeu-se a recolha dos atributos relevantes
das proteinas exclusivas. Para isso, retornou-se ao OralOma em Whole Saliva
proveniente de Homo sapiens, e eliminou-se todas as colunas com atributos
do OralOma a excecao das colunas com atributos de interesse para a
construgédo das tabelas funcionais, sendo elas a coluna “UniProtKBAC” que
possui 0s codigos das proteinas), a coluna “Name” com o nome da proteina
de acordo com o seu codigo UniProtKBAC, a coluna “Regulation” com
informacdo relativa a quantificacdo da proteina e indicativa na sua alteracao

em doenca comparativamente a saude, e coluna “Biomarker” que contém
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informacéo relativamente as proteinas que ja apresentam sugestdo como

biomarcador de acordo com a literatura.

Estas colunas foram sujeitas a aplicacdo de filtros avancados do
Microsoft Excel 2013 de modo a apresentarem apenas 0s atributos de
interesse das proteinas exclusivas das patologias em estudo. Obteve-se com
base nesta tabela uma tabela dinamica que permitiu calcular as médias das
“‘Regulation” de proteinas com entradas repetidas devido a diferentes valores
de “Regulation” referenciados na literatura e registados no OralOma. (Figura
24-25).

A B C D E F G H | J L M
LTS Name ‘Regulation Biomarker LA - R . R

1 [AC AC Exclusivas identificadas todas as patologias
2 ADM5G3  Rheumatoi B3EWG3

3 ADM5GS  Rheumatoi 000515

4 A1XBS5  Protein FAL -91,53 014638

3 AZJIM4  Rheumatoi 014374

o AZIING Rheumatoi 015231

7 AZRTYE  Inter-alpha 3,20 POO709

8 ABMUUB  Macrophag PO1116

9 ABMUUB  Macrophag PO1762

10 ABNCD1  Triparite m  -1.23 PO2656

11 ABNJ1G Putative \V-¢ PO2753

12 ABNJ1G Putative v-=  -1,01 PO5114

13 ABNNF4  Zincfinger POG309

14 AGOLE4  Ankyrin rep POSTTI

15 ABKZUD  Alpha-2-mz P10619

16 ABKZUD  Alpha-2-m: P12532

17 ABKZUD  Alpha-2-mz P13646

18 ABK2UD  Alpha-2-mz -1,06 P13647

19 ABMQCY  Calcium-ac P16083

20 [ABMQCY  Calcium-ac P16549

21 |ABTXT0 Caollagen a P17036

22 |B2R&YY  cDMNA, FLJS P17213

23 |[B3EWG3  Protein FAL + P18135

24 |B3EWG4  Protein FAL P19013

25 |B3KSYS  cDMAFLIZ p22307

Figura 24 — Do lado esquerdo visualiza-se por¢do da tabela derivada do OralOma em Whole Saliva
proveniente de Homo sapiens filtrada de modo a mostrar apenas as colunas que possuem 0s
atributos de interesse “UniProtKBAC”, “Name”, “Regulation” e “Biomarker” . Do lado direito,
visualiza-se a por¢éo da tabela com a listagem de todas as proteinas exclusivas das patologias
em estudo e que permitiu aplicar o filtro avangcado do Microsoft Excel 2013 para essas entradas
na tabela do lado esquerdo.
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A B C D F G | J K

Imluame Reqgulation |Biomarker| 5 P adi i i
1 |AC Rétulos de Linha | ~ | Média de Regulation Contagem de Biomarker
2 |ADNSG3  Rheumatoid factor AONSG3

3 |ADN5GS  Rheumatoid factor AONSGS

4 A1XBS5  Protein FAM32A41 -91,53 AIXBS5 -91,5272
5 |AZJIM4  Rheumatoid factor AZJIMA

6 |AZJINGE  Rheumatoid factor AZIING

7 |AZRTYE Inter-alpha (Globul 3,20 A2RTY6 3,2
§ |ABNCD1  Tripartite moti--con -1,23 ABNCDL -1,23
@ |ABMNJ1G Putative V-set and ABNI16 -1,01
10 |ABMNJ16  Putative V-set and -1.01 B3EWG3 #DIV/o!

11 |[B3EWG3  Protein FAM25A + B4DUHS

12 |B4DUHE  cDMWAFLIG0163, h F6KPGS -0,3
13 |[FEKPG5S  AlbuminAlbumin -0,30 Q00299

14 /000299 Chloride intracellu 000391

15 /000299 Chloride intracellu Q00515 -5,6
16 000299 Chloride intracellu Q00560

17 /000299 Chloride intracellu oooe02

18 /000391 Sulthydryl oxidase Q00748 -1,1
191000381 Sulthydryl oxidase Qoo7e4

20 /000381 Sulthydryl oxidase 014638 -2,1
21000515 Ladinin-1 (Lad-1){ -5,60 014745

22000515  Ladinin-1(Lad-1)( 014773

23000515 Ladinin-1 (Lad-1){ 014788

24 /000560 Syntenin-1 (Melant 014818

25000560 Syntenin-1 (Melant 014574 -3.4
26 000560  Syntenin-1 (Melant 015143

27 000602 Ficolin-1 (Collager 015226 -1,01

Figura 25 — Do lado esquerdo visualiza-se a porgdo da tabela derivada do OralOma em Whole
Saliva proveniente de Homo sapiens ja filtrada para as proteinas exclusivas das patologias em
estudo. Do lado direito visualiza-se a tabela dindmica derivada da tabela do lado esquerdo com
calculo da média de “Regulation” das proteinas com diferentes valores de quantificacéo

referenciados na literatura.

Seguidamente a este passo, voltou-se a converter a tabela dinamica
numa tabela de vista classica, sendo acrescentada posteriormente a coluna
“‘Name” e “Biomarker” e alterando-se o nome da coluna “Rétulo de linha” para
“UniProtKBAC”. Para que a adi¢do das duas novas colunas fosse possivel

recorreu-se a uma formula do tipo:
=PROCV($A2;Folhal!$A$2:$D$20000;2;FALSO)

Formula esta que se apresenta com a funcéo de através do cédigo da
coluna “UniProtKBAC” ser capaz de ir recolher a tabela filtrada, do OralOma
em Whole Saliva proveniente de Homo sapiens para as proteinas exclusivas
das patologias em estudo, os dados necessarios para preencher as colunas
“‘Name” e “Biomarker”. Deste modo, obteve-se uma tabela com os atributos
das proteinas exclusivas das patologias no que se refere ao seu cdédigo
“‘UniProtKBAC”, “Name”, “Regulation” e “Biomarker” (Figura 26). Esta tabela

constituird o cabecalho das tabelas funcionais finais.
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A B

[a]
[w)
-
[

I

UniProtKBAC Name R on| Biomarker

2 AON5G3 Rheumatoid factor G9 light chain (Fragment)

3 AON5GS Rheumatoid factor D3 light chain (Fragment)
4 AIXBSS Protein FAMS92A1Protein FAM92A1 -91,53
5 A211M4 Rheumatoid factor RF-ET7 (Fragment)

6 A2JING Rheumatoid factor RF-ET9 (Fragment)

7 AZRTY6 Inter-alpha (Globulin) inhibitor H2 {Inter-alpk 3,20
4 ABNCDI1 Tripartite motif-containing protein ENSPO00OO -1,23
9 ABMI16 Putative V-set and immunoglobulin domain-c -1,01
10 B3EWG3 Protein FAM25AProtein FAM25A #DIV/0!

1 |BADUHS cDNA FUB0163, highly similar to Carbonicanh
12 FBKPGS AlbuminAlbuminAlbuminAlbuminAlbumin -0,30
13 000299 Chloride intracellular channel protein 1 (Chlo
14000391 sulfhydryl oxidase 1 (hQSOX) (EC 1.8.3.2) (Qui
15 000515 Ladinin-1 (Lad-1) (Linear IgA disease antigen) -5,60
16 000560 Syntenin-1 (Melanoma differentiation-associ
17 | 000602 Ficolin-1 (Collagen/fibrinogen domain-contai
18 000748 Cocaine esterase (EC 3.1.1.84) (Carboxylester: -1,10
19 000764 Pyridoxal kinase (EC 2.7.1.35) (Pyridoxine kin:
20 014638 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodie -2,10
21 014745 Na(+}/H(+) exchange regulatory cofactor NHE-
22 014773 Tripeptidyl-peptidase 1 (TPP-1) (EC 3.4.14.9) {
23 014788 Tumor necrosis factor receptor superfamily m
24 014818 Proteasome subunit alpha type-7 (EC 3.4.25.1
25 014974 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 124 -3,40
26 015143 Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B
27

N15272A ME-kanna-B-renressing fartnr INFkR-ranracciy -1.01
Folhal (2) Folhal Folhaz | Folha4 | FolhaS ()]

PRONTC

Figura 26 — Porcédo da tabela com os atributos relevantes das proteinas exclusivas das patologias
que servirdo de base para a construgao das tabelas funcionais de cada patologia.

3.4.4. Tabelas funcionais por patologia

Com a recolha dos dados da tabela anterior e da tabela com a
informacéo das ontologias Child / funcdes biologicas especificas para cada
proteina, procedeu-se a construcdo das tabelas funcionais para cada
patologia. O procedimento que foi seguido na construcdo das tabelas
funcionais foi 0 mesmo para cada patologia, deste modo € descrito apenas vez

utilizando como modelo a patologia Breast Neoplasm (MesH ID 68001943).

Numa fase inicial recolheu-se a listagem das funcdes biologicas
especificas da tabela resultante da unido das duas tabelas de funcdes
bioldgicas especificas de “immune system process” e “cell death” sendo estas
colocadas numa nova folha juntamente com as proteinas exclusivas. De

seguida, aplicou-se uma férmula do tipo:
=SE(E.ERRO(PROCH(B$1;Folha9!$B1:3CMM1;1;0));";"+")

Cuja funcao é verificar na tabela de funcdes biologicas especificas de

“immune system process” e “cell death”, se as proteinas exclusivas de Breast
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Neoplasm (MesH ID 68001943) estao nas funcdes biologicas especificas da
nova folha e se estiverem sera atribuido o valor “x” a célula que corresponde a
determinada proteina e correspondente funcdo biologica especifica (Figura
27).

A B C D E F
1 014638 P0O0O709 PO1116 PO1762 PO2753
2 |immune system process + + + +
3 |cell death +

4 |activated T cell proliferation
activation of innate immune response
active induction of host immune response by virus

@

7 |acute inflammatory response to antigenic stimulus

8 |adaptive immune response

9 |alpha-beta T cell differentiation

10 |antibacterial humoral respanse

11 |antifungal humoral response

12 |antigen processing and presentation

13 |antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via MHC class |

14 |antigen processing and presentation of exogenous antigen

15 |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class |

16 |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class I, TAP-dependent
17 |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class I, TAP-independent
18 |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class Il

19 |antigen processing and presentation of exogenous protein antigen via MHC class Ib, TAP-dependent
20 |antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class |

21 |antigen processing and presentation of peptide or polysaccharide antigen via MHC class 1l

22 |antigen processing and presentation, exogenous lipid antigen via MHC class Ib

23 |antigen receptor-mediated signaling pathway

24 |B cell activation

25 |B cell cytokine production

26 |B cell differentiation

27 |B cell proliferation

28 B cell receptor signaling pathway

Figura 27 — Porcédo da tabela com fun¢fes bioldgicas especificas para proteinas exclusivas de
Breast Neoplasm (MesH ID 68001943). Nesta tabela verifica-se o resultado da aplicagéo da férmula
supra-citada, estando ja assinaladas as proteinas intervenientes em cada ontologia Parent, ou

seja, “immune system process” e “cell death”.

Foram filtradas as tabelas funcionais para mostrarem apenas as
proteinas exclusivas da patologia Breast Neoplasm (MesH ID 68001943)
presentes nas ontologias Parent de interesse, que neste caso se trata de

‘immune system process” e “cell death”.

Desta forma, obtiveram-se o que se pode apelidar de proteinas
exclusivas de Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) em “immune system
process” e “cell death”. De seguida, foram-se obter os cabecalhos das tabelas
funcionais, e para esse efeito tomou-se como base a tabela da Figura 26 para
a recolha dos dados referentes a Breast Neoplasm (MesH ID 68001943).
Foram ent&o aplicados filtros avangados para filtrar a tabela de modo a que
fossem devolvidos os atributos para as proteinas exclusivas da patologia em

‘immune system process” e “cell death” (Figura 28).
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A B C D E F G J K M

1 |UniProtK[_|Name Regulatiol Biomarker

20 |014638 Ectonucle -2,1
67 |P00709  Alpha-laci 2,7
76 |PO1116  GTPase KF -4
86 |P01762  Igheavyc #DIV/0!

103/P02753  Retinol-bi 2,5
128|P06309  Igkappac #DIV/0!

210|P17036  Zincfinge 81
211|P17213  Bactericid 2,4
214|P18135 Igkappac #DIV/0!

262|P47929  Galectin-7 2,5
313|P55055  Oxysterol 17,6
324|P61604 10 kDa he: 96
334|P62987  Ubiguitin- #DIV/0!

364|Q13409  Cytoplasm -50
472|Q8NHL6  Leukocyte -2
509/Q959584 Protein 51 -2

565
566
567
568
569

570

Figura 28 — Porcdo da tabela com os atributos referentes as proteinas exclusivas de Breast
Neoplasm (MesH ID 68001943) em “immune system process” e “cell death”.

Estes dados foram entdo colocados na tabela da Figura 27, obtendo-se
uma tabela funcional para Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) (Figura 29).
Esta tabela foi posteriormente formatada e organizada em grupos comuns
referentes a cada uma das ontologias Child de modo a facilitar a interpretacao
funcional de cada proteina na patologia em que intervém (Figura 30). Como ja
foi dito anteriormente, foram repetidos 0s mesmos passos para a construcao
das tabelas funcionais referentes as restantes patologias em “immune system

process” e “cell death”.

Apo6s serem construidas todas as tabelas funcionais das patologias em
estudo, passou-se a fase seguinte do estudo que consistiu na determinacéo
de critérios para discutir biomarcadores salivares, tanto os que ja foram

sugeridos na literatura como aqueles que seréo sugeridos com este trabalho.
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B C D

1 014638 | POO709 | PO1116
2 Ectonucle|Alpha-lac] GTPase KR
3 -2,1 2,7 -4
4

5 + +
6 +

7 |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class |

& |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class |, TAP-dependent

9 |antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class Il

10 |antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class |

11 |complement activation

12 |complement activation, classical pathway

13 |defense response to virus

14 |dendritic cell differentiation

15 |Fcreceptor mediated inhibitory signaling pathway

16 |Fc-epsilon receptor signaling pathway +
17 |Fc-gamma receptor signaling pathway involved in phagocytosis

18 [immune response +

19 |immune response-inhibiting cell surface receptor signaling pathway

20 |immune system process

21 |innate immune response +
22 |leukocyte activation

23 |leukocyte migration +
24 |mast cell degranulation

Figura 29 — Porcéo da tabela funcional inicial de Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) onde se
visualizam as proteinas exclusivas desta patologia em “immune system process” e “cell death”
associadas as suas funcgdes bioldgicas especificas. Verifica-se também a inclusdo dos
cabecalhos que foram obtidos ao longo desta metodologia.

E F
1 ~ | PE16| — | PS50~ [ P170 - |1
2 10 kD a by Oupsterd Zine fing|
3 16 8.1
4
[ Immune Response + +
E
7
8
k]
10
1 E = negative regulation of macrophage activation
12 Mast Cell mast cell degranulation
13 NK Cell negative regulation of natural killer cell mediated cutatoxicity
it
15
&
G
1
1A
20
al
22
23
24
25 immune response
26 innate immune responze
27 regulation of immune response
25 positive regulation of defense response to virus by hast
23 1 leukocyte activation +
a0 leukocute migration
A negative regulation of interferon-gamma-mediated signaling pathw ay +
32 immunie response-inhibiting cell surface receptor signaling pathw ay
33 negative regulation of cutokine secretion involved in immune response

Figura 30 — Porgdo databela funcional final de Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) em “immune
system process” e “cell death”. Verifica-se a formatacéo da tabela funcional e a organizacao das
ontologias Child em grupos comuns referentes a cada uma destas ontologias / fung¢8es bioldgicas

especificas.
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3.5. As proteinas propostas como biomarcadores

Como ja foi referido, e tendo como base a andlise critica dos
biomarcadores sugeridos, procedeu-se a identificacdo dos mesmos para cada
patologia. Estes foram divididos em trés categorias: Biomarcadores sugeridos
e com dados de quantificacdo <-3 ou =3, biomarcadores sugeridos e com
dados de quantificacdo >-3 ou <3 e biomarcadores sugeridos com
qguantificacdo qualitativa (aumentados/diminuidos). A sua discussdo sera
baseada no fato de serem exclusivos de cada patologia, na sua quantificacao
e nas suas fungdes bioldgicas especificas em “immune system process” e “cell
death” e enquadramento dessas fungdes na fisiopatologia da patologia.

Relativamente aos biomarcadores a serem sugeridos neste estudo,
estes tém de preencher o requisito de serem exclusivos da patologia e
possuirem valores de quantificacdo aumentados (= 3) ou diminuidos (< -3) (23).
De notar, que o valor da quantificacdo se baseia na variacdo da quantidade da
proteina presente no estado patolégico e no controlo saudavel, podendo ser

calculada recorrendo a formula:

Quantificacdo na doenca

= Valor
Quantificacdo no controlo

Hipotese a) valor 21: quantificacéo positiva (+)

Hipotese b) 0 <valor <1: quantificacdo negativa (-)

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

obtenha uma quantificacdo com valor negativo:

——— = Y (aeste é atribuido o valor

Valor negativo = -Y)

E necessario converter quantificagdes negativas em valores negativos,

pois torna a andlise possivel, em que, por exemplo, 0,5 significa que ha uma
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diminuicdo para a metade de uma proteina em estado de doenca, sendo este
valor facilmente convertido em valor de quantificacéo -2.

Apés a selecdo das proteinas que cumprem os requisitos de potenciais
biomarcadores estas serdo sujeitas a discussdao com base na sua funcao
biologica especifica e correlacdo com a patologia na qual se encontram

alterados.
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4. Resultados e discusséao

4.1. Proteinas identificadas por patologia

De acordo com a metodologia descrita na seccdo dos Materiais e
Métodos, foram selecionadas a partir da base de dados OralOma as proteinas
que foram identificadas em amostras de Whole Saliva de individuos com
patologias orais e sistémicas e que apresentam proteinas com valores de
guantificacdo. A tabela 1 apresenta as patologias com estes requisitos e as
suas respetivas proteinas identificadas perfazendo um total de 1199 proteinas

no universo de 2215 proteinas registadas no OralOma em Whole Saliva.

Tabela 1 — Proteinas identificadas nas patologias selecionadas.

ICINES

Patologia

identificadas

Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) 172
Diabetes Mellitus type 1 (MesH ID 68003922) 22
Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924) 478

Gingivitis (MesH ID 68005891) 17

Mouth Neoplasms (MesH ID 68009062) 79

Parkinson Disease (MesH ID 68010300) 3
Agressive Periodontitis (MesH ID 68010520) 16

Precancerous Conditions (MesH ID 68011230) 7
Sjogrén Syndrome (MesH ID 68012859) 41

Lichen Planus, Oral (MesH ID 68017676) 2
Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113) 359

Peri-Implantitis (MesH ID 68057873) 3
Total 1199
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A figura 31 apresenta os dados da tabela 1 mas sobre a forma de
gréfico, elucidando a distribuicdo do niumero de proteinas identificadas em
cada patologia selecionada. Este grafico realca trés patologias com o maior
numero de proteinas identificadas sendo elas Diabetes Mellitus type 2 (MesH
ID 68003924), Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113), Breast Neoplasm
(MesH ID 68001943). Este aspeto deve-se sobretudo a existéncia de um maior

namero de estudos de protedmica dirigidos para estas trés patologias.

Proteinas Identificadas por patologia

M Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924) i Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113)

[ Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) . Mouth Neoplasms (MesH ID 68009062)

M Sjogrén Syndrome (MesH ID 68012859) H Diabetes Mellitus type 1 (MesH ID 68003922)
M Gingivitis (MesH ID 68005891) B Agressive Periodontitis (MesH ID 68010520)
M Precancerous Conditions (MesH ID 68011230) M Parkinson Disease (MesH ID 68010300)

M Peri-Implantitis (MesH ID 68057873) H Lichen Planus, Oral (MesH ID 68017676)

Figura 31 — Proteinas identificadas das patologias do OralOma em Whole Saliva proveniente de
Homo sapiens que possuem proteinas com valores de quantificacéo.
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4.2. Proteinas exclusivas por patologia

Com a selecdo das proteinas exclusivas foi possivel verificar a
inexisténcia de proteinas exclusivas em Agressive Periodontitis (MesH ID
68011230) e em Lichen Planus,Oral (MesH ID 68017676), sendo portanto
retiradas do estudo. A tabela 2 apresenta as proteinas exclusivas das
patologias em estudo perfazendo um total de 563 proteinas no universo de

1199 proteinas identificadas nas patologias selecionadas.

Tabela 2 — Proteinas exclusivas nas patologias selecionadas.

patologia Proteinas
exclusivas
Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) 57
Diabetes Mellitus type 1 (MesH ID 68003922) 7
Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924) 287
Gingivitis (MesH ID 68005891) 1
Mouth Neoplasms (MesH ID 68009062) 27
Parkinson Disease (MesH ID 68010300) 2
Agressive Periodontitis (MesH ID 68010520) 0
Precancerous Conditions (MesH ID 68011230) 4
Sjogrén Syndrome (MesH ID 68012859) 9
Lichen Planus, Oral (MesH ID 68017676) 0
Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113) 168
Peri-Implantitis (MesH ID 68057873) 1
Total 563
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A figura 32 apresenta os dados da tabela 2 mas sobre a forma de
gréfico, elucidando a distribuicdo do numero de proteinas exclusivas em cada
patologia selecionada. Este gréfico realca trés patologias com o maior nUmero
de proteinas identificadas sendo elas Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID
68003924), Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113), Breast Neoplasm
(MesH ID 68001943). Tendo em conta que as proteinas exclusivas derivam
das proteinas identificadas, € portanto compreensivel o destaque destas
mesmas patologias.

Proteinas Exclusivas por patologia

H Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924) H Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113)

[ Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) . Mouth Neoplasms (MesH ID 68009062)

M Sjogrén Syndrome (MesH ID 68012859) H Diabetes Mellitus type 1 (MesH ID 68003922)
M Precancerous Conditions (MesH ID 68011230) M Parkinson Disease (MesH ID 68010300)

M Gingivitis (MesH ID 68005891) B Peri-Implantitis (MesH ID 68057873)

M Agressive Periodontitis (MesH ID 68010520) H Lichen Planus, Oral (MesH ID 68017676)

Figura 32 — Proteinas exclusivas das patologias do OralOma em Whole Saliva proveniente de
Homo sapiens que possuem proteinas com valores de quantificacao.
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4.3. Proteinas exclusivas classificadas por ontologias

A utilizacdo de tabelas funcionais que representam a atribuicdo de
funcBes bioldgicas especificas para as proteinas envolvidas em cada uma das
patologias em estudo permite a simplificacdo da andlise de carater funcional
de cada uma das proteinas de interesse ao organizar e integrar cada um
destes atributos numa tabela de facil consulta.

A partir da construgdo das tabelas funcionais (Figura 30) descrita
anteriormente foi possivel obter proteinas exclusivas para cada uma das
patologias ainda em estudo para “immune system process” e “cell death”, a
excecao de Gingivitis (MesH ID 68005891), que ndo apresenta proteinas
exclusivas nestas ontologias, pelo que foi retirada de estudo. Quanto as
restantes patologias foi possivel recolher 16 proteinas para Breast Neoplasm
(MesH ID 68001943) sem sugestdo de biomarcadores; 2 proteinas para
Diabetes Mellitus type 1 (MesH ID 68003922) sem sugestao de biomarcadores;
104 proteinas exclusivas para Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924)
sem sugestdo de biomarcadores; 4 proteinas exclusivas para Mouth
Neoplasms (MesH ID 68009062) com uma sugestdo de biomarcador; 2
proteinas exclusivas para Parkinson Disease (MesH ID 68010300) sem
sugestdo de biomarcadores; 3 proteinas exclusivas para Precancerous
Conditions (MesH ID 68011230) e sugeridas como biomarcadores; 3 proteinas
exclusivas para Sjogrén Syndrome (MesH ID 68012859) sem sugestao de
biomarcadores; 63 proteinas exclusivas para Chronic Periodontitis (MesH ID
68055113) com trés proteinas sugeridas como biomarcadores; 1 proteina
exclusiva para Peri-Implantitis (MesH ID 68057873) sem sugestdo como
biomarcador. A partir destes resultados é possivel inferir que embora haja um
grande painel de 563 proteinas exclusivas, poucos biomarcadores foram
sugeridos até ao momento para cada patologia nas ontologias génicas em
estudo. No grafico da figura 33 esta representada a relacdo das proteinas
exclusivas de cada patologia com os biomarcadores sugeridos até ao

momento para cada patologia.
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Proteinas exclusivas em ontologias

@ Biomarcadores sugeridos @ Proteinas exclusivas de "immune system process" e "cell death"
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Figura 33 — Neste gréfico estdo representadas as proteinas exclusivas em “immune system
process” e “cell death” para cada patologia e respectivos biomarcadores sugeridos até ao
momento.

A figura 34 gerada pela ferramenta Cytoscape, permite visualizar
elucidativamente a disparidade entre proteinas exclusivas e biomarcadores ja

sugeridos.

Periodontite Crénica

- = = - =
= | | = \ \ = ;

- = | Sindrome de Sjogren
Neoplasias Mamarias o - / \
=

"= Neoplasias Orais

Parkinson

- _ - _ =
OMTH = a— Peri-implantite

Figura 34 — Clusters de patologias com proteinas exclusivas ligadas ao n6 central (Que representa

a patologia). Os nés a azul sdo proteinas sem sugestdo como biomarcador, enquanto que 0s nés

a vermelho séo as proteinas ja sugeridas como biomarcador.
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Da andlise das figuras 33 e 34 €& possivel concluir que, excluindo
Precancerous Conditions (MesH ID 68011230) em que todas as proteinas
exclusivas j& foram sugeridas como biomarcadores, na maioria das patologias
grande parte das proteinas identificadas como exclusivas ndo foram ainda

exploradas como biomarcadores.

4.4. Biomarcadores salivares sugeridos

Uma das razbes pelas quais uma proteina, apesar de exclusiva, ainda
nao ter sido proposta como biomarcador podera ter a ver com a sua
guantificacdo nos varios tipos de amostra. De modo a ser possivel discutir os
biomarcadores ja sugeridos, foi feita a divisdo daqueles que se apresentam
guantificados daqueles que nao se apresentam quantificados. Relembrando o
gue ja foi descrito nos Materiais e Métodos, proteinas que possuam valores de
guantificacdo em diferentes estudos foram sujeitas ao calculo da média dessa

mesma quantificacao.

4.4.1. Biomarcadores sugeridos com quantificagcédo < -3 ou
23

Os biomarcadores ja sugeridos das patologias cuja quantificacéo fosse
=23 (aumento igual ou superior a trés vezes da proteina, em doenca em relacao
a saude) e <-3 (diminuicado igual ou inferior a trés vezes da proteina, em doenca
em relacéo a saude) foram considerados como proteinas a serem discutidas
primariamente por serem as que face a informacdo atualmente disponivel j&
cumprem 0s requisitos como marcadores a propor para estudos de validacao
(23).

Deste modo em Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113), 3
biomarcadores encontram-se sugeridos até ao momento, sendo que apenas
uma cumpre o requisito anterior relativamente a quantificacédo, a C-C motif
chemokine 3 (P10147) que se encontra com uma quantificacdo de 18x em
doenca, e portanto cumpre dois requisitos fundamentais, € exclusiva da

patologia e apresenta uma quantificacdo significativa em doenca com valores
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passiveis de avaliar pelas atuais técnicas disponiveis e que podera suportar a

provavel variabilidade inter-individual prevista.

A C-C motif chemokine 3 também designada por MIP-1-alpha € uma
monocina extracelular com propriedades quimiocinéticas envolvida na
quimiotaxia de macrofagos, neutrofilos, eosinofilos (e sua desgranulacao),
granuldcitos, linfocitos T e células natural killer. Para além do mais possui uma
funcdo de regulacdo negativa da diferenciacdo osteoclastica e do processo
apoptotico neuronal. De notar que esta proteina € um dos principais fatores de
supressdo produzido pelas células T contra o HIV (24). Em Chronic
Periodontitis (MesH ID 68055113), esta fun¢cdo de quimiotaxia das células da
resposta inflamatéria para as conduzir para os tecidos periodontais é
conhecida e € comum a outras patologias inflamatérias crénicas dependentes
das intera¢cBes bactéria-hospedeiro. A chamada ao local da defesa celular é
relevante para o estabelecimento do processo inflamatério e constitui o
mecanismo responsavel pela posterior progressao/destruicdo de tecidos
periodontais caracteristica da periodontite cronica (25) pelo que a sua
sugestdo como biomarcador apresenta-se pertinente do ponto de vista

fisiopatoldgico da patologia em questao.

4.4.2. Biomarcadores sugeridos com quantificagcéo > -3 ou
<3

Os biomarcadores das patologias cuja quantificacdo atribuida se
encontra no intervalo > -3 e < 3 em doenca relativamente a saude foram
classificados como proteinas sem quantificacdes significativas, pelo que
embora sejam exclusivas da patologia, os dados de quantificacdo existentes
ndo oferecem garantias de que poderdo ser obtidas quantificacdes crediveis
face a variabilidade inter-individual expetavel pelo que deverao ser realizados

mais estudos que comprovem de fato esta falta de quantificacéo significativa.

Por conseguinte, e novamente em Chronic Periodontitis (MesH ID
68055113) dos 3 biomarcadores ja sugeridos, os 2 biomarcadores que ainda
nao foram especificados, a Plastin-2 (P13796) apresenta-se com uma

guantificacdo de 2,18x e a C-C motif chemokine 2 (P13500) com uma
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guantificacdo de 1,8x em relacdo a saude, sendo a sua quantificacdo

suportada apenas por um estudo em cada uma das proteinas.

A Plastin-2 também denominada por LCP-1 é uma proteina intracelular
com ligagao a actina que desempenha um papel fundamental na ativacéo de
linfécitos T em resposta a co-estimulacao (26, 27), esta proteina modula a
expressao por parte da célula T ativada de “Early activation antigen CD69” que
vai despoletar a sinalizacdo entre células inflamatérias e a proliferacdo de
linfécitos. Esta proteina constitutiva embora com valores de quantificacdo
baixos, desempenha um papel primordial na proliferacdo linfocitaria e
sinalizacdo entre células da resposta inflamatoria em tecidos periodontais.

Estudos posteriores de quantificacdo desta proteina seriam recomendaveis.

A C-C motif chemokine 2 também designada por MCP-1 é um fator
guimiotaxico extracelular que atrai mondcitos sendo considerada um dos
fatores quimiotaxicos mais potentes no que se refere a quimiotaxia de
mondcitos(25), e esta associada a patologias nas quais existe infiltrado de
monacitos(28), condigcdo esta que se verifica em Chronic Periodontitis (MesH
ID 68055113). No entanto, esta proteina encontra-se com uma quantificacao
pouco significativa, sendo que o seu papel funcional em Chronic Periodontitis
(MesH ID 68055113) ja é desempenhado pela C-C motif chemokine 3
(P10147), pelo que a sua sugestdo como biomarcador nao faz sentido

enquanto nao forem realizados mais estudos relativos a sua quantificacao.

4.4.3. Biomarcadores sugeridos com quantificacéo

gualitativa (aumentados/diminuidos)

Relativamente aos biomarcadores das patologias para os quais s6
existe quantificacdo qualitativa, aumentada (+) ou diminuida (-) foram
classificados como biomarcadores ndo quantificados. Tal como sucedeu nos
biomarcadores supracitados, estes biomarcadores, por ndo possuirem dados
de quantificacdo significativa a sua discussdo como biomarcador dependera
muito da analise funcional especifica de cada proteina no contexto da patologia,
sendo nos casos aplicaveis, exigidos estudos para quantificacdo dos mesmos

de modo a validar a sua sugestdo como biomarcadores viaveis.
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Em Mouth Neoplasms (MesH ID 68009062), apenas um biomarcador se

encontra sugerido, a Interleukin 8 (P10145) com uma quantificacdo aumentada

()

A Interleukin 8 também designada por Chemokine (C-X-C motif) ligand
8 € um fator envolvido na ativacdo e quimiotaxia de neutrdfilos, células T,
basofilos, mas ndo de mondcitos. E libertada por varios tipos de células em
resposta a estimulos inflamatérios (29, 30). A presenca de concentracdes
elevadas desta citocina esta associada ao crescimento e metstase tumoral
(31), o que pode contribuir para patogénese em Mouth Neoplasms (MesH ID
68009062), porém existe a necessidade de estudos para obter mais dados de
guantificacdo para esta proteina, de modo a que a sua possivel aplicacdo como

biomarcador possa ser considerada.

Em Precancerous Conditions (MesH ID 68011230), 3 biomarcadores
encontram-se sugeridos, a DNA repair protein XRCC5 (P13010), a Quinone
reductase 1 (P15559) e Interleukin-36 alpha (Q9UHA7), todas com

apresentacao de quantificacdo aumentada (+).

A DNA repair protein XRCC5 € uma helicase dependente de cadeia
simples de ADN e dependente de ATP, desempenha papel na translocacao
cromossémica e na diferenciacédo de células estaminais hematopoiéticas. Esta
envolvida na estabilizac&o e unido de termina¢gdes de ADN quebradas, através
da eliminacdo de nucleétidos sem bases nas terminacdes de ADN resultantes
de guebras nas cadeias, sendo que a sua atividade é importante de modo a
evitar erros que despoletem em morte celular (32). Esta proteina apresenta-se
também com a fungdo de regular negativamente a transcricdo (33, 34). E
conhecida a ativacdo desta proteina em Precancerous Conditions (MesH ID
68011230) (35) pelo que estudos para quantificacdo da mesma na saliva

seriam favoraveis para a validacdo da sua sugestdo como biomarcador.

A Quinone reductase 1 ou QR1 é uma proteina citoplasmatica induzida
em condi¢cBes inflamatodrias (35) com ligacdo a FAD e que reduz quinonas a
hidroquinonas sendo que a sua atividade enzimatica previne a ocorréncia de
reducdo de um eletrdo das quinonas que tem como produto formas radicais.

Esta proteina também tem a funcdo de regular positivamente o0 processo
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apoptoético neuronal. Encontra-se envolvida em processos de biossintese de
protrombina. A sua expressdo aumentada podera estar relacionada com
mecanismos de resposta anti-tumoral, no entanto sdo necessarios mais dados
de quantificacdo na saliva de modo a ser passivel a sua correta apreciacao

como biomarcador.

A Interleukin-36 alpha também designada por IL-1F6 apresenta-se com
funcdo ao nivel da resposta imunitaria, no entanto ndo existem estudos na
literatura acerca da sua funcao especifica, pelo que o fato de estar aumentada
(35) em Precancerous Conditions (MesH ID 68011230) nao é suficiente para a
sugerir como biomarcador, tendo também em conta a falta de dados de

guantificacdo da mesma na saliva.

4.5. Novos biomarcadores sugeridos

De modo a serem sugeridos novos biomarcadores para as patologias
em estudo foram definidos dois critérios que devem estar associados a um
biomarcador com viabilidade como ja foi referido anteriormente neste trabalho.
O primeiro diz respeito a quantificacdo, sendo consideradas como proteinas
boas candidatas a biomarcador todas as que apresentem quantificacbes =3
(aumento igual ou superior a trés vezes da proteina, em doenca em relacédo a
saude) e <-3 (diminuicao igual ou inferior a trés vezes da proteina, em doenca

em relacdo a saude). O segundo critério diz respeito a proteina ter sido

identificada unicamente numa patologia.

Nas diferentes patologias foram selecionadas aquelas cujas proteinas
respeitavam estes critérios, sendo que em Breast Neoplasm (MesH ID
68001943) foram selecionadas 5 proteinas de interesse e em Diabetes Mellitus
type 2 (MesH ID 68003924) foram selecionadas 11 proteinas de interesse,
perfazendo o total de 16 proteinas sujeitas a analise como possiveis

biomarcadores.

Em Breast Neoplasm (MesH ID 68001943), como j& foi referido
anteriormente, 5 proteinas foram selecionadas, a 10 kDa heat shock protein
(P61604) com uma quantificacdo de 96x; a Oxysterols receptor LXR-beta
(P55055) com uma quantificacdo de 17,6x; a Zinc finger protein 3 (P17036)
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com uma quantificacdo de 8,1x; a GTPase KRas (P01116) com uma
guantificacdo de -4x e a Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 (Q13409)

gue se encontra com uma quantificacédo de -50x (36).

A 10 kDa heat shock protein ou HsplO € um chaperone, que esta
envolvido no folding, montagem e desmontagem de polipéptidos e moléculas
de RNA em processos apoptoéticos pela ativacdo de endopeptidases do tipo
cisteina. Esta proteina embora presente na matriz mitocondrial, esta descrita
como presente e expressa em grande quantidade no citosol de células
malignas e pré-malignas e no meio extracelular destas, tendo sido assumido
gue esta proteina se acumula no citoplasma celular e a sua expressao
aumenta na transicao de displasia para neoplasia. A secrecdo desta proteina
induz resposta imune anti tumoral, associada a patogénese pré-maligna (37).
Desta forma, tendo em conta que a sua expressdo aumentada esti
guantificada na saliva (96x) (36), nas fases iniciais de carcinogénese em
Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) podemos usa-la como biomarcador

para esta patologia.

A Oxysterols receptor LXR-beta € um recetor de nucleo e esta envolvido
na regulagéo negativa das vias de sinalizagdo mediadas por interferdo gama
(38). A sua ativacdo da-se pela ligacdo de oxysterol (derivado oxidado do
colesterol) e culmina na regulacdo da homeostasia do colesterol através do
controlo do seu transporte e neo-sintese. No entanto, a literatura descreve que
0 aumento da expressao e consequente ativacao desta proteina interfere com
a funcéo inflamatoria das células imunes, nomeadamente e como ja foi referido
através da diminuigdo de interferdo gama, dando-se entdo o crescimento
tumoral (39). Desta forma, e tendo em conta a sua quantificacdo
significativamente diferente do normal (17,6x) (36) a sua sugestdo como

biomarcador pode ser considerada viavel.

A Zinc finger protein 3 é um possivel fator de transcricdo e tem como
potencial localizac&o o nucleo, em que a sua fungéo € desempenhada ao nivel
da diferenciacdo e proliferacdo celular, mais especificamente ao nivel dos
eosindfilos em que esta proteina intervém na sua ativacao (40). A sua sugestao

como biomarcador ndo é considerada viavel devido a falta de estudos na saliva

50



relativamente a esta proteina, conhecendo-se pouco da sua acdo no contexto
de Breast Neoplasm (MesH ID 68001943).

A GTPase KRas é uma proteina que se liga a GDP/GTP e que possui
atividade de GTPase. MutacGes ao nivel do gene que codifica esta proteina
(nomeadamente nos codfes 12, 13, 61) levam a que esta proteina, devido a
substituicdo de aminoacidos, diminua ou perca a sua atividade GTPase
(conversdao de GTP a GDP), como consequéncia vamos ter estimulacao
descontrolada da proliferacdo celular, sendo também importante referir que
esta molécula também intervém na migracdo leucocitaria e nas vias de
sinalizacdo com recetor Fc-epsilon, pelo que a sua diminuicdo vai ter
consequéncias severas na capacidade de resposta imune (41). Tendo em
conta o que foi dito anteriormente, pode-se sugerir esta proteina como possivel
biomarcador para Breast Neoplasm (MesH ID 68001943).

A Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 €& uma proteina
citoplasmatica presente no citoesqueleto com a funcao de servir de motor de
transporte retrogrado para vesiculas e organelos através de microtubulos
estando também envolvida no transporte de antigénios exdgenos que
despoleta no processamento e apresentacdo desses antigénios via MHC
classe Il (42). Esta proteina esta envolvida na mitose, e € responsavel pela
insercao do fuso mitético (constituido por microtibulos) através da constricdo
citoplasmatica durante a anafase pelo que a sua auséncia inviabiliza a correta
realizacédo da mitose (43). Tendo em conta este aspeto, e visto que em Breast
Neoplasm (MesH ID 68001943) esta proteina se encontra bastante diminuida
(-50x) (36), € possivel presumir que a divisdo celular esta comprometida e
sujeita a erros, pelo que a sugestdo desta proteina como biomarcador pode
ser viavel para esta patologia pois estes processos sao caracteristicos das

células com fendtipo cancerigeno.

Em Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924), foram selecionadas,
como ja foi referido, 11 proteinas de interesse, a Uteroglobin (P11684) com
uma quantificacdo de 10,4x; a Actin-related protein 2/3 complex subunit 5
(O15511) com uma quantificagdo de 6,1x; a Complement component C6
(P13671) com uma quantificacdo de 4,8x; a Cell division control protein 42
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homolog (P60953) com uma quantificacdo de 4,8x; a Pyruvate kinase PKM
(P14618) com uma quantificacdo de 3,5x; a Actin-related protein 2 (P61160)
com uma quantificacdo de 3,4x; a 14-3-3 protein eta (Q04917) com uma
guantificacdo de -3x; a Apolipoprotein B-100 (P04114) com uma quantificacdo
de -4,1x; a Desmoplakin (P15924) com uma quantificagcdo de -5,9x e a
Calnexin (P27824) com uma quantificacao de -7,7x (44) e a Serum amyloid A-
1 protein (PODJI8) com uma quantificacédo de -5,0024 (45).

A Uteroglobin € uma proteina extracelular que se liga e sequestra
ligandos hidrofébicos como a fosfatidilcolina, o fosfatidilinositol, os
bifenilpoliclorados (PCB), a progesterona e prostaglandinas (mediadores
lipidicos da inflamac&o). E também uma potente inibidora da atividade da
fosfolipase A2 (desencadeia a via pré-inflamatéria do acido araquiddnico),
regula negativamente a proliferacdo das células T, inibe a aderéncia e
migracao de neutrofilos e mondcitos e desempenha um potente papel inibitério
na agregacao plaquetaria caracteristica em diabéticos (46). Em suma, esta
proteina apresenta-se com grande atividade anti-inflamatoria. De notar que
esta proteina devido a sua funcdo fortemente correlacionada com o
estabelecimento de hiperlipidémia (47), sinal associado a Diabetes Mellitus
type 2 (MesH ID 68003924) (48), acaba por ter significado funcional para ser

sugerida como biomarcador nesta patologia.

A Actin-related protein 2/3 complex subunit 5 € uma subunidade de um
complexo proteico que é citoplasmatico e esta presente no citoesqueleto mas
também tem localizacé&o extracelular em projecdes celulares designadas por
exossomas, esta presente na via de sinalizagdo por recetor Fc-gamma
envolvida na fagocitose, sendo a sua principal funcdo a de regular a
polimerizacdo da actina, mediando a formacdo de redes de actina do
citoesqueleto (49). A evidéncia sugere que proteinas envolvidas na
organizacédo do citoesqueleto de actina s&o os alvos principais da glicosilacao
nao enzimatica verificada nas fases iniciais de Diabetes Mellitus type 2 (MesH
ID 68003924), sendo que esta glicosilagdo em condi¢des hiperglicémicas esta
relacionada, em Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924), com a

incapacidade das células endoteliais regularem o ténus vascular (50) pelo que
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a sua sugestao como biomarcador pode ser considerada viavel tendo em conta

a sua quantificacao significativa.

A Complement component C6 é uma proteina extracelular envolvida na
cascata do complemento envolvida na sua ativagdo pela via classica, sendo
uma proteina constituinte do complexo de ataque a membrana (MAC) do
complemento (51). A evidéncia sugere que o aumento desta proteina, e
consequente montagem do MAC, esta relacionado com o aumento leucocitario
ao nivel do epitélio vascular, assim como ao desenvolvimento de altera¢fes da
estrutura vascular que despoleta em lesGes ateroscleréticas iniciais verificadas
em Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924) (52). Desta forma, é
conveniente sugerir esta proteina como possivel biomarcador para esta
patologia uma vez que esta envolvida em processos relacionados com as

alteracdes fisiopatoldgicas da Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924).

A Cell division control protein 42 homolog € uma proteina localizada na
membrana citoplasméatica do lado intracelular e esta também presente no
citoesqueleto, mais propriamente no centrossoma (também designado por
centriolo). E uma GTPase com atividade na ativacdo de macréfagos e da
fagocitose, co-estimulacdo de células T e regulacdo positiva do processo
apoptotico neuronal, sendo que sua principal funcéo reside na regulacédo do
arranjo bipolar do fuso mitético aos cinetocoros (estrutura dos cromatideos no
centrémero que permite a ligacdo dos microtubulos do fuso mitético) antes do
alinhamento dos cromossomas na metafase (53). A literatura sugere também
gue esta proteina ao ser estimulada por glicose torna-se parte integrante no
processo de exocitose de insulina (54), pelo que o seu aumento verificado em
Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924) é compativel com os sinais
clinicos desta patologia no que diz respeito a produ¢do aumentada de insulina
por parte das células B pancreaticas, sendo que a sua sugestdo como

biomarcador nesta patologia € por isso pertinente do ponto de vista

fisiopatoldgico.

A Pyruvate kinase PKM é uma proteina envolvida no metabolismo da
glicose, mais propriamente na glicdlise, convertendo o ADP + fosfoenolpiruvato

em ATP + piruvato, através da transferéncia do grupo fosforil (55, 56). Esta
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proteina esta também envolvida em processos de morte celular programada
(57). O aumento desta proteina desencadeia um aumento da glicolise, sera
portanto pertinente sugerir esta proteina como biomarcador com base na sua
funcdo no metabolismo de acUcares na fisiopatologia de Diabetes Mellitus type
2 (MesH ID 68003924).

A Actin-related protein 2 é a proteina ao qual se liga o ATP na Actin-
related protein 2/3 complex (ja referida anteriormente) (58), pelo que a sua
sugestdo como biomarcador para Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID
68003924) ndo se torna muito relevante tendo em conta a sugestédo de Actin-
related protein 2/3 complex, mais determinante como biomarcador na patologia

em causa.

A 14-3-3 protein eta € uma proteina comum a varias vias de sinalizacao,
tanto gerais como especificas, porém tem a capacidade de se ligar ao substrato
do recetor de insulina (IRS-1), existindo uma aparente regulacdo ao nivel da
sensibilidade da insulina, assim como uma possivel associacao a resisténcia
a insulina verificada em Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924) (59),
porém nado existe na literatura dados concretos sobre os resultados desta
interacdo, pelo que ndo é viavel, por enquanto, sugerir esta proteina como
biomarcador para a patologia, sendo sugeridos mais estudos sobre o outcome

da interacao referida anteriormente.

A Apolipoprotein B-100 € uma proteina com fun¢do migratéria de
leucaocitos, € constitutiva dos quilomicrons, LDL e VLDL, e que a sua funcao
primordial consiste na ligacdo ao recetor apoB/E permitindo a internalizacao
das particulas de LDL nas células recetoras. A diminuicdo desta proteina
verificada em Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924) suporta, como ja
foi dito anteriormente, a presenca de hiperlipidémica caracteristica desta
patologia (48), pelo que a sua sugestdo como biomarcador é pertinente tendo

e conta a fisiopatologia da patologia em questao.

A Desmoplakin € uma proteina envolvida na desmontagem dos
componentes celulares na fase de execucdo da apoptose e € uma proteina
constituinte dos desmossomas que realizam a adesao celular ao nivel epitelial

e muscular, sendo que a sua diminuicdo em Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID
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68003924) pode levar a fragilidades ao nivel epitelial (60, 61). Pelo que a sua

sugestdo como biomarcador pode ser considerada viavel.

A Calnexin é uma proteina que interage com glicoproteinas sintetizadas
no reticulo endoplasmético, desempenhando a funcéo de reter proteinas com
enrolamento incorreto (62). A sua diminuicdo em Diabetes Mellitus type 2
(MesH ID 68003924) leva a falha na retencdo de proteinas alteradas que
podem desempenhar funcdo que leve a resisténcia a insulina (63), no entanto,
mais estudos sobre a sua diminuicdo em saliva podem ser relevantes para a

possibilidade de sugestdo da mesma como biomarcador viavel.

A Serum amyloid A-1 protein € uma proteina envolvida na quimiotaxia
de macrofagos, linfocitos e neutrofilos. E também uma apolipoproteina do
complexo HDL (64). Existe uma correlacdo entre o aumento dos niveis
plasmaticos desta proteina e producdo de citocinas inflamatdrias que
contribuem para citotoxicidade de células B e resisténcia a insulina,
nomeadamente IL-18 e TNF-a (65, 66), no entanto nos estudos dirigidos a
amostras salivares, verifica-se a sua diminuicdo Diabetes Mellitus type 2
(MesH ID 68003924)(45), sendo que nao existe na literatura referéncia a causa
desta diminuicdo em saliva para Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924)
em contraste ao seu aumento plasmatico, no entanto esta sua diminuicdo em
saliva estard em principio relacionada com a fisiopatologia de Diabetes Mellitus
type 2 (MesH ID 68003924), porém, e tendo em conta o desconhecimento
desta diminuicdo a luz da literatura, a sua sugestdo como biomarcador esta
comprometida até a realizagdo de mais estudos a esclarecer os mecanismos

envolvidos.

Em suma, foram sugeridos neste trabalho estudos posteriores de
validagéo para 1 biomarcador em Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113),
para 4 biomarcadores em Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) e para 8
biomarcadores em Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924). A listagem

destas proteinas encontra-se na tabela resumo seguinte (Tabela 3):
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Tabela 3 — Tabela resumo com proteinas com sugestdo para estudos de validagdo de

biomarcadores para a patologia Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113), Breast Neoplasm
(MesH ID 68001943) e Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924).

Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113)

C-C motif chemokine 3
(P10147)

Breast Neoplasm (MesH ID 68001943)

10 kDa heat shock protein
(P61604)

Oxysterols receptor LXR-
beta (P55055)

GTPase KRas (P01116)

Cytoplasmic dynein 1
intermediate chain 2
(Q13409)

Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924)

Uteroglobin (P11684)

Actin-related protein 2/3
complex subunit 5
(015511)

Complement component
C6 (P13671)

Cell division control protein
42 homolog (P60953)

Pyruvate kinase PKM
(P14618)

Apolipoprotein B-100
(P0O4114)

Desmoplakin (P15924)

Calnexin (P27824)
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5. Conclusao

Ao longo da realizacdo deste estudo foi possivel obter diversas
conclusoes.

A primeira conclusdo reside no fato de que se considerarmos as
proteinas quantificadas, existem apenas 12 patologias com proteinas
guantificadas em Whole Saliva.

E também fundamental referir a importancia no que diz respeito a
guantificacdo das proteinas em estudo, visto que os dados de quantificacdo
das proteinas alteradas numa determinada patologia permitem avaliar o
impacto desta proteina como possivel biomarcador e como muitos dos estudos
nao fazem esta quantificagdo muita da bibliografia publicada ndo apresenta
valor para aplicagao.

Mesmo alguns dos estudos que quantificam as proteinas, apresentam
apenas valores de quantificacdo qualitativa, ou seja, apresentam a proteina
como estando aumentada ou diminuida em contexto de patologia.

Alguns estudos embora com apresentacéo de proteinas com valores de
guantificacdo (quer qualitativa quer quantitativa) discutem a validade da
proteina como biomarcador com base apenas na sua quantificacdo, ndo
considerando a analise funcional que por vezes é essencial na sugestao do
biomarcador, visto que uma proteina que apresente valores de quantificacao
definidos pode ndo ter consequéncias significativas na fisiopatologia da
doenca em que se insere, podendo existir outras proteinas que possuam
caracteristicas funcionais com maior impacto na patologia e que melhor a
caracterizam.

Verificou-se ainda que embora existam patologias que possuam muitas
proteinas alteradas, poucos biomarcadores se encontram sugeridos
atualmente para estas, o que traduz como ja foi dito anteriormente a falta de
estudos dirigidos para a identificagdo e quantificacdo de proteinas especificas
de modo a obter informacéo sobre a variacdo de expressédo das proteinas em
causa. Também a falta de estudos de caracter funcional destas proteinas nas
patologias em que se inserem constitui uma limitacdo na proposta de novos
biomarcadores. A excecdo € Precancerous Conditions (MesH ID 68011230)

em que todas as proteinas identificadas foram sugeridas como biomarcadores.
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Talvez porque nesta patologia a importancia de um diagndstico precoce é
essencial para um bom prognadstico, pelo que tera havido mais interesse e
motivacdo para o estudo de proteinas salivares como biomarcadores.

Deste modo, este trabalho permitiu recolher painéis de possiveis
biomarcadores para determinadas patologias de acordo com uma analise
funcional especifica inserida na fisiopatologia de cada uma das patologias
estudadas, sugerindo-se o seu estudo para validagdo como biomarcadores
gue identificam as patologias em questao de modo a que no futuro possam ser
parte integrante de meios de diagndsticos baseados em saliva.

Este trabalho também demonstrou que apesar da nossa analise final se
ter focado nas proteinas implicadas na resposta imunolégica, encontramos
para as diversas patologias proteinas diferentes e que estdo envolvidas em
diferentes processos da resposta do hospedeiro. Esta observacdo permite
mostrar que € possivel encontrar proteinas que documentam processos
especificos da resposta imune que se encontram comprometidos de forma
diferente em cada uma das patologias, levando-nos a pensar que em pacientes
multi-comprometidos é possivel rastrear diferentes biomarcadores para as
diferentes patologias, como por exemplo num paciente com periodontite

cronica, mas que também seja diabético.
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Figura A. Gréfico de Venn das proteinas exclusivas em Breast Neoplasm (MesH ID 68001943).
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Figura B. Grafico de Venn das proteinas exclusivas em Diabetes Mellitus type 1 (MesH ID 68003922).
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Figura C. Grafico de Venn das proteinas exclusivas em Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924).
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Figura D. Grafico de Venn das proteinas exclusivas em Gingivitis (MesH ID 68005891).
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Figura E. Grafico de Venn das proteinas exclusivas em Mouth Neoplasms (MesH ID 68009062).
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Figura F. Gréfico de Venn das proteinas exclusivas em Parkinson Disease (MesH ID 68010300)
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Figura G. Gréfico de Venn das proteinas exclusivas em Agressive Periodontitis (MesH ID 68010520)
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Figura H. Gréfico de Venn das proteinas exclusivas em Precancerous Conditions (MesH ID 68011230).
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Figura |. Grafico de Venn das proteinas exclusivas em Sjogrén Syndrome (MesH ID 68012859).
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Figura J. Grafico de Venn das proteinas exclusivas em Lichen Planus, Oral (MesH ID 68017676).
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Figura K. Gréfico de Venn das proteinas exclusivas em Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113).
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Figura L. Gréfico de Venn das proteinas exclusivas em Peri-Implantitis (MesH ID 68057873).
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Tabela A. Tabela funcional de Breast Neoplasm (MesH ID 68001943) com
proteinas exclusivas em “immune system process” e “cell death”. Este anexo

encontra-se em formato digital (CD-R anexado).

Tabela B. Tabela funcional de Diabetes Mellitus type 1 (MesH ID 68003922)
com proteinas exclusivas em “immune system process” e “cell death”. Este

anexo encontra-se em formato digital (CD-R anexado).

Tabela C. Tabela funcional de Diabetes Mellitus type 2 (MesH ID 68003924)
com proteinas exclusivas em “immune system process” e “cell death”. Este

anexo encontra-se em formato digital (CD-R anexado).

Tabela D. Tabela funcional de Mouth Neoplasms (MesH ID 68009062) com
proteinas exclusivas em “immune system process” e “cell death”. Este anexo

encontra-se em formato digital (CD-R anexado).

Tabela E. Tabela funcional de Parkinson Disease (MesH ID 68010300) com
proteinas exclusivas em “immune system process” e “cell death”. Este anexo

encontra-se em formato digital (CD-R anexado).

Tabela F. Tabela funcional de Precancerous Conditions (MesH ID 68011230)
com proteinas exclusivas em “immune system process” e “cell death”. Este

anexo encontra-se em formato digital (CD-R anexado).

Tabela G. Tabela funcional de Sjogrén Syndrome (MesH ID 68012859) com
proteinas exclusivas em “immune system process” e “cell death”. Este anexo

encontra-se em formato digital (CD-R anexado).

Tabela H. Tabela funcional de Chronic Periodontitis (MesH ID 68055113) com
proteinas exclusivas em “immune system process” e “cell death”. Este anexo

encontra-se em formato digital (CD-R anexado).

Tabela I. Tabela funcional de Peri-Implantitis (MesH ID 68057873) com
proteinas exclusivas em “immune system process” e “cell death”. Este anexo

encontra-se em formato digital (CD-R anexado).
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