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Resumo

A cavidade oral humana € um ecossistema complexo onde fatores do
hospedeiro, microbianos e ambientais interagem num equilibrio dinamico. A
compreensdo da biologia da cavidade oral e dos disturbios que a afetam
depende de ferramentas bioinforméticas que permitam a compilacéo, integracéo
e aplicacdo da informacédo gerada por técnicas de alto rendimento, como as
técnicas de protedmica, que se dedica a identificacdo de todas as proteinas
expressas.

A compreensdo dos mecanismos moleculares que se desenrolam na
cavidade oral assenta na interacdo entre as moléculas presentes. O
conhecimento destes mecanismos tem aplicagdes na fisiologia e fisiopatologia
do sistema cavidade oral.

No sentido de responder a necessidade de estudar os genes e proteinas
de forma integrada, dando realce as interacfes estabelecidas, comecaram a ser
desenvolvidas bases de dados de interatbmica que incluem interacdes
conhecidas e previstas através de algoritmos, associando-lhe um indice de
confianca. O nosso trabalho contribuiu para o aperfeicoamento de um algoritmo
que permite a determinacdo de interacdes proteina-proteina. E utilizada a
informagao estrutural e de interagdes anteriormente determinadas entre 0s
varios dominios das proteinas.

Este estudo tem como objetivo analisar, interpretar e explorar os
resultados da aplicacdo do algoritmo Oralint ao conjunto de proteinas
identificado por técnicas de protedmica como presentes na cavidade oral
utilizando a base de dados OralOme, assim como verificar se algumas das
interacfes descritas na bibliografia e determinadas experimentalmente na
cavidade oral, se encontram presentes nas previsdes e validar os resultados
através de uma analise da literatura.

O desenvolvimento de ferramentas bioinformaticas que permitam a
proposta de interagBes proteina-proteina, na cavidade oral, pode fornecer uma

enorme quantidade de informacgao que vai assumir implicagbes na compreenséo



dos mecanismos moleculares dos processos que ocorrem na cavidade oral em
situacdes fisiologicas e patoldgicas.

S6 com o conhecimento dos microrganismos que habitam a cavidade
oral, das moléculas por eles produzidas e das interacbes destas com as do

hospedeiro, podemos chegar ao entendimento molecular total.

Palavras-chave: Proteinas da cavidade oral, OralOme, dominios de interacao,

interacOes proteina-proteina, interatdmica, interacdo hospedeiro-patogéneo.
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Abstract

The human oral cavity is a complex ecosystem where host, microbial and
environmental factors interact in a dynamic equilibrium. Understanding the
biology of oral cavity and disorders affecting it depends on bioinformatics tools to
compile, integrate and apply the information generated by high-throughput
techniques such as proteomics, which is dedicated to the identification of all the
expressed proteins.

The understanding of the molecular mechanisms that take place in the
oral cavity is based on the interaction between molecules present. The
knowledge of these mechanisms has applications in physiology and
pathophysiology of oral cavity system.

In order to address the need for studying genes and proteins in an
integrated way, by emphasizing the interactions established, inteatomic
databases that include known and algorithmically predicted interactions,
associated to a confidence index, began to be developed. This work contributes
to the improvement of an algorithm allowing the determination of protein-protein
interactions based on the structural information and interactions previously
described between the various domains of the proteins (Oralint).

This study aims to describe the results of applying the algorithm Oralint
to the set of proteins identified by proteomics techniques as in the oral cavity
using the OralOme database and to check if some of the interactions described
in the literature and determined experimentally in the oral cavity, are present in
the predictions.

The development of bioinformatics tools that allow the proposal of
protein-protein interactions in the oral cavity may provide enormous information
that will have implications on the understanding of the molecular mechanisms
occurring in the oral cavity in physiological and pathological situations.

Only with the knowledge of the microorganisms that inhabit the oral
cavity, the molecules produced by them and the interactions with the host, can

we reach the molecular understanding of the oral cavity.
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Nota prévia

Neste trabalho surgem por vezes expressées em lingua Inglesa, cuja traducao
poderia implicar a adulteracdo do seu significado original. De entre estas
expressdes, destacamos a descricdo dos termos das ontologias. Como é
discutido por Pesquita, et al, (1), as classificacdes ontologicas que surgiram na
era das ciéncias Omicas, resultam precisamente da necessidade de haver
termos comuns para descrever conceitos biologicos entre laboratérios, culturas
e linguas diferentes. Uma tradugcdo dos termos de classificacdo ontoldgica
poderia implicar uma reinterpretacdo desses termos, alterando o conceito
bioldgico inicial que se pretende identificar. Assim, optdmos por incluir estes

termos sem traducéo, mas grafados em italico para facilitar a sua identificacao.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento do corpo humano comegou por ser macroscopico e
centrado em entender a sua organiza¢do anatémica, uma vez que as técnicas
existentes ndo permitiam ir mais além. Com o avanco de varias técnicas como a
microscopia, imagiologia, citoquimica e, posteriormente, de técnicas de
gendmica e de proteémica o conhecimento do corpo humano passou a ser,
primeiro ao nivel histolégico, depois ao nivel celular e, mais tarde, surge o
conhecimento a nivel molecular com a determinacdo do genoma humano
(conjunto de todos os genes humanos) e de diversos proteomas (conjunto de
todas as proteinas) de varios sistemas em diferentes situacdes fisiolégicas e/ou
patologicas. Isto permitiu compreender como e porqué ocorrem alteragcées que
promovem diferentes patologias e como algumas das situacdes podem ser
diagnosticadas e resolvidas, de uma forma que nunca antes tinha sido possivel.
No entanto, depressa se constatou que o conhecimento do genoma nao era
suficiente para caracterizar um organismo, nem tdo pouco o era conhecer o
proteoma.

Para caracterizar um dado sistema biolégico € necessario conhecer,
também, as interacdes entre todas as moléculas que nele participam, ou seja,
conhecer o interatoma desse sistema bioldgico. A luz da interatémica, qualquer
processo bioldgico é encarado ndo como resultado de uma acéo independente
de cada molécula interveniente, mas sim como uma rede de interacdes
moleculares (2). A compreensdo dos mecanismos moleculares que se
desenrolam na cavidade oral assenta na interagdo entre as moléculas presentes.
O conhecimento destes mecanismos tem aplica¢des na fisiologia e fisiopatologia
do sistema cavidade oral.

No sentido de responder a necessidade de olhar para os genes e
proteinas de forma integrada, dando realce as interacdes entre eles, comecaram
a ser desenvolvidas bases de dados de interatbmica que incluem interacdes
conhecidas e previstas através de algoritmos. Investigadores do Instituto de

Engenharia, Eletronica e Telematica da Universidade de Aveiro e do



Departamento de Informética da Universidade de Coimbra juntamente com
investigadores do Departamento de Ciéncias da Saude da Universidade Catolica
Portuguesa desenvolveram um algoritmo que permite a determinacdo de
interacOes proteina-proteina. Este algoritmo utiliza a informacao estrutural e de
interacOes anteriormente determinadas entre os varios dominios que constituem
cada proteina (3).

O objetivo desta tese € o de analisar, interpretar e explorar os resultados
da aplicacdo do algoritmo Oralint ao conjunto de proteinas identificado por
técnicas de protedmica como presentes na cavidade oral utilizando a base de
dados OralOme, assim como verificar a aplicagdo do mesmo em termos da
identificacdo de interac6es com significado biol6gico na cavidade oral.

Os estudos de sistemas bioldgicos realizados com técnicas de alto
rendimento, nomeadamente das ciéncias “Omicas”, estdo a dar origem a uma
variedade e quantidade de dados sem precedentes (2). A visualizagcédo desses
dados é um aspeto crucial para a sua interpretacao. A dificuldade esta em criar
visualizac@es integradas, claras e com significado bioldgico, ultrapassando as
dificuldades inerentes a complexidade intrinseca dos dados (4). Atualmente
existem muitos métodos e ferramentas para a visualizacdo de dados a escolha
dos utilizadores.

As redes de interacbes sdo universais na biologia. Uma enorme
quantidade de dados esta a ser reunida para delinear redes de varios tipos a
varios niveis, incluindo as redes de interagéo proteina-proteina (5). Estas redes
de dados permitem ampliar e complementar uma grande quantidade de
informacé&o disponivel nas ciéncias biomédicas. Apesar de diferentes bases de
dados poderem parecer completamente distintas no que concerne a quantidade
e gualidade das mesmas, sao todas reflexo do sistema biolégico que lhe é
subjacente. Assim sendo, a inclusdo dos dados, juntamente com a sua
visualizacao integrada torna-se fundamental (6).

Na cavidade oral existem varias interagbes entre 0s microrganismos e o
hospedeiro e 0 nosso objetivo € verificar que intera¢cdes sdo documentadas pelo
estudo das proteinas depositadas no OralCard. Do ponto de vista biologico os
processos genéricos de adesao, digestdo enzimatica e sinalizacéo celular, por
exemplo, sdo passiveis de envolver intera¢des entre proteinas que deveréo ser

evidentes nos nossos resultados. O conhecimento e compreensao molecular
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destes processos permite alcancar o conhecimento total dos microrganismos
que habitam a cavidade oral, das moléculas por eles produzidas e das interagcfes
destas com as do hospedeiro.

1.1. Microbioma humano

NoO nosso organismo, existem dez vezes mais células bacterianas que
eucariotas. Além de existirem muitos microrganismos espalhados pelo
organismo do ser Humano, este microbioma é muito variado, mesmo em
individuos saudaveis (7). Os locais onde ha& maior variabilidade de
microrganismos, sao a cavidade oral e orofaringe, pele, intestinos e vagina (7).
Esta variabilidade esta associada aos diversos fatores do hospedeiro, que
incluem: temperatura, humidade, disponibilidade de oxigénio e nutrientes,
osmolaridade, recetores do hospedeiro, competicdo e resisténcia a outros
microrganismos, assim como o sistema imune do hospedeiro (8).

Ao conjunto das comunidades de microrganismos (incluindo bactérias,
virus e eucariotas microbianos) que povoam o organismo Humano, da-se o nome
de Microbioma Humano (9). Estas comunidades microbianas sé&o de vital
importancia para a nossa saude, e o seu estudo leva a um melhor conhecimento
da dindmica complexa, que é estabelecida dentro desta comunidade e entra a
comunidade e o hospedeiro, e pode conduzir ao desenvolvimento de novas
formas de diagnostico e mesmo de tratamento (10).

A necessidade de obter informacéo sobre o microbioma Humano levou a
criacdo do Human Microbiome Project (HMP), cujo principal objetivo consiste na
identificagdo do microbioma nuclear em pessoas saudaveis. O conceito de
microbioma nuclear assenta, no facto de ser amplamente reconhecido que existe
uma grande variabilidade inter-individual, e que portanto ndo sera possivel definir
“‘um” microbioma em condi¢cdes de saude, mas havera muitas espécies/géneros
de microrganismos que podem ser encontrados em varios individuos. No projeto
HMP, séo utilizados e desenvolvidos protocolos de metagendmica (a analise de
comunidades inteiras de microrganismos gue colonizam um determinado habitat,
por estudo dos genes ribossomais 16S bacterianos, que distinguem cada

organismo pelo seu filo, género e mesmo por espécie) (8), que ao serem
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aplicados ao microbioma Humano, proporcionam um método estandardizado
para criar, processar e interpretar os diferentes tipos de resultados de
metagendmica disponiveis na comunidade cientifica (11). Para obter tais
resultados, o projeto HMP recorre a varios campos da biologia celular,
microbiologia, genética e imunologia (10).

O HMP promove a exploragdo das comunidades microbianas, e a sua
relacdo com o hospedeiro Humano, estando a ser anotado e analisado
atualmente o microbioma Humano em individuos saudaveis, que fornece um
suporte a outros estudos, que investigam a associacdo de determinados
microbiomas, e das suas dindmicas ao aparecimento e progressdo de
patologias. A identificacdo das associacdes pode levar ao desenvolvimento de
ferramentas com implicacdes terapéuticas (11).

Existe uma grande variabilidade de microrganismos que colonizam o ser
Humano, sendo a sua diversidade muitas vezes ligada a determinadas
patologias, tanto pela sua falta de variabilidade (por exemplo, no caso da doenca
inflamatoria intestinal) como por excesso (como é o caso da vaginose
bacteriana). No entanto, cada local de colonizacdo microbiano no organismo
Humano parece ser dominado por um ou alguns taxa de microrganismos,
embora ndo existam taxa que estejam presentes em todos os habitats do
organismo humano. No que diz respeito a variacao inter individuos, esta parece
estar relacionada com fatores funcionalmente relevantes, que podem exercer
uma pressao seletiva entre espécies. Os taxa menos dominantes parecem ser
bastante caracteristicos, quer entre individuos, quer entre habitats dentro do
mesmo organismo (7).

Apesar da grande diversidade de microrganismos, as diferentes vias
metabdlicas presentes em cada um dos microbiomas sdo constantes, ou seja,
existe uma “assinatura” ecolégica de todo o microbioma Humano com pequenas
especificidades para cada microbioma em particular, sendo as vias mais
comuns, por exemplo, a maquinaria tradutora no ribossoma, a sintese de ATP e
a (glicolise, que consistem em vias fundamentais a sobrevivéncia do
microrganismo, bem como a sua interagdo com o hospedeiro. Apesar desta
constancia de vias metabolicas, existem variagdes que sdo consequéncia de
alteracdes funcionais entre individuos, incluindo exposi¢cbes ambientais e

dietéticas diferentes, variabilidade de sistemas imunes e genética do hospedeiro
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(7). Essas alteracdes, ao modificar o microbioma, podem levar a disbioses
(alteracdes da composicéo de determinada comunidade microbiana, associadas
a patologias), como é o caso da diabetes ou da doenca inflamatéria intestinal (8).

1.1.1. Microbioma oral

Em 2009, o microbioma melhor descrito era o do intestino. No entanto com
0 projeto HMP outros microbiomas estéo a ser investigados neste momento: o
nasal, oral, urogenital e a pele (10). Em 2012, os resultados do projeto HMP
revelam que os microbiomas com maior diversidade de microrganismos, S80 0S
do intestino e cavidade oral (7). O objetivo major da investigacdo, tanto no
microbioma Humano geral como no da cavidade oral, € a determinacdo das
espécies presentes, embora também se estejam a abordar a interagdo entre o
microbioma e o hospedeiro, e a caracterizacdo do comportamento de espécies
microbianas de forma individual (10).

Na cavidade oral saudavel existem centenas de microrganismos,
incluindo bactérias, virus e fungos, a maioria coexistindo em biofilmes, o que lhes
confere uma resisténcia adicional a stress mecanico e antibioterapia. O modo de
vida em biofilme implica uma alteracdo da expressdo genética nos
microrganismos, sendo que essa alteracao envolve a expressao de genes que,
além de estarem associados a formacao do biofilme, podem também modelar
fatores de interacdo com o hospedeiro, nomeadamente fatores de viruléncia (12,
13). Concomitantemente, uma mudanc¢a no ambiente ou outra alteracdo (como
por exemplo, a higiene do individuo), podem alterar o estado de equilibrio num

biofilme comensal e “ativar” algumas espécies patogénicas oportunistas (10).

1.1.1.1. Bactérias comensais da cavidade oral

Calcula-se que existam cerca de 750 espécies bacterianas comensais
diferentes na cavidade oral (10), embora a dificuldade de duplicar este ambiente
em laboratorio (pois muitas espécies ndo sao cultivaveis), e a semelhanca entre

0s genomas dos microrganismos (0 que pode ndo permite a sua distincao
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atraves de porcoes fragmentadas de ADN), fazem suspeitar que ainda ndo foram
identificadas todas as espécies (10).0 conhecimento atual permite afirmar que
as bactérias que estédo representadas em maior nimero na cavidade oral incluem
0S geéneros Streptococcus, Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium,
Porphyromonas, Prevotella, Treponema, Neisseria, Haemophilus, Eubacteria,
Lactobacterium, Capnocytophaga, Eiknella, Leptotrichia, Peptostreptococcus,
Staphylococcus e Propinibacterium, tendo a maioria destes uma relacdo de
mutualismo com o ser Humano (10).

Estas bactérias comensais, ao existir em maior quantidade, ndo so
competem com as patogénicas por nutrientes, como também as impedem de
chegar aos tecidos e provocar patologias, constituindo uma barreira fisica a
adesao de microrganismos patogénicos, através do seu numero elevado (10).

Alguns destes colonizadores sdo benéficos mas outros tém efeitos
nefastos na fisiologia do hospedeiro. Exemplos de microrganismos que realizam
funcBes importantes para o hospedeiro sdo algumas bactérias intestinais como
a E. coli fundamentais na biossintese de vitamina K 2 (14), (essenciais para o
ser Humano). Microrganismos que dao origem a patologias também existem
como € o caso de Streptococcus pneumoniae, responsavel por infecdes
pulmonares em criancgas e idosos (15). Este microbioma normal é conhecido por
microbioma comensal, e nele estédo incluidas eubactérias, archaebacterias e
fungos (10). Estas bactérias, quando colonizam outros locais do organismo
Humano, podem ter efeitos nefastos (por exemplo, a E.coli € uma dos principais
agentes etiolégicos das infe¢cBes urinarias) (16), tornando-se assim um
microrganismo virulento, ou patogénico. Existe, no entanto, outra teoria no que
diz respeito a patogenicidade bacteriana: as bactérias que causam doencas
estdo sempre presentes em estado patogénico, embora ndo consigam
prosperar, ja que as bactérias comensais sdo mais abundantes (10). Além destes
dois tipos de bactérias, existem ainda bactérias que num estado de saude do
hospedeiro ndo sdo virulentas, mas quando este estd num estado mais
debilitado, estas tornam-se patogénicas (por exemplo, a bactéria Pseudomonas
aeruginosa afeta os pulmbes de pacientes com fibrose cistica mas nao o de

individuos saudaveis (17, 18).



1.1.1.2. Heterogeneidade de microbiomas na cavidade oral

Apesar de ser conhecida a predominancia de Streptococcus, no biofilme
oral, é também aceite que existe uma grande variedade de microbiomas, pois 0s
nichos e superficies colonizaveis sdo bastante diferentes: superficie dentaria
acima do creviculo gengival, superficie dentaria abaixo do creviculo gengival,
lingua, superficies das mucosas jugais, proteses dentarias e materiais
restauradores. Em Junho de 2012, foram publicados resultados que indicam as
bactérias com maior predominancia em cada um dos nichos da cavidade oral de
individuos saudaveis (19). A dominancia do género Streptococcus, é secundada
pelos géneros Haemophilus na mucosa jugal, Actinomyces na placa bacteriana
supra-gengival e Prevotella na placa sub-gengiva (7).

As diferencas entre os géneros de microrganismos caracteristicos de
cada habitat podem ser explicadas pelas diferentes superficies dentarias nas
quais se deposita o biofilme. Considerando apenas a exposicdo ao oxigénio,
podemos encontrar varios tipos de microrganismos com requisitos de
crescimento muito diferentes. Os aerdbios obrigatérios necessitam a presenca
de oxigénio molecular para 0 seu crescimento, como é exemplo a bactéria
Mycobacterium tuberculosis (18). Os anaerdbios obrigatérios sédo
microrganismos que requerem a auséncia de oxigénio para o seu crescimento,
pois ndo tém enzimas para processar este gas e os seus derivados (18), como
€ exemplo a bactéria Porphyromonas gingivalis (20). Os anaeroébios facultativos,
grupo que corresponde a maioria das bactérias orais e que caso esteja presente
oxigénio utilizam-no para gerar energia, mas podem sintetizar ATP através da
fermentacdo, caso este gas esteja ausente (21). Um exemplo de anaerdbio
facultativo é o caso de um dos principais agentes etiolégicos da cérie dentaria o
Streptococcus mutans (22). Existem ainda os microrganismos microaerofilicos
gue, em ambientes nos quais o oxigénio esta presente em quantidades muito
elevadas (ambientes 6xicos), ndo crescem ou crescem pouco. E um exemplo, a
bactéria Helicobacter pylori (23). Finalmente h& os capndfilos, espécies
bacterianas que tém um crescimento 6timo a elevadas quantidades de dioxido

de carbono, como é exemplo Mannheimia succiniciproducens (10, 24).



Uma vez que a anatomia e fisiologia da cavidade oral permite a existéncia
de microhabitats muito varidveis em termos de concentracdes de oxigénio, €
possivel encontrar espécies microbianas com diferentes requisitos deste gés.
Esta € com certeza uma das razdes que explica a grande variedade de espécies

microbianas neste microbioma em particular.

1.2. Colonizagédo do hospedeiro

Para muitos microrganismos, o corpo humano apresenta-se como um
“‘meio de cultura”, que lhes proporciona Vvarios ambientes propicios a sua
prosperidade, ja que Ihes fornece calor, humidade e nutrientes, garantindo assim
0 seu crescimento e potencializando a sua reproducédo (18). Neste habitat
protegido, a semelhanca daquilo que acontece com grande parte das bactérias
na Natureza, existem comunidades complexas e dinamicas associadas a
superficies, os biofilmes. Apesar do antigo conceito de que 0s organismos
procariotas se comportavam como individuos autossuficientes, sabe-se
atualmente que dentro as comunidades do biofilme assumem caracteristicas

semelhantes as de organismos multicelulares.

1.2.1. Formacéo do biofilme

A formacdo do biofilme oral é de elevada importdncia na medicina
dentaria, jA que pode provocar alteracdes neste sistema e no equilibrio dindmico
estabelecido como o hospedeiro. As duas patologias mais prevalentes neste
campo da medicina dentaria: a carie dentaria e a patologia periodontal ttm como
facilitadores etioldgicos o biofilme oral.

O biofilme mais importante na cavidade oral, € aquele que se deposita
sobre as pecas dentérias (supra e infra-gengivalmente), e é caracterizado por
uma comunidade muito variada (com mais de 700 espécies), e de elevada
densidade celular (10*! células por grama de peso molhado), o que, juntamente
com as flutuagcbes e hostilidades apresentadas pelo meio ambiente, torna as
interacdes intra e inter-espécies inevitaveis e fundamentais para a sobrevivéncia

bacteriana (25). Estes complexos microbianos além das células bacterianas, séo
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constituidos por uma matriz de glicoproteinas salivares e polissacarideos
extracelulares (26).

A adesdo inicial verifica-se entre as moléculas da superficie dos
colonizadores primarios, e as moléculas de saliva adsorvidas a superficie
dentaria (pelicula dentaria adquirida). Alguns recetores salivares, como € o caso
das proteinas ricas em prolina e a estaterina, tém epitopos reconhecidos por
Streptococcus. Outras moléculas como a a - amilase, imunoglobulinas,
fibronectina e lactoferrina, também se unem a adesinas a superficie dos
colonizadores iniciais, conferindo-lhes vantagem sobre outras bactérias com
recetores com menos afinidade para as moléculas da pelicula dentéria (27).

E de referir, que algumas moléculas desta pelicula inicial s6 expdem
determinados dominios, se estiverem adsorvidas a superficie, pois os locais
disponiveis para ligacdo quando as moléculas estdo em solucdo na saliva sado
diferentes. Inicialmente, a adesdo pode ser conseguida através de varios tipos
de ligages, incluindo reconhecimento de recetores oligossacarideos, reacoes
do tipo lectina, interacdes do tipo proteina-proteina, ou ainda ligacdes i6nicas ou
hidrofébicas, conferindo assim uma unido bastante firme a superficie que estado
a colonizar (27).

Os recetores a superficie das células microbianas constituem um possivel
alvo terapéutico, jA que um potencial agente patogénico pode ser excluido do
biofilme por ndo ter recetores adequados a sua adesao, e consequente insercao
na comunidade microbiana. No entanto, devem ser cuidadosamente analisados
0s novos biofilmes a que estas possiveis terapias iriam dar origem, j& que no
lugar deixado pelo agente patogénico alvo, pode-se instalar um novo
microrganismo, com consequéncias tdo ou mais patogénicas que o anterior (27).

O crescimento do biofilme vai também depender dos colonizadores
iniciais. Assim, por exemplo, quando a cavidade oral € colonizada muito
precocemente pela bactéria Streptococcus sanguis, a colonizacao pela espécie
Streptococcus mutans é mais tardia, diminuindo assim a cariogénese. Desta
forma, a colonizacao inicial vai limitar e selecionar os colonizadores secundarios
(12).

As bactérias colonizadoras da cavidade oral, na sua maioria, limitam-se
ao espaco extracelular do hospedeiro, embora existam algumas com capacidade

de invadir as células do hospedeiro, e instalar-se intra-celularmente (em células
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gengivais e da mucosa jugal). Um exemplo séo os oportunistas Porphyromonas.
gingivalis  (28), Prevotella  intermedia  (29) e  Aggregatibacter

actinomycetemcomitans (10, 30).

1.2.2. Moléculas importantes na relacdo microrganismo/hospedeiro

As interacdes entre as células microbianas e o hospedeiro, sdo de
importancia fundamental para a sua sobrevivéncia e podem determinar se a
relacdo € de mutualismo ou de parasitismo. Existem varias moléculas
fundamentais a interacdo entre microrganismo e hospedeiro, sendo algumas
consideradas fatores de viruléncia (atributos moleculares de determinado
microrganismo patogénico utilizado para uma colonizacdo e infecdo bem
sucedidas) (31). Estas moléculas podem ser de origem proteica, lipidica ou de
hidratos de carbono (32) e podem ser classificadas em dois grupos considerando
a fase da colonizacdo em que atuam: i) as moléculas envolvidas na adeséao e
reconhecimento inicial, nas quais se incluem as adesinas, incluidas nas
estruturas externas das bactérias (32) e ii) as moléculas associadas a uma
interacdo funcional com o hospedeiro onde se podem inserir as toxinas e
proteases bacterianas (que ndo pressupdem necessariamente colonizacao) e
efetores bacterianos que interferem com o0s mecanismos de sinalizacdo
intracelular do hospedeiro e pressupdem um sistema de injecdo no espaco
intracelular (33). Muitos destas moléculas sdo alvos de investigacdo com o

objetivo de fazer o controlo e modulacdo do desenvolvimento do biofilme oral.

1.3. Interatoma

A palavra interatoma foi originalmente proposta em 1999 por um grupo de
cientistas franceses liderados por Bernard Jacq (34). Em biologia molecular ,
interatoma refere-se a todo o conjunto de interagcbes moleculares que se
desenrolam numa determinada célula . Neste trabalho, o termo refere-se
especificamente as interacdes fisicas entre as moléculas, contudo, em outro

contexto também pode significar as interagbes indiretas entre 0s genes, ou
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seja, interacbes genéticas. Matematicamente, os interatomas sdo geralmente
apresentados como gréficos (35).

Para caracterizar um dado sistema bioldgico é necessério conhecer, as
interacOes entre todas as moléculas que nele participam, ou seja, conhecer o
interatoma desse sistema biologico. A luz da interatomica, qualquer processo
biolégico é encarado ndo como resultado de uma acgéo independente de cada
molécula interveniente, mas sim como uma rede de interagBes moleculares.
Ainda assim, a interatdbmica ndo permite descrever totalmente o funcionamento
de um sistema biolégico, em que para além de saber que determinada molécula
interage com outra molécula, € necesséario saber em que contextos anatomicos

e fisiologicos € que o fazem (2).

1.3.1. Interatémica

A Interatdmica é uma disciplina inserida na bioinformética e biologia que
se ocupa do estudo das interacdes entre proteinas e outras moléculas, assim
como das consequéncias dessas mesmas interacdes dentro de uma célula (36).
Interatomica visa, portanto, comparar as redes de interacdes (interatomas) entre
e dentro das espécies, com o objetivo de descobrir como é que as caracteristicas

dessas redes sdo conservadas ou alteradas.

1.3.2. Interatoma bacteriano

Sabe-se que relativamente poucas bactérias foram exaustivamente
estudadas através das suas interacdes proteina-proteina, ndo existindo até ao
momento nenhum interatoma totalmente completo (37). Entre os interatomas
bacterianas publicados (incluindo os parciais) encontra-se: Helicobacter pylori
(37), Campylobacter jejuni (38), Treponema pallidium (39), Escherichia coli (40),
Mesorhizobium loti (41), Mycobacterium tuberculosis (42), Mycoplasma
genitalium (43), Synechocystis sp. (44).
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1.3.3. Interatoma Humano - patogéno

Apesar da interatomica ser na maioria das vezes considerada numa
espécie (ou célula) em particular, neste trabalho o interesse é focado nas
interacbes moleculares entre organismos diferentes. Por um lado entre os
organismos microbianos e o hospedeiro humano (em ac¢des simbioticas) e por
outro lado as interagcbes entre 0s varios microrganismos que permitem e
determinam a estrutura do biofilme presente.

Os patogénicos bacterianos e virais, afetam a célula eucariota do
hospedeiro, em parte, através da interacdo com as proteinas da célula do
hospedeiro. Assim sendo, para melhor compreendermos 0S mecanismos
envolvidos na infecdo, € necessario a construcao de redes de interagdo proteina
— proteina hospedeiro- patogéneo completas e precisas (45).

A nivel molecular, a infecdo pode ser vista como a interferéncia das
proteinas patogénicas (a maioria das toxinas microbianas séo proteinas) na rede
de interacdo do hospedeiro. As proteinas virais utilizam a maquinaria da sintese
proteica do hospedeiro, enquanto as bactérias e proteinas dos protozoarios sédo
secretadas ou injetadas nas células do hospedeiro (45). Uma estratégica comum
dos agentes patogénicos, baseia-se em imitar dominios das interacdes proteina
— proteina eucariotas com o objetivo de remodelar a rede das interacdes proteina
— proteina do hospedeiro (46). Estes mimetismos estruturais sdo muitas vezes o
resultado da transferéncia horizontal de genes (HGT) (46), em combina¢do com
a rapida evolucdo dos genomas patogénicos, como parte da coevolucdo do
hospedeiro — patogéneo. Estas interacbes proteina — proteina, podem

determinar a viruléncia do patogéneo (47).

1.3.4. O interatoma oral Humano - bacteriano

A compreensdo dos mecanismos moleculares que se desenrolam na
cavidade oral assenta na interagdo entre as moléculas presentes.
Praticamente, todos os eventos celulares, tais como a transducédo de

sinal, transporte intracelular, replicagdo de ADN, transcri¢ao, tradugéao, splicing,
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secrecdo, controlo do ciclo celular e intermediarios metabdlicos sdo mediados
por interagbes Proteina-proteina (PPIs). No sistema patogéno-hospedeiro as
PPls sdo essenciais para estabelecer a infecdo, logo, o conhecimento sobre
estas podera contribuir para elucidar o papel da flora no desenvolvimento da
doenca (3). O conhecimento destes mecanismos tem aplicacdes na fisiologia e
fisiopatologia do sistema cavidade oral. Estas interagdes sao importantes no
estabelecimento e manutencao da flora oral capaz de desencadear a formacao
da placa bacteriana, responsavel pelo desenvolvimento das caries e da doenca
periodontal (48).

A colonizagdo microbiana da cavidade oral € mediada por PPIs entre o
hospedeiro e os microrganismos (2). No sistema patdgeno-hospedeiro as PPls
sdo essenciais para estabelecer a infecdo, logo, o conhecimento sobre estas
poderd contribuir para elucidar o papel da flora no desenvolvimento de

determinadas patologias (2).

1.3.5. Interacdes proteina-proteina

O estudo das interagbes proteina-proteina, tem vindo a aumentar nos
altimos anos, principalmente como resultado do rapido acesso aos dados
experimentais obtidos através técnicas de alto rendimento (49).

A maioria dos produtos génicos que constituem uma célula viva,
interagem nem que seja transitoriamente com outras moléculas de proteinas.
Virtualmente todos os eventos celulares, tais como a transducao de sinal, o
transporte intracelular, a replicagcdo do ADN, a transcri¢ao, a traducao, splicing,
secrec¢dao, controlo do ciclo celular e o metabolismo intermediario, sdo mediados
através de interacdes proteina — proteina (PPIs) (50). O mesmo se aplica no
sistema hospedeiro patogénico, onde os sistemas PPIs sdo essenciais para o
estabelecimento da infecéo (51).

Uma vez que cada complexo proteina-proteina produz uma resposta no
contexto fisiolégico, 0 seu compromisso pode induzir um estado de doenca. E
por esta razdo, que uma adequada identificacao e caracterizacao das PPIs e das
suas redes de interagcdo se torna essencial na compreensdo dos mecanismos

gue se encontram por tras de processos biolégicos a nivel molecular (52).
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Existem diferentes classificacbes dentro das interagcdes proteicas.
Dependendo da forca, uma interagdo pode ser permanente ou temporaria, em
relacdo a especificidade esta pode ser especifica ou ndo especifica, quanto a
localizacdo das proteinas intervenientes na interacdo, estas podem interagir
dentro de uma ou em duas cadeias polipeptidicas, e por ultimo as subunidades
que interagem podem ser classificadas em homo ou hétero — oligdmeros, tendo
em conta as semelhancas que partilham (53).

Independentemente dos tipos de interacdo, para que as proteinas se
liguem umas as outras, os pares da interacdo devem possuir uma elevada
afinidade estrutural e fisico-quimica, ou seja, devem ser complementares.
Consequentemente, espera-se que 0s pares de proteinas que interagem
partiihem um certo grau de conservacgao nas regides de ligacao (54, 55).

Varios métodos experimentais foram desenvolvidos para determinar as
redes de interacdo, ou interatoma de um organismo. Os métodos experimentais
de alto rendimento foram os mais populares em identifica¢cdes de PPIs em larga
escala, incluindo entre outros, ensaio de duplo hibrido em levedura (56),
espectrometria de massa (57), chips de proteinas (58), exibicdo de fagos (59),
estudo da letalidade sintética (60), perfil de expressdo de mRNA correlacionado
(61), microarrays de proteinas (62). Contudo, 0s ensaios experimentais tém as
suas desvantagens, sendo que as duas principais sdo: a grande quantidade de
tempo que é necessario para a sua realizacdo, e o seu custo consideravel. Além
disso, a cobertura destes ensaios a nivel da rede das PPIs é minima. Devemos
também ter em conta que as técnicas de alto rendimento nos induzem em erro,
e possuem uma baixa especificidade, gerando um elevado numero de falsos
negativos, e falsos positivos (63). E assim essencial encontrar alternativas a
estas técnicas para que se possa prever elevadas por¢des da rede de interacdes
das proteinas humanas de forma correta e econdémica. A alternativa mais
promissora, é a utilizacdo de uma abordagem computacional que utiliza dados
das PPIs obtidos através de métodos experimentais, com o objetivo de prever
uma rede mais ampla de PPIs (49).

Com a finalidade de prever com precisdo PPIs em larga escala, foram
propostas uma seérie de abordagens computacionais (64, 65). Podemos assim

agrupar os métodos computacionais em 5 grandes grupos: métodos baseados
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na sequéncia genomica, na estrutura da proteina, nos dados do dominio, na

sequéncia da proteina, na semelhanca semantica (49).

1.4. Ferramentas bioinformaticas e o estudo do interatoma da cavidade oral

Para fazer o estudo do interatoma oral € necessario o recurso a varias
ferramentas bioinformaticas, ja que apdés a realizacédo de estudos de protedmica
e de metaprotedmica, ha como resultado um conjunto massivo de dados, que
seria impossivel de analisar sem o recurso a estas ferramentas. Assim sendo,
para a compreensao do proteoma e do interatoma oral Humano € necessario
estudar ndo so as proteinas orais de origem Humana, mas também as de origem
microbiana.

Existem varias ferramentas bioinformaticas associadas ao
armazenamento e andlise de dados relativos a proteinas, tais como: UniProtkKB
(UniProt KnowledgeBase (66), PANTHER (Protein ANalysis THrough
Evolutionary Relationships (67), BRENDA (the Comprehensive Enzyme
Information System (68) e VFDB (Virulence Factor DataBase (69).

No sentido de responder a necessidade de olhar para 0s genes e
proteinas de forma integrada, dando realce as interacfes entre eles, comecaram
também a ser desenvolvidas bases de dados de interatomica. Entre elas,
podemos destacar a STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) (70, 71), que inclui interacBes conhecidas e previstas através
de algoritmos, associando-lhes um indice de confianca. Existem outras bases de
dados de interatdbmica porém, de mais dificil utilizacdo, desenhadas com o
objetivo primario de serem um repositério de interac¢des, como sejam o UniHI
(Unified Human Interactome) (72) BioGRID (Biological General Repository for
Interaction Datasets) (73) e a DIP (Database of Interacting Proteins) (74) ou
entdo com fins mais especificos, como por exemplo a PsiBase (75) que
apresenta interacdes baseadas em aspetos estruturais das proteinas.

No que respeita aos dados de interatomica, algumas bases de dados
optaram por um sistema de visualiza¢do préprio, como o caso do STRING (70,
71). No entanto, a maioria optou por utilizar as potencialidades de um software

proprio para visualizacdo de dados multifacetado e de utilizagdo transversal,
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designado Cytoscape (6). Este software € uma plataforma de visualizagdo de
redes complexas que permite a integracado das redes com diferentes tipos de
dados, sendo possivel definir para cada rede de interacdes o indice de confianca
nessa interacdo, o tipo de informacdo a apresentar relativamente a interacao
(Evidéncia da interacao, indice de confianca, tipo de acdes entre as moléculas
que interagem) assim como o numero de proteinas que interagem com cada
proteina. Como € de codigo livre, permite que diversos grupos de
desenvolvimento de software o adaptem as mais diversas situacdes, criando

plugins para o efeito (6).

1.4.1. OralOme e OralCard

Existem algumas bases de dados dedicadas a acumulacdo e anotacao de
toda a informacdo obtida sobre o microbioma Humano, tais como o Human

Microbiome Project (HMP,http://www.hmpdacc.org/), e mais especificamente

sobre o microbioma oral Humano, HOMD (Human Oral Microbiome Database
(76). No entanto, ainda n&o existia uma ferramenta semelhante, que permitisse
armazenar e anotar os resultados dos estudos de protedmica do microbioma
oral, nem uma ferramenta que oferecesse aos investigadores um meio de
explorar, de forma restrita e, portanto, mais rapida e eficaz os microrganismos,
proteinas e doencas associados a cavidade oral. Foi com estas premissas em
mente que foi criado o OralCard e a base de dados OralOme que Ihe serviu de
suporte (2). Assim, esta ferramenta bioinformatica e a informacéo nela incluida,
vao permitir oferecer um recurso para os investigadores e clinicos interessados
no estudo da biologia oral, na procura de marcadores moleculares de patologias,
no desenvolvimento de testes de diagndstico e progndstico, assim como na

descoberta e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (2).
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1.4.2. Oralint

O Oralint € um modelo computacional que prevé PPIs inter-espécies na
cavidade oral do ser humano, em um ambiente propenso a colonizagado
bacteriana (2, 3). Este algoritmo foi desenvolvido por Investigadores do Instituto
de Engenharia, Eletrénica e Telematica da Universidade de Aveiro e do
Departamento de Informética da Universidade de Coimbra juntamente com
investigadores do Departamento de Ciéncias da Saude da Universidade Catolica
Portuguesa, e utiliza a informag&o estrutural e de interagcdes anteriormente
determinadas entre os varios dominios que constituem cada proteina.

O resultado dos dados de proteémica inseridos no modelo do Oralint é
elaborado segundo os niveis de confianca das PPIs. A previsibilidade deste
modelo advém do facto de os dominios da ligacdo das proteinas revelarem
elevada afinidade estrutural e fisico-quimica, com um grau de conservagao
associado e ainda pelas evidéncias de que os seus homdlogos proteicos
interagem frequentemente do mesmo modo (3).

O conjunto de dados inseridos no modelo Orallnt, podem conter ndo s6
as vias mais importantes envolvidas nas doengas infeciosas orais, mas também
potenciais alvos farmacolégicos e marcadores bioldgicos relacionados com o
processo de estabelecimento e progressdo da doenca, levando ao
desenvolvimento de novos farmacos e permitindo ainda a caracterizacdo das

respostas celulares a determinadas drogas, doencas e mudangas ambientais.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho, centra-se em testar o algoritmo Oralint

(http://bioinformatics.ua.pt/software/oralint) (3) de previsdo de interagOes

proteina - proteina passiveis de ocorrer na cavidade oral, assim como verificar a
aplicacdo do mesmo em termos da identificacdo de interacBes com significado
bioldgico.

Este estudo pode fornecer informacdo com implicagdes na compreensao
dos mecanismos moleculares dos processos que ocorrem na cavidade oral em
situacdes tanto fisiolégicas como patoldgicas. As informacBes sobre estas
interacbes podem melhorar a nossa compreensdo das doencas, bem como

fornecer a base para novas abordagens terapéuticas e de diagnéstico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Proteoma oral

Como ponto de partida para o nosso estudo, foram utilizadas 3572
proteinas, 2747 humanas e 825 bacterianas, disponiveis na base de dados do
OralCard (2, 77). Estas proteinas foram identificadas através da analise
protebmica da saliva, normalmente realizada através da 2D
electroforese/espectrometria de massa ou 2D cromatografia
liquida/espectrometria de massa. Para que melhor possam ser compreendidas
as premissas subjacentes a criacdo do algoritmo Oralint, serdo brevemente
descritos 0s aspetos principais.

Uma vez que nédo existe um gold standard bem estabelecido para as PPIs,
foram recolhidos dados de cinco base de dados que continham interacdes de
elevada confianca determinadas experimentalmente. As bases de dados que
serviram de apoio para a recolha de proteinas foram: BIOGRID (Biological
General Repository for Interaction Datasets) (78), DIP (Database of Interacting
Proteins) (74), HPRD (Human Protein Reference Database) (79), IntAct (80) e
MINT (the Molecular INTeraction database) (81). As PPIs extraidas foram assim
incorporadas, criando o gold standard de interacfes positivas. O gold standard
de interacBes negativas foi obtido através de uma selecdo aleatdrio da lista de
proteinas, com a premissa de que todos o0s pares de proteinas produzidos
deveriam ser diferentes dos que se encontravam no conjunto de dados positivo
(3).

Simultaneamente, para cada par de proteinas possivel, foram construidos
cinco grandes grupos de caracteristicas, baseadas em: Literatura, sequéncia
priméria de informacdo da proteina, perfis de ort6logos, semelhancas no
processo biologico, enriquecimento conservado nos dominios dos pares. A
realizacdo deste ultimo passo foi possivel através do acesso aos bancos de
dados publicos, com a posterior extracdo dos dados e por ultimo o

processamento de todos os dados recolhidos. O conjunto de dados padréo foi
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utilizado para treinar um classificador Naive Bayes para realizar novas
validagbes no modelo final. O classificador foi entdo aplicado ao conjunto de
todos os pares de interagfes possiveis. Por ultimo, através da juncao de todos

os pares individuais de interagcdes previstas, foi obtida a rede (3).

3.2. Anélise das redes de interatémica

O Cytoscape (http://www.cytoscape.org/) foi a ferramenta utilizada para
visualizar e validar as redes de interacdo entre as proteinas obtidas. As PPIs
foram classificadas como “HUMANO-HUMANOQO?”, se as proteinas que interagem
sdo apenas de origem humana, como “MICRO-MICRQO”, se as proteinas que
interagem s&o apenas de origem microbiana, ou como “HUMANO-MICRO”, se
as proteinas que interagem sdo de origem tanto humana como bacteriana. Os
dados da rede de interagbes foram importados para o Cytoscape em que foi
definido que das duas proteinas que constituem o par de interacdo, uma seria a
fonte da interacdo (proteina um) e a outra o alvo da interacéo (proteina dois). O
tipo de interacéo escolhida foi a classificacdo organismo-organismo mencionado

anteriormente.
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Interaction Definition
Source Interaction Interaction Type Target Interaction

:C:qumn 1 v: €» :Cnlumn 5 v: €» :Column 2 ':

@ Columns in BLUE will be loaded as EDGE ATTRIBUTES.

Advanced
[] Show Text File Import Options

Preview
Text File Left Click: Enable/Disable Column, Right Click: Edit Column
VHC_PPIs.bd
W P1 o P2 X Binary PPIR... X PPl Score « PPl Type
Q99436 Q13557 1 1 HUMAN-HUM... -
Q13817 P30042 1 1 HUMAN-HUM... |
Q13618 QB8NES3 1 1 HUMAN-HUM...
PO5161 P38606 1 1 HUMAN-HUM...
G3ZAVS G3ZYNT 1 1 MICRO-MICRO
QBACYS PE8104 1 1 MICRO-HUMAN
P40189 Q05655 1 1 HUMAN-HUM...
QSNSD9 PE3104 1 1 HUMAN-HUM...
075078 PE1956 1 1 HUMAN-HUM...
Q15717 D2NSF5 1 1 HUMAN-MICRO -
’ Import ] ’ Cancel ]

Figura 1 — Dados importados para o programa Cytoscape, com a definicdo da fonte e alvo de
interacdo, assim como a classificacdo do tipo de interacao.

Um ficheiro com os atributos dos ndés foi também importado, onde
constava a informacao referente aos microrganismos e processos bioldgicos,
extraida da base de dados do UniProt, pertencente a cada proteina presente na

nossa rede de interagoes.
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@ Import Attribute from Table

Data Sources
Attributes (@) Node () Edge () Network

Input File -actoma®:200ral/Alunos¥20MIMD/ André/Ultimos% 20dados%20 Cytoscape:2006-06-13/Output® Select File(s)

Advanced

Preview
Text File Left Click: Enable/Disable Column, Right Click: Edit Column Legend:
Tabela%:20porss20genero.txt Key Attributes
I ¥’ Protein «/ Status «” Name <« Gene Name < Organism %’ Length
Q5UPws reviewed | Unchar... MIMI R282 Acantham... 181 -
B3MEX0 reviewed | Methio... | metG Dtpsy ... | Acidovorax 688 |;|
B7I12Z1 unreviewed | Heavy ... ABS57 0301 Acinetoba... 298 (=S
B7GZZ2 | unreviewed | Transc... | rho ABBFA 0... | Acinetoba... 422
B2HY75 |unreviewed | Transc... | ACICU 01408 | Acinetoba... 313 2
ASM2AE | unreviewed | Unchar... A1S5 0589 Acinetoba... 167
QE6FDVO reviewed | Malony... | bioC ACIADO... | Acinetoba... 255
QEFD85 reviewed | Urease... | ureA ACIAD1... | Acinetoba... 100
ATBB77 | unreviewed | Phosp... | ACTODO 008... | Actinomyc... 177
ATB9Y1 |unreviewed | Chaper...| dnakK ACTOD... | Actinomyc... 611
ATBESP8 |unreviewed | 305 rib... | rpsG ACTOD... | Actinomyc... 156
ATBD89 | unreviewed | Acetola... | ilvB ACTODO... | Actinomyc... 588
ATBDD8 | unreviewed | 30S rib... | rpsB ACTOD... | Actinomyc... 275 -
Key-Value Matched: 0 First 100 entries are loaded for preview. File Size: 531 KBytes | Import | | cancel

Figura 2 — Dados importados para o programa Cytoscape, com a informacgdo referente aos
microrganismos.

O layout escolhido para a visualizagdo das redes de interacao foi o que
colocava as proteinas por organismo, uma vez que seria o de mais facil

compreensao e visualizacdo, devido ao grande numero de dados.
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Layout| Plugins Help

Align and Distribute

Rotate

Scale

Settings...

Cytoscape Layouts * Attribute Circle Layout 4 (none)

JGraph Layouts L Circular Layout Mame

¥ yFiles ! Degree Sorted Circle Layout Status

Edge-Weighted Force-Directed (BioLayout) cytoscape.alias.list
Edge-Weighted Spring Embedded L canonicalMame
Force-Directed Layout L Lenath
Grid Layout Gene Name
Group Attributes Layout L Organism
Hierarchical Layout Protein

Inverted Self-Organizing Map Layout
Spring Embedded

Figura 3 - Escolha do layout, recorrendo as ferramentas informéticas do programa
Cytoscape.

3.3. Andlise da classificacdo ontoldégica das proteinas presentes nos
organismos em estudo

Para se obterem as ontologias referentes as proteinas envolvidas nas
interacbes dos géneros Aggregatibacter, Porphyromonas, Rothia e
Streptococcus, foi utilizada a ferramenta bioinformética UniProtKB, inserindo os
codigos de acesso correspondentes as proteinas identificadas. Esta base de
dados possui informacao estrutural e funcional sobre cada proteina, bem como
0os seus diferentes nomes, estados de revisdo, organismos onde foram

identificadas, dominios, interacdes, estruturas tridimensionais, entre outros.
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Search Blast Align Retnieve

Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtkB)  [=] ||

WELCOME
The mission of UniProt is to provide the scientific community with a

comprehensive. high-quality and freely accessible resource of protain sequence
and functional information

What we provide
UniProtkB Protein knowledgebase, consists of two sections
¥ Swiss-Prot, which is manually annotated and
reviewed

¥ TIEMBL, which is automatically annotated and is
not reviewed

Includes complete and reference proteome sets

UniRef Sequence clusters, used to speed up sequence similanty
searches
UniParc Sequence archive, used to keep track of sequances and

their identifiers
Supporting data  Literature citations, taxonomy. keywords, subcellular

locations. cross-referenced databases and more

Getting started

o Text search
o Sequence similanty searches (BLAST)
o Sequence alignments

1D Mapping

[ Search | [ Advanced Search » | [ Clear |

NEWS 0

UniProt release 2013_07 - Jun 26, 2013
How to go green, or red?
» Statistics for UniProtkKB
Swiss-Prot - TIEEMBL
» Forthcoming changes
» News archives
W Follow @uniprot 622 followers

SITE TOUR

Learn how to make best use of the tools and data on this site

PROTEIN SPOTLIGHT

Figura 4 — Pagina de rosto da base de dados do UniprotKB.

bY

Nesta base de dados, recorreu-se a seccao search, inserindo-se os

respetivos codigos das proteinas identificadas.

Search Blast Align Retrieve ID Mapping
Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtKB) El | | Search ] [ Advanced Search » ] [ Clear]

Figura 5 — Seccéo search da base de dados do UniprotKB.

A ferramenta retrieve permitiu obter informacdes especificas e adaptadas

as necessidades do utilizador para as proteinas anteriormente obtidas.

Search Blast Align Retrieve 1D Mapping
of file

Help

| Escolher ficheiro | Nenhum ficheiro selecionada
Retrieve
Claar

Enter or upload a kst of UniProt
nioad the comresponding

Figura 6 — Ferramenta retrieve da base de dados do UniprotKB.
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De seguida, foram selecionadas as caracteristicas de interesse ao estudo
das proteinas, tendo sido escolhidos o nome da proteina, funcdo, localizacédo
celular, microrganismo da qual origina, identificacdo da ontologia e descricao da
ontologia. Apoés as informacgdes de interesse terem sido selecionadas, foi feito o
download de um ficheiro .xlsxw, e a tabela foi posteriormente trabalhado no
Microsoft Excel® 2013.

Results

Columns Rows

D Show » F'ruteuj names Up 25 ¥ Save

Cross-reference Organism

Date of creation « Hide Gene ontology (GO) Down Reset

Date of last modification Gene ontology 1Ds = I
ificati Subcellular location ZLEE

Date of last sequence modification Help U

Disease

Domains M

Figura 7 — Obtencdo da informagcdo sobre as proteinas identificas, utilizando a ferramenta
customize da base de dados do UniprotKB.

Apébs termos obtido as informacgfes selecionadas de todas as proteinas,
foram identificadas aquelas que possuiam ontologias com maior relevancia para
a interacdo com o hospedeiro, homeadamente as que dizem respeito a
ontologias extracelulares como sendo Extracellular Region (GO:0005576),
Plasma Membrane (G0O:0005886) e Cell Wall (GO:0005618).

Identificadas as proteinas que possuiam ontologias extracelulares, foi
realizada uma rede de interacdes individual para cada proteina, para se poder
efetuar um estudo mais detalhado sobre as mesmas, assim como uma pesquisa

bibliografica com recuso a ferramenta de pesquisa avancada do portal PubMed,

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), usando como palavras-chave o nome
das proteinas identificadas, assim como os termos MeSH: “interaction domains”,
“‘interatomic”, “host-pathogen interaction”. Com base nos artigos recolhidos, foi
possivel adicionar informacao sobre as interacdes realizadas pelas proteinas em

questéao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Interatoma da cavidade oral

O algoritmo Oralint foi aplicado no estudo de 3572 proteinas de origem
humana e bacteriana que estabelecem entre si exclusivamente interacdes de

elevada confiancga (Probabilidade = 1-10"7) (3).

Figura 8 — Interac8es estabelecidas entre as proteinas orais humanas e bacterianas. Os ngs arosa
representam as proteinas produzidas pelos organismos de origem microbiana, enquanto os nés a
azul representam as proteinas orais de origem humana. Podemos ainda observar as proteinas
produzidas pelo organismo Aggregatibacter a parpura, Porphyromonas a vermelho, Streptococcus
a verde, e por Ultimo Rothia, a amarelo. As interacdes estabelecias entre proteinas de origem
humana encontram-se a azul, a verde as realizadas entre proteinas humanas e microbianas,
enquanto as interagcdes estabelecidas entre proteinas microbianas encontram-se a amarelo.
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Na visualizacdo das redes de interacdo, cada n6 representa uma proteina
produzida por um organismo distinto, ligados entre si por interacées que foram
ponderadas consoante o tipo de interacao estabelecida com base na origem do
organismo (humano ou bacteriano). Esta abordagem originou uma rede global
de interacdo unica com um total de 97032 intera¢cdes entre as 3572 proteinas,
como pode ser observado na figura 8.

Das 3572 proteinas presentes, a maioria (2747 ou 77%) sao de origem
humana, sendo as bacterianas representadas por apenas 825 proteinas, o0 que

corresponde a 23%, como se pode observar na figura 9.

Representacao da distribuicao do niumero
de proteinas.

W Bactérias; 825;
23%

B Homo Sapiens

M Bactérias

B Homo Sapiens;
2747;77%

Figura 9 — Distribuicdo do nimero total de proteinas humanas e bacterianas analisadas pelo
algoritmo Oralint.

Este resultado é inesperado face ao numero de microrganismos diferentes
que se sabe colonizarem a cavidade oral. Assim, o facto de 77% das proteinas
terem origem num Unico organismo (Homo sapiens), enquanto os restantes 274
organismos dao origem apenas a 23% das proteinas presentes, permite
suspeitar que a cobertura em termos de proteinas microbianas identificadas é
muito baixa.

As 3572 proteinas identificadas estabelecem entre si 97032 interacdes,
em que 84196 ou 87% do total das interacbes é estabelecido entre proteinas
humanas, 11853 ou 12% entre proteinas bacterianas e humanas, e apenas 983

30



ou 1% corresponde a interacdes bacterianas como pode ser observado na figura
10.

Representac¢ao da distribuicao dos tipos de
interagao.

@ 11853;12%

W 983; 1%

B Humano - Humano
® Microbiana - Microbiana

® Humano - Microbiana

W 84196; 87%

Figura 10 - Distribuicdo do numero total dos diferentes tipos de interacdo estabelecidos entre as
proteinas identificadas pelo algoritmo Orallnt.

O numero de interacdes estabelecidas entre proteinas bacterianas é
escasso, podendo ser explicado pela falta de cobertura de proteinas de origem
bacteriana identificadas mas também pela falta de anotagdo que a maioria
destas proteinas tem nas bases de dados.

A maioria das espécies bacterianas é identificada por poucas proteinas
(uma ou duas), sendo a espécie Rothia mucilaginosa aquela em que foi
identificada um maior nimero de proteinas como se pode observar na figura 11.

No que diz respeito ao numero de proteinas de origem microbiana
presentes por género de microrganismo, o0 género Streptococcus € 0 que possui
um maior numero de proteinas como se pode constatar na figura 12, seguido por
Rothia com 53 proteinas, Lactobacillus com 43 proteinas e por ultimo Neisseria

com 38 proteinas, sendo estes 0s géneros com maior representacgao.
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Representacao do numero de proteinas de
origem microbiana presentes por espécie

de microrganismo

Rothia

mucilaginosa; 53 Actinomyces

odontolyticus ATCC
17982; 30

Escherichia coli; 30

Streptococcus
pneumoniae; 27

Lactococcus lactis;

16
Streptococcus

salivarius; 15
Bacillus subtilis; 14
Haemophilus
influenzae; 14
Helicobacter pylori; 13

Pseudomonas
aeruginosa; 13
De/ft/a ac1dovorans;

Nelsser/a subflava
eptotrlch/a
buccalis; 11
Rhizobium loti; 11

Pseudomonas
fluorescens; 10

Streptococcus
gordonii; 10

Figura 11 — Numero de proteinas de origem microbiana presentes por espécie de organismo na
cavidade oral, ianalisadas pelo algoritmo Oralint.

Da andlise da figura 11 podemos concluir a presenca de 195 espécies
microbianas, sendo a quase totalidade destas bactérias. Surgem também
proteinas de uma levedura Saccharomyces cervisae, e de dois virus
Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV) e Carnation etched ring virus
(CERV). A espécie de microrganismos presente na cavidade oral, que possui um
maior nimero de proteinas é Rothia mucilaginosa. A barra do grafico que se
encontra legendada com o nome “Outros” representa o conjunto das 179
espécies de microrganismos cuja identificacao resulta num nimero de proteinas

compreendidas entre 1 e 10.
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Uma vez que a quantidade de proteinas que representa cada espécie é
muito heterogénea, e de maneira a podermos incluir mais espécies nesta
representacdo, optou-se por realizar também uma analise por género de

organismo, como se pode observar na figura 12.

Representacao do niumero de proteinas de
origem microbiana presentes por género de
microrganismo

B Neisseria; 38

B Actinomyces; 35

B Lactobacillus; 43 B pPseudomonas; 32

[ ] illus:
B Rothia; 53 Bacillus; 30

W Streptococcus; 77 B Escherichia; 30

B Campylobacter; 24

B Prevotella; 23

Aggregatibacter; 21
B Haemophilus; 18
I = Staphylococcus;
18

I Leptotrichia; 17

Lactococcus; 16
B Enterobacter; 13

I Helicobacter; 13

Delftia; 12

B OQutros (93 géneros);
289

\

Porphyromonas; 12

Rhizobium; 11

Figura 12 — Género de microrganismos que produzem um maior numero de proteinas presentes na
cavidade oral, identificadas pelo algoritmo Oralint.

A andlise da figura 12 indica que o género de microrganismos presente
na cavidade oral, em que existe uma maior representagdo em termos de

proteinas é Streptococcus, seguido de Rothia e Lactobacillus. A fatia do gréfico
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que se encontra legendada com o nome “Outros” representa o conjunto de 93
géneros de microrganismos cuja identificacdo resulta num nimero de proteinas
compreendidas entre 1 e 10, pelo que se pode concluir que a maioria dos

organismos € representada por um numero reduzido de proteinas.

4.1.2. Interatoma da cavidade oral — Interagdes por organismo

Figura 13 — Rede de InteragBes estabelecida entre distintos organismos presentes na cavidade oral.
Os nds arosarepresentam 0s organismos de origem microbiana, enquanto o né que se encontra a
azul representa o organismo Homo sapiens. As intera¢fes estabelecias entre organismos de origem
humana e bacteriana encontram-se averde, enquanto as interagdes estabelecidas entre organismos
de origem microbiana se encontram a amarelo.

O algoritmo Oralint foi aplicado as proteinas depositadas no OralOme

(3) que representam 285 organismos, 1 de origem humana e 284 de origem

bacteriana, proporcionando uma rede global de interacdo Unica com um total de
1139 interagdes entre 285 organismos, como pode ser observado na figura 13.

Podemos observar que os organismos dispostos em forma de circulo que

se encontram no canto superior esquerdo, realizam um menor nimero de

interacOes, sendo que 0s organismos que se situam progressivamente a direita

e inferiormente aos mesmos, estabelecem sucessivamente um maior nimero de
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interacOes, encontrando-se assim nesta ordem de ideias 0 organismo com 0
maior nimero de intera¢des no canto inferior esquerdo.

Se excluirmos as interagdes realizadas dentro de cada organismo e
considerarmos que na figura 13 cada noé representa um organismo distinto,
verificamos que o organismo que realiza um maior niumero de interacdes € Homo
sapiens, uma vez que este estabelece 284 interacdes, interagindo com todos os
organismos a excecdo da Serratia proteamaculans (strain 568). Com 48
interagcdOes a Rothia mucilaginosa (strain DY-18) (Stomatococcus mucilaginosus)
e 0 Lactococcus lactis subsp. lactis (strain IL1403) (Streptococcus lactis) sao os
organismos microbianos com o maior numero interacdes estabelecidas. A
maioria dos organismos estabelece apenas 1, 2 ou 3 interagdes, existido um total
de 175 organismos distribuidos apenas nestas trés categorias, em que 111
organismos estabelecem apenas uma interacdo, 34 estabelecem duas

interacOes e 30 organismos realizam trés interacoes.

4.1.3. Interatoma da cavidade oral — Interacdes entre organismos
microbianos

N

| WA T

Figura 14 — Rede de Interacdes estabelecida entre os distintos organismos microbianos presentes na cavidade
oral. Os n6és a azul representam o0s organismos de origem microbiana. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans a purpura, Porphyromonas gingivalis a vermelho, Streptococcus mutans a verde, e
Rothia mucilaginosa a amarelo.
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Na figura 14, podemos observar que 0s organismos microbianos
dispostos em forma de circulo que se encontram no canto superior esquerdo,
realizam um menor nimero de interagdes, sendo que 0s organismos que se
situam progressivamente a direita e inferiormente aos mesmos, estabelecem
sucessivamente um maior numero de interacdes, encontrando-se assim o0
organismo com o maior numero de interagdes no canto inferior direito. Obteve-
se a representacdo de 284 organismos de origem microbiana, que estabelecem

entres si 855 interacdes de elevada confianca.

4.2. Interatoma Humano — Microbiano da cavidade oral

Foi feita uma analise mais pormenorizada das interacfes estabelecidas
por quatro microrganismos existentes na cavidade oral que se sabe terem um
papel importante na etiologia de patologias orais, Aggregatibacter,

Porphyromonas, Streptococcus, e Rothia.

4.2.1. Aggregatibacter

O algoritmo Oralint identifica a participacdo de 4 proteinas de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans em 188 interagdes com 10 proteinas
humanas e 33 proteinas microbianas. E de salientar que as 4 espécies de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aggregatibacter
actinomycetemcomitans D17P-3, Aggregatibacter actinomycetemcomitans D7S-
1, Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotype a str. H5P1,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotype d str. 163B) estabelecem
exatamente o mesmo numero de interacdes (47) e com as mesmas proteinas,
uma vez que a proteina TypA protein € idéntica para as 4 espécies. A TypA
protein encontra-se ligada a processos de ligagdo ao GTP, assim como a
atividade de GTPase.

O facto de de estabelecerem o mesmo numero de interacoes, e de
interagirem com as mesmas proteinas deu origem a uma rede de interacdes

interessante apenas do ponto de vista estético devido a sua simetria, como se
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pode observar na figura 15 mas que corresponde a uma repeti¢cdo da informacéao
biologica.

Figura 15 — Rede de interacdes estabelecidas pelas proteinas bacterianas
orais de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (pUrpura) com as
proteinas orais humanas (azul) e com as proteinas orais bacterianas
interatuantes com Aggregatibacter actinomycetemcomitans (rosa).

4.2.2. Porphyromonas

O algoritmo Oralint foi aplicado ao estudo de 12 proteinas pertencentes
ao género Porphyromonas, sendo 8 de Porphyromonas gingivalis, 2 de
Porphyromonas endodontalis e 2 de Porphyromonas uenonis. Que estabelecem
um total de 286 interac6es, com 111 proteinas humanas e 40 proteinas
microbianas. A espécie Porphyromonas gingivalis é aquela que estabelece o
maior numero de interacbes deste género (233), seguindo-se pela
Porphyromonas uenonis (30) e por ultimo Porphyromonas endodontalis (23)

como se pode observar na figura 16.
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Figura 16 — Rede de interacdes estabelecidas pelas proteinas bacterianas orais
de Porphyromonas (vermelho) com as proteinas orais humanas (azul) e com as
proteinas orais bacterianas interatuantes com Porphyromonas (rosa). Com um
simbolo (triAngulo) e cor diferentes (vermelo escuro) estd a enolase de
Porphyromonas gingivalis cujas intera¢c8es especificas mais interessantes séo
exploradas.

Na figura 16 as proteinas que estabelecem apenas uma interagao,
encontram-se no circulo exterior, enquanto as proteinas que estabelecem duas
ou mais interac6es como o caso das proteinas pertencentes a Porphyromonas,
se encontram no circulo interior. A analise da rede de interacBes permitiu
identificar uma proteina de Porphyromonas gingivalis, a Q7MTV8, Enolase (EC
4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-phosphoglycerate
dehydratase), identificada na imagem 16 com forma triangular e a coloracao mais
escura, cujas ontologias (cell surface e extracellular region) apresentam maior
potencial de interesse para a interacdo com o hospedeiro. A figura que se segue
expOe a rede de interacOes dessa proteina em detalhe.
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Figura 17 — Rede de interacdes estabelecida pela proteina Q7MTV8, Enolase (EC 4.2.1.11) (2-
phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-phosphoglycerate dehydratase) de Porphyromonas
gingivalis (vermelho) com proteinas orais de origem humana (azul) e com as proteinas orais
bacterianas (rosa)

A
| P10324 |
&

Através da analise da figura 17, foi possivel identificar duas proteinas que
interatuam com a Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-
phosphoglycerate dehydratase) ja descritas anteriormente em trabalhos
publicados (82-85), assim como sete interagdes novas, propostas pelo algoritmo
Oralint que ndo foram descritas em trabalhos anteriores num total de 9
interacOes estabelecidas. A anotacdo das interacdes com maior potencial de

interesse podem ser observadas nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 — Relevancia das Interacdes estabelecidas pela proteina Q7MTV8, Enolase (EC 4.2.1.11) (2-
phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-phosphoglycerate dehydratase) de Porphyromonas gingivalis,
j& documentadas.

Proteina

Cddigo _ X . .
com a qual Organismo Relevancia da interagéo

_ UniProtkB
interatua

A enolase prejudica o normal
funcionamento da amyloid beta 4,

) diminuindo a sua expressao (82, 83). No
Amyloid Homo

beta A4 P05067 sapiens
protein (Human)

entanto o facto de este recetor
membranar estar sobretudo presente nas
membranas dos neuronios faz com que a
relevancia biologica da interacdo seja
nula para a cavidade oral.

A enolase apresenta-se como uma
ligacao altamente especifica a

fibronectina, revelando ainda que a
Homo o o
_ _ _ fibronectina é o principal ligando da
Fibronectin P02751 sapiens ) i L
enolase. Assim podera haver uma ligacéo
(Human)

da bactéria a matriz extracelular (84, 85).
Promovendo a colonizac¢ao dos tecidos da

cavidade oral.
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Tabela 2 - Relevancia das InteragfGes estabelecidas pela proteina Q7MTV8, Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-phosphoglycerate
dehydratase) de Porphyromonas gingivalis, propostas pelo algoritmo Oralint.

Proteina com a qual Cddigo
interatua UniProtkB

Organismo Relevancia da interagcédo

Pode interferir em processos como o transporte de dioxido de carbono,
excrecao, odontogénese, secrecao salivar.

Pode prejudicar ou alterar a atividade do recetor de ativagdo do fator de
crescimento epidermal, a via de sinalizacdo do fator de crescimento
fibroblastico, a resposta imune e inata, a ativagéo da atividade da fosfolipase
A2 na sinalizagcdo mediada pelo calcio, a proliferagdo celular, a adeséo célula
— célula, a regulagéo negativa do processo apoptotico, a regulagéo negativa
da via de sinalizacdo do fator de crescimento epidermal, a ossificagéo, a
regulac@o positiva da proliferacdo fibroblastica, a atividade do recetor de
sinalizacé@o da proteina tirosina cinase.

Aquaporin-5 P55064 Homo sapiens (Human)

Epidermal growth
factor receptor (EC P00533 Homo sapiens (Human)
2.7.10.1)

Ubiquitin-like protein
ISG15 (Interferon-
induced 15 kDa
protein)
Interleukin enhancer-
binding factor 3
Cullin-associated

NEDD8.-d|ssomated 086VP6 Homo sapiens (Human) Altera¢Bes na diferenciagéo celu[ar, assim como, no complexo ubiqutin
protein 1 (p120 ligase.

Alteracdo na sinalizagdo célula-célula, resposta da defesa contra bactérias

P05161 Homo sapiens (Human) e contra Virus

Q12906 Homo sapiens (Human) Alteracdo na resposta a defesa contra virus.

CAND1)
Outer membrane Pasteurella multocida . N
protein P6 (OMP P6) Q51886 (strain Pm70) Suspeita de que se podem encontrar em coocorréncia.
Haemophilus influenzae
Outer membrane P10324 (strain ATCC 51907/ Suspeita de que se podem encontrar em coocorréncia
protein P6 (OMP P6) DSM 11121 / KW20 / P q P '
Rd)
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4.2.3. Rothia

Foram analisadas 53 proteinas pertencentes ao género Rothia, 10
pertencentes a Rothia mucilaginosa atcc 25296 e 43 pertencentes a Rothia
mucilaginosa (strain dy-18) (stomatococcus mucilaginosus), que estabelecem
um total de 687 interacbes, com 158 proteinas humanas e 111 proteinas
microbianas. A espécie Rothia mucilaginosa (strain dy-18) (stomatococcus
mucilaginosus) é aquela que estabelecem o maior numero de interagcdes (557),
seguindo-se pela Rothia mucilaginosa atcc 25296 (112) como se pode observar

na figura 18.

Figura 18 — Rede de Interacdes estabelecida pelas proteinas bacterianas orais do género
Rothia (amarelo) com as proteinas orais h.umanas (azul) e com as proteinas orais
bacterianas interatuantes com Rothia (rosa).
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A figura 18 representa 0 numero de interacdes estabelecidas pelas
diversas proteinas. As proteinas que estabelecem apenas uma interacao,
encontram-se no circulo exterior, enquanto as proteinas que estabelecem duas
ou mais interacdes encontram-se no circulo interior. Como podemos observar,
todas as proteinas de Rothia encontram-se no circulo interior, com a excecao da
Fructose-1,6-bisphosphatase, Endopolygalacturonase e da 30S ribosomal

protein S17.

4.2.3.1. Rothia mucilaginosa atcc 25296

Através da analise da rede de interacdes da figura 8, foi possivel identificar
duas proteinas de Rothia mucilaginosa atcc 25296, a C6RE2 Extracellular basic
protease (EC 3.4.21.-) e a C6R624 Extracellular solute-binding protein, family 5
que devido a sua ontologia (Extracellular region) apresentam maior potencial de
interesse para a interacdo com o hospedeiro. A figura que se segue expde essas

mesmas interacdes ao detalhe.

TN
 c6Re24 |

Figura 19 — Rede de interacBes estabelecida pelas
proteinas C6RE2 Extracellular basic protease (EC
3.4.21.-) e a C6R624 Extracellular solute-binding protein,
family 5 de Rothia mucilaginosa atcc 25296 (amarelo)
com proteinas orais de origem humana (azul).
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Através da andlise da figura 19 foi possivel identificar seis interacdes
propostas pelo algoritmo Oralint, estabelecidas pelas duas proteinas de Rothia
mucilaginosa atcc 25296 que ndo foram descritas em trabalhos anteriores. A
anotacdo das interacbes com maior potencial de interesse podem ser

observadas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Relevancia da Interagao estabelecida pela proteina C6R4E2 Extracellular basic protease
(EC 3.4.21.-) de Rothia mucilaginosa atcc 25296, proposta pelo algoritmo Oralint.

Proteina com a Cadigo

Organismo Relevancia da interagédo

gual interatua  UniProtkKB

Pode prejudicar ou alterar a atividade
do recetor de ativagdo do fator de
crescimento epidermal, a via de
sinalizagcdo do fator de crescimento
fibroblastico, a resposta imune e inata,
a ativacdo da atividade da fosfolipase

Epidermal H A2 na sinalizagdo mediada pelo célcio,
omo
growth factor _ a proliferacao celular, a adesao célula —
P0O0533 sapiens i . .
receptor (EC célula, a regulacdo negativa do
(Human) . .
2.7.10.1) processo apoptoético, a regulagdo

negativa da via de sinalizacdo do fator
de crescimento epidermal, a
ossificacdo, a regulacdo positiva da
proliferacéo fibroblastica, a atividade do
recetor de sinalizagdo da proteina

tirosina quinase.

Cullin-
associated . |
NEDDS8 Homo Alteracdes na diferenciacéo celular,
di iated Q86VP6 sapiens assim como, no complexo ubiqutin
issociate
protein 1 (p120 (Human) ligase.
CAND1)
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Tabela 4 - Relevancia das InteracOes estabelecidas pela proteina C6R624 Extracellular solute-
binding protein, family 5 de Rothia mucilaginosa atcc 25296 proposta pelo algoritmo Oralint.

Proteinacoma  Cddigo

UniProtkB

Organismo

qual interatua

Relevancia da interagéo

_ Homo Pode levar a alteragbes na resposta
Amyloid beta ) _ _ _
) P05067 sapiens imune e inata, assim como no processo
A4 protein _ .
(Human)  deinducé&o da apoptose.
Pode alterar a organizacdo e estrutura
Homo da matriz extracelular, migracao
Fibronectin P02751 sapiens leucocitaria, desgranulacéo plaquetaria
(Human)  assim como provocar alteragdo na
regulagéo da forma da célula.
Pode prejudicar ou alterar a atividade
do recetor de ativagdo do fator de
crescimento epidermal, a via de
sinalizagdo do fator de crescimento
fibroblastico, a resposta imune e inata,
a ativacdo da atividade da fosfolipase
Epidermal A2 na sinalizacao mediada pelo célcio,
growth factor 00533 Homo a proliferacédo celular, a adesao célula —
receptor (EC sapiens célula, a regulacdo negativa do
2.7.10.1) processo apoptético, a regulagao
negativa da via de sinalizagdo do fator
de crescimento epidermal, a
ossificagdo, a regulacdo positiva da
proliferagéo fibroblastica, a atividade do
recetor de sinalizacdo da proteina
tirosina quinase.
Cullin-
associated . . o
Homo Alteragdes na diferenciagéo celular,
NEDDS8- ) ) o
_ _ Q86VP6 sapiens assim como, no complexo ubiqutin
dissociated )
_ (Human) ligase.
protein 1 (p120
CAND1)
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4.2.3.2. Rothia mucilaginosa (strain dy-18) (stomatococcus
mucilaginosus)

O algoritmo Oralint foi aplicado ao estudo 4 proteinas de Rothia
mucilaginosa (strain dy-18) (stomatococcus mucilaginosus), a D2NNZ2
Uncharacterized protein conserved in archaea, D2NPQ4 ABC-type dipeptide
transport system, periplasmic component, a D2NPZ7 Subtilisin-like serine
protease e a D2NRY1 Molybdopterin-binding protein, que devido as suas
ontologias (Cell Wall) apresentam maior potencial de interesse para a interagéo
com o hospedeiro. A figura que se segue expfe essas mesmas interacdes ao
detalhe.

D2NRY1
\\..__ o

~

-'/ ),
D2NNZ2
S

Figura 20 - Rede de interagc8es estabelecida pelas proteinas D2NNZ2
Uncharacterized protein conserved in archaea, D2NPQ4 ABC-type dipeptide
transport system, periplasmic component, D2NPZ7 Subtilisin-like serine
protéase, D2NRY1l Molybdopterin-binding protein e a D2NRY1
Molybdopterin-binding protein de Rothia mucilaginosa (strain dy-18)
(stomatococcus mucilaginosus) a (amarelo) com proteinas orais de origem
humana (azul).
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Através da analise da figura 20 foi possivel identificar onze interacdes
estabelecidas pelas proteinas de Rothia mucilaginosa (strain dy-18) (stomatococcus
mucilaginosus) sendo que duas dessas interacdes ja foram descritas anteriormente em
trabalhos publicados, enquanto as restantes seis séo intera¢cdes novas, propostas pelo
algoritmo Orallnt e que ndo foram descritas em trabalhos anteriores. A anotacao das
interagbes com maior potencial de interesse podem ser observadas nas tabelas 5, 6, 7
e 8.

Tabela 5 — Relevancia das Interagdes estabelecidas pela proteina D2NNZ2 Uncharacterized protein
conserved in archaea, de Rothia mucilaginosa (strain dy-18) (stomatococcus mucilaginosus).

Proteina com

Cédigo : o
a qual _ Organismo Relevancia da interacéo
. UniProtKB
interatua
) Homo Pode levar a alteragbes na resposta
Amyloid beta _ _ _ )
) P05067 sapiens imune e inata, assim como No Processo
A4 protein _ _
(Human) de inducéo da apoptose.
Pode alterar a organizacéo e estrutura
Homo da matriz extracelular, migracéo
Fibronectin P02751 sapiens leucocitéria, desgranulagéo plaquetaria
(human) assim como provocar alteracdo na
regulagéo da forma da célula.
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Tabela 6 — Relevancia das Interac8es estabelecidas pelas proteinas D2NPQ4 ABC-type dipeptide
transport system, periplasmic componente e D2NRY1 Molybdopterin-binding protein de Rothia
mucilaginosa (strain dy-18) (stomatococcus mucilaginosus).

Proteina com a Cadigo

Organismo Relevancia da interagéo

qual interatua  UniProtkKB

Pode prejudicar ou alterar a atividade
do recetor de ativagdo do fator de
crescimento epidermal, a via de
sinalizagdo do fator de crescimento
fibroblastico, a resposta imune e inata,
a ativacdo da atividade da fosfolipase

Epidermal H A2 na sinalizacao mediada pelo célcio,
omo
growth factor ) a proliferacédo celular, a adesao célula —
P0O0533 sapiens i ~ .
receptor (EC célula, a regulacdo negativa do
(Human) » .
2.7.10.1 processo apoptético, a regulagédo

negativa da via de sinalizagdo do fator
de crescimento epidermal, a
ossificagdo, a regulacdo positiva da
proliferagéo fibroblastica, a atividade do
recetor de sinalizacdo da proteina

tirosina quinase.

Pode alterar a organizacdo e estrutura

Homo da matriz extracelular, migracdo

Fibronectin P02751 sapiens leucocitaria, desgranulacéo plaquetaria
(Human) assim como provocar alteracdo na

regulacéo da forma da célula.

Cullin-
associated . ‘
NEDDS Homo AlteragcBes na diferenciacgéo celular,
- - sapiens assim como, no complexo ubiqutin
d ted Q86VP6 i i | biauti
issociate
protein 1 (p120 (Human) ligase.
CAND1)

48



Tabela 7 — Relevancia das Interacbes estabelecidas pela proteina D2NPZ7 Subtilisin-like serine
protease de Rothia mucilaginosa (strain dy-18) (stomatococcus mucilaginosus).

Proteina com

Cadigo . a0 . =
a qual Organismo Relevancia da interacéo

_ UniProtkB
interatua

O inibidor de protéase serina Kazal tipo
1 (SPINK1) é expresso em células

acinares pancreaticas normais
_ humanas, assim como em diversos
Epidermal _
Homo tumores. Em linhas celulares de cancro
growth factor _ )
P00533 sapiens de pancreas esta protéase medeia a

receptor (EC

(Human)  proliferacdo celular através da cascata
2.7.10.1)

da proteina cinase ativadora mitogénica,
gracas a sua ligagdo com o recetor do
fator de crescimento epidermal (EGFR)
(86, 87).

HTRA1 (protéase serina secretada

Homo
_ _ _ altamente conservada) induz protedlise
Fibronectin P02751 sapiens ] ]
da fibronectina, resultando  em

(Human) _
fragmentos de diversos tamanhos (88).
_ Homo Alteracdes na diferenciacéo celular,
Cullin (p120 _ ) o
Q86VP6 sapiens assim como, no complexo ubiqutin
CAND1) )
(Human) ligase.
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Tabela 8 - Relevancia das Interac8es estabelecidas pela proteina D2NRY1, Molybdopterin-binding
protein de Rothia mucilaginosa (strain dy-18) (stomatococcus mucilaginosus).

Proteinacoma  Cddigo

. _ Organismo Relevancia da interagéo
qual interatua  UniProtkKB

Pode prejudicar ou alterar a atividade
do recetor de ativacdo do fator de
crescimento epidermal, a via de
sinalizagdo do fator de crescimento
fibroblastico, a resposta imune e inata,

a ativagdo da atividade da fosfolipase

Epidermal H A2 na sinalizacdo mediada pelo célcio,
omo
growth factor ) a proliferacdo celular, a adesao célula —
P0O0533 sapiens i . _
receptor (EC célula, a regulacdo negativa do
(Human) N .
2.7.10.1 processo apoptotico, a regulagéo

negativa da via de sinalizacdo do fator
de crescimento epidermal, a
ossificagdo, a regulacdo positiva da
proliferacéo fibroblastica, a atividade do
recetor de sinalizacdo da proteina

tirosina quinase.

Pode alterar a organizacéo e estrutura

Homo da matriz extracelular, migracéo

Fibronectin P02751 sapiens leucocitaria, desgranulacao plaquetaria
(Human) assim como provocar alteracdo na

regulagéo da forma da célula.

Cullin-
associated . |
NEDDS Homo Alteracdes na diferenciacéo celular,
di iated Q86VP6 sapiens assim como, no complexo ubiqutin
issociate
protein 1 (p120 (Human) ligase.
CAND1)
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4.2.4. Streptococcus

Das 79 proteinas pertencentes ao género Streptococcus, 27 eram de
Streptococcus pneumoniae, 15 de Streptococcus salivarius, 10 de Streptococcus
gordonii, 9 de Streptococcus pyogenes, 8 de Streptococcus agalactiae, 7 de
Streptococcus mutans, 2 de Streptococcus lactis e 1 de Streptococcus
dysgalactiae, que estabelecem um total de 1309 interacdes, com 277 proteinas
humanas, e 78 proteinas microbianas. A espécie Streptococcus pneumoniae €
aguela que estabelece um maior numero de interacbes, com um total de 468
interacOes, obtendo-se assim um resultado espectavel uma vez que esta é a
espécie com maior representacdo em termos de proteinas.

Na figura 21 podemos observar a rede de interagdes criada para o
organismo Streptococcus com proteinas humanas, e na figura 22 as interaces

com as proteinas bacterianas.

Figura 21 - Rede de Interac8es estabelecida pelas proteinas bacterianas orais do género
Streptococcus (verde) com as proteinas orais humanas (azul).

Através da analise da figura 21, podemos observar que as proteinas
microbianas e humanas dispostas em forma de circulo que se encontram no
canto superior esquerdo realizam um menor nimero de interacdes, sendo que

as proteinas que se situam progressivamente a direita e inferiormente as
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mesmas, estabelecem sucessivamente um maior numero de interacoes,
encontrando-se assim nesta ordem de ideias 0 organismo com o maior numero

de interacdes no canto inferior direito, que neste caso é uma proteina humana.

Figura 22 - Rede de InteracBes estabelecida pelas
proteinas bacterianas orais do género Streptococcus
(verde) com as proteinas orais bacterianas (rosa).

A disposicdo da figura 22 estd relacionada com a quantidade de
interacdes que cada proteina estabelece, assim sendo, as proteinas que se
encontram no circulo do topo da imagem, apresentam um maior nimero de
interagcbes que as que se encontram na base da mesma.

Identificaram-se 5 proteinas de Streptococcus pneumoniae, 1 proteina de
Streptococcus salivarius, e 1 proteina de Streptococcus mutans que devido as
suas ontologias (Cell surface, Extracellular region) apresentam maior potencial

de interesse para a interagdo com o hospedeiro.
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4.2.4.1. Streptococcus pneumoniae

As 5 proteinas de Streptococcus pneumoniae que apresentam um maior
potencial de interesse de interacdo com o hospedeiro sdo a Q97QS2 Enolase
(EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-phosphoglycerate
dehydratase), ASMW80 G5 domain family protein, P59213 Maltose/maltodextrin-
binding protein, Q97NH7 Competence protein CgIC e a Q8DNE1 Membrane
protein insertase YidC 1 (Foldase YidC 1) (Membrane integrase YidC 1)
(Membrane protein YidC 1).

As interacOes estabelecidas por estas 5 proteinas podem ser observadas

na figura 23.

.-/.. i n
Q51888

P10324

Figura 23 — Rede de interagdes estabelecida pelas proteinas de Streptococcus
pneumoniae (verde) com proteinas orais de origem humana (azul) e com as
proteinas orais bacterianas (rosa)

Através da analise da figura 23 foi possivel identificar dezasseis
interacOes estabelecidas pelas proteinas de Streptococcus pneumoniae sendo
que duas dessas interacOes ja foram descritas anteriormente em trabalhos
publicados, enquanto as restantes doze séo interacbes novas, propostas pelo

53



algoritmo Oralint e que ndo foram descritas em trabalhos anteriores. A anotacao
das interacbes com maior potencial de interesse podem ser observadas nas
tabelas 9, 10, 11 e 12.

Tabela 9 - Relevancia das Interagdes estabelecidas pela proteina ASMW80 G5 domain family protein
de Streptococcus pneumoniae SP23-BS72.

Proteina com

Cadigo . o . =
a qual Organismo Relevancia da interacéo

_ UniProtkKB
interatua

Pode alterar a organizacdo e estrutura

Homo da matriz extracelular, migracdo

Fibronectin P02751 sapiens leucocitéria, desgranulagdo plaquetaria
(Human) assim como provocar alteracdo na

regulagéo da forma da célula.
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Tabela 10 - Relevancia das InteracOes estabelecidas pela proteina Q97QS2 Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-phosphoglycerate
dehydratase) de Streptococcus pneumoniae SP23-BS72.

Proteina com a qual Cddigo
interatua UniProtkB

Organismo Relevancia da interagcédo

Amyloid beta A4 Homo Sapiens A enolase prejudica o normal funcionamento da amyloid beta 4, diminuindo a sua
. P05067 ~
protein (Human) expressao (82, 83)
Aquaporin-5 (AQP-5) P55064 Homo sapiens Pode mtgrfenr em processos como o transporte de didéxido de carbono, excregéao,
(Human) odontogénese, secrecdo salivar
Pode prejudicar ou alterar a atividade do recetor de ativagdo do fator de
crescimento epidermal, a via de sinalizagédo do fator de crescimento fibroblastico,
Epidermal growth H : a resposta imune e inata, a ativacdo da atividade da fosfolipase A2 na sinalizagéo
omo sapiens : o . z - . ~
factor receptor (EC P00533 mediada pelo célcio, a proliferagcdo celular, a adesao célula — célula, a regulacéo
(Human) : i ~ : . DI
2.7.10.1) negativa do processo apoptético, a regulacdo negativa da via de sinalizacdo do
fator de crescimento epidermal, a ossificacéo, a regulacéo positiva da proliferacéo
fibroblastica, a atividade do recetor de sinalizagdo da proteina tirosina quinase.
Homo sapiens A enolase apresenta-se como uma ligagdo altamente especifica da fibronectina,
Fibronectin P02751 ' revelando ainda que a fibronectina € o principal ligando da enolase, podendo haver
(Human) o ey !
uma ligacdo da bactéria a matriz extracelular (84, 85).
Probable glycerol Homo sapiens
uptake facilitator P19255 (HumaF;]) Alteracdo no processo metabdlico do glicerol.
protein
Ubiquitin-like protein
ISG15 (Interferon- Homo sapiens ~ - .
induced 15 kDa P05161 (Human) Alteracdo na resposta da defesa a bactérias e a virus.
protein)
Outer membrane Haemophilus . a
protein P6 (OMP P6) P10324 influenzae Suspeita de que se podem encontrar em coocorréncia.
Outer membrane Pasteurella
. Q51886 multocida (strain Suspeita de que se podem encontrar em coocorréncia.
protein P6 (OMP P6) Pm70)
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Tabela 11 - Relevancia das Interagdes estabelecidas pela proteina P59213 Maltose/maltodextrin-
binding protein, de Streptococcus pneumoniae serotype 4 (strain ATCC BAA-334 / TIGRA4).

Proteina com

Cddigo _ X . .
a qual Organismo Relevancia da interagéo

: UniProtKB
interatua

Pode prejudicar ou alterar a atividade do
recetor de ativacdo do fator de
crescimento epidermal, a via de
sinalizagdo do fator de crescimento
fibroblastico, a resposta imune e inata, a
_ ativacao da atividade da fosfolipase A2
Epidermal S _ o

Homo na sinalizacdo mediada pelo calcio, a

growth factor _ ) . o
P00533 sapiens proliferacdo celular, a adesdo célula —

receptor (EC

Human célula, a reqgulacao negativa do processo
2.7.10.1) ( ) gulac g P

apoptotico, a regulacdo negativa da via
de sinalizacdo do fator de crescimento
epidermal, a ossificagdo, a regulacdo
positiva da proliferacédo fibroblastica, a
atividade do recetor de sinalizacdo da

proteina tirosina quinase.

Pode alterar a organizacao e estrutura da
Homo matriz extracelular, migragao
Fibronectin P02751 sapiens leucocitéria, desgranulagcdo plaquetaria

(Human)  assim como provocar alteragdo na

regulagéo da forma da célula.
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Tabela 12 - Relevancia das Interagdes estabelecidas pelas proteinas Q97NH7 Competence protein
CglC de Streptococcus pneumoniae serotype 4 (strain ATCC BAA-334/ TIGR4) e Q8DNE1 Membrane
protein insertase YidC 1 (Foldase YidC 1) (Membrane integrase YidC 1) (Membrane protein YidC 1)
de Streptococcus pneumoniae (strain ATCC BAA-255/ R6)

Proteina com

Cadigo . a0 . =
a qual Organismo Relevancia da interagéo

. UniProtkB
interatua

Pode alterar a organizacao e estrutura da

Homo matriz extracelular, migragao

Fibronectin P02751 sapiens leucocitaria, desgranulagdo plaquetaria
(Human)  assim como provocar alteragdo na

regulagéo da forma da célula.

Pode prejudicar ou alterar a atividade do
recetor de ativacdo do fator de
crescimento epidermal, a via de
sinalizagdo do fator de crescimento
fibroblastico, a resposta imune e inata, a
_ ativacao da atividade da fosfolipase A2
Epidermal S _ o

Homo na sinalizacdo mediada pelo calcio, a

growth factor _ ) . o
P00533 sapiens proliferacdo celular, a adesdo célula —

receptor (EC

Human célula, a reqgulacao negativa do processo
2.7.10.1) ( ) gulac g P

apoptético, a regulacdo negativa da via
de sinalizacdo do fator de crescimento
epidermal, a ossificacdo, a regulagéo
positiva da proliferagédo fibroblastica, a
atividade do recetor de sinalizacdo da

proteina tirosina quinase.

57



4.4.4.2. Streptococcus salivarius

Identificou-se uma proteina de Streptococcus salivarius, a C2LUT1
Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-
phosphoglycerate dehydratase) em que as suas ontologias (cell surface e
extracellular region) apresentam maior potencial de interesse para a interagéo
com o hospedeiro. A figura que se segue expde essas mesmas interacoes em
detalhe.

Figura 24 - Rede de interacfes estabelecida pela proteina C2LUT1
Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-
phosphoglycerate dehydratase) de Streptococcus salivarius SK126
(verde), com as proteinas orais de origem humana (azul).

Analisando a figura 24 foi possivel identificar cinco interacdes
estabelecidas pela Enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase)
(2-phosphoglycerate dehydratase) de Streptococcus salivarius SK126 sendo que
duas dessas interagbes ja foram descritas anteriormente em trabalhos
publicados, enquanto as trés interagdes restantes sdo novas, propostas pelo

algoritmo Oralint e que ndo foram descritas em trabalhos anteriores. A anotagéo
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das interacbes com maior potencial de interesse podem ser observadas nas
tabelas 13 e 14.

Tabela 13 - Relevancia das Interacdes estabelecidas pela proteina C2LUT1, Enolase (EC 4.2.1.11) (2-
phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-phosphoglycerate dehydratase) de Streptococcus salivarius
SK126, ja documentadas.

Proteina com

Codigo . o
a qual _ Organismo Relevancia da interagéo
: UniProtKB
interatua
] Homo A enolase prejudica o normal
Amyloid beta ) _ )
) P05067 sapiens funcionamento da amyloid beta 4,
A4 protein L
(Human) diminuindo a sua expressao (82, 83).
A enolase apresenta-se como uma
ligagdo altamente especifica da
Homo ] ) )
_ _ ) fibronectina, revelando ainda que a
Fibronectin P02751 sapiens ) ) i o )
fiboronectina é o principal ligando da
(Human) L
enolase, podendo haver uma ligagéo da
bactéria a matriz extracelular (84, 85).

Tabela 14 - Relevancia das Interagdes estabelecidas pela proteina C2LUT1, Enolase (EC 4.2.1.11) (2-
phospho-D-glycerate hydro-lyase) (2-phosphoglycerate dehydratase) de Streptococcus salivarius
SK126, propostas pelo algoritmo Oralint.

Proteina com a Cadigo _ o _ .
. _ Organismo Relevancia da interagéo
qual interatua UniProtKB
Ubiquitin-like Alteracdo na sinalizacéo
protein ISG15 — Homo sapiens célula-célula, resposta da
(Interferon-induced (Human) defesa contra bactérias e
15 kDa protein) contra virus.

Protocadherin-1

(Cadherin-like _ Alteracdo na juncéo célula-
. Homo sapiens i o
protein 1) Q08174 H ) célula e na sinalizagéo célula -
uman
(Protocadherin-42) célula.
(PC42)

Cullin-associated . . o
_ Alteracdes na diferenciacéo
NEDDS8- Homo sapiens )
_ ) _ Q86VP6 celular, assim como, no
dissociated protein (Human)

complexo ubiqutin ligase.
1 (p120 CAND1)
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4.4.4.3. Streptococcus mutans

Identificou-se uma proteina de Streptococcus mutans, a Q8DSC2 Putative
PTS system, mannose-specific component IID (EC 2.7.1.69) em que a sua
ontologia (Integral to membrane) e funcéo associada ao transporte de acgucares
apresenta maior potencial de interesse para a interacdo com o hospedeiro. A

figura 16 expOe essas mesmas interagdes em detalhe.

8DSC

Figura 25 - Rede de interagdes estabelecida pela proteina Q8DSC2
Putative PTS system, mannose-specific component IID (EC 2.7.1.69) de
Streptococcus mutans serotype ¢ (strain ATCC 700610 / UA159) (verde)
com as proteinas orais de origem humana (azul).

Através da analise da figura 25 identificou-se duas interacfes
estabelecidas pela proteina Putative PTS system, mannose-specific component
IID (EC 2.7.1.69) de Streptococcus mutans serotype c (strain ATCC 700610 /
UA159) propostas pelo algoritmo Oralint e que néo foram descritas em trabalhos
anteriores. A anotacdo das interagcbes com maior potencial de interesse podem

ser observadas nas tabelas 15.
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Tabela 15 - Relevancia das Interac8es estabelecidas pela proteina Q8DSC2 Putative PTS system,
mannose-specific component IID (EC 2.7.1.69) de Streptococcus mutans serotype c (strain ATCC

700610 / UA159) propostas pelo algoritmo Oralint.

Proteina com

Relevancia da interacéo

Pode levar a alteragbes na resposta
imune e inata, assim como no processo

de inducéo da apoptose.

Cddigo _
a qual _ Organismo
. UniProtKB
interatua
] Homo
Amyloid beta _
] P0O5067 sapiens
A4 protein
(Human)
Homo
Fibronectin P02751 sapiens
(Human)

Pode alterar a organizacdo e estrutura
da matriz extracelular, migracdo
leucocitéria, desgranulagdo plaquetaria
assim como provocar alteragdo na

regulacéo da forma da célula.
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5. DISCUSSAO

A comparacao dos dados de protedmica da cavidade oral usados pelo
algoritmo Oralint no que se refere aos microrganismos, com os resultados da
metagendmica do microbioma humano da cavidade oral em saude, permite
concluir que a cobertura em termos de proteinas microbianas identificadas é
muito baixa. Quando analisados em detalhe os dados usados nesta anélise do
ORalint verifica-se que a sobreposicao de resultados entre os varios estudos de
protedmica ndo existe, o que pode ser devido a aplicacdo de técnicas diferentes
de processamento de amostras e de identificacdo dos fragmentos obtidos na
andlise de espectrometria de massa (89). E cada vez mais consensual na
comunidade cientifica que a identificacdo de proteinas de origem microbiana em
amostras de tecidos provenientes da cavidade oral (saliva, fluido crevicular,
raspagens da mucosa ou outros) requer procedimentos especificos quer no
processamento inicial da amostra quer na estratégia de identificacdo dos
fragmentos obtidos na espectrometria de massa (89). Assim, uma das melhorias
a implementar em determinacfes futuras das PPIs presentes na cavidade oral
sera aumentar a representatividade dos microrganismos em termos de
proteinas.

Por outro lado, como ha falta de anotacdo que a maioria das proteinas
microbianas nas bases de dados, e porque o Oralint baseia em parte a previsao
das interacdes em interacdes ja descritas na literatura e na anotacdo pré-
existente das proteinas, menor informacao disponivel sobre as proteinas implica
uma menor capacidade de serem identificadas novas interacdes. Esta questao
tem tendéncia a ser resolvida pelo aumento da informacéo existente sobre cada
proteina microbiana e portanto o aumento da anotacdo das proteinas
microbianas.

Segundo The Human Microbiome Consortium, o meio intra oral é
dominado sobretudo por Streptococcus, seguido em abundancia por
Haemophilus na mucosa oral, Actinomyces na placa supragengival, e Prevotella

na placa subgengival (7). A excecdo do género Streptococcus, que € o
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dominante em ambos o0s estudos, 0s nossos resultados diferem dos resultados
obtidos pelo The Human Microbiome Consortium, uma vez que nem
Haemophilus com uma representacdo de 18 proteinas, Actinomyces com 35
proteinas e Prevotella com 23 proteinas, se encontram nos géneros mais
representados. Esta diferenca obtida pode ter como explicagéo o facto de o The
Human Microbiome Consortium realizar a identificacdo das bactérias através do
material genético, enquanto o nosso trabalho € focado nas proteinas, o que
implica diferencas a nivel técnico na identificacdo e justifica a obtencédo de
resultados diferentes.

Os microrganismos que se sabe terem um papel importante na etiologia
da carie (Streptococcus mutans), e na doenca periodontal (Rothia mucilaginosa,
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans),
apresentam um numero de interacdes bastante elevado, sendo mesmo a Rothia
mucilaginosa 0 microrganismo que possui um maior numero de interacfes de
todos o0s microrganismos presentes com 47 interagcdes. Os restantes
microrganismos associados a patologias orais possuem respetivamente 33
interacbes no caso de Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, encontrando-se em ultimo lugar Streptococcus mutans
com 31 interagdes. E interessante verificar também que os 3 organismos
periodontopatogénicos interagem entre si, como é o caso da interacdo entre:
Rothia mucilaginosa e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Rothia
mucilaginosa e Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. ldentificou-se também possiveis
interacdes entre Porphyromonas gingivalis e outros periodontopatogénios como
a Kingella oralis e Treponema denticola, o que demonstra a sinergia existente
entre os diferentes periodontopatogénios ja anteriormente sugerida (90).

ApOs a analise da anotacdo das 4 proteinas de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e apesar de se saber que este género possui um papel
relevante na etiologia da doenca periodontal (91), conclui-se que a TypA protein
nao apresenta ontologias com potencial de interesse para a interagdo com o
hospedeiro. Uma vez que ndo possui anotagdo ontologica para Cellular
Component (GO0:0016043) o que ndo permite integra-la nas categorias
Extracellular Region (GO:0005576), Plasma Membrane (GO:0005886) e Cell
Wall (GO:0005618). Estas seriam as anotagdes das proteinas microbianas
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localizadas no exterior da célula e portanto as primeiras estruturas a entrar em
contacto com as superficies do hospedeiro. Da sua funcdo nomeadamente em
E.coli (71) em que interage essencialmente com proteinas ribossomais e de
tRNA pode inferir-se que a proteina TypA protein tem uma expressao apenas
intracelular e muito provavelmente nunca entra em interacdo com proteinas de
outros organismos. Neste caso as previsbes do Oralint correspondem a
interacdes tedricas mas sem grande relevancia bioldgica.

Nos organismos que possuem um maior numero de interacdes (situados
na linha inferior da figura 14) podemos encontrar o Lactococcus lactis com 47
interagdes, um Gram positivo usado extensivamente na produgéao de soro de
leite e queijo, que recentemente se tornou conhecido como o primeiro organismo
geneticamente modificado a ser utilizado vivo no tratamento de doencas
humanas (92). Haemophilus influenzae com 46 interagdes, um Gram negativo
descrito pela primeira vez em 1892 por Richard Pfeiffe durante a gripe
pandémica (93), sendo que a maioria das estirpes de Haemophilus influenzae
tém a caracteristica de serem patdégenos oportunistas, ou seja, podem causar
problemas apenas na presenca de outros fatores (infecdo viral, reducdo da
funcdo imune ou alergias) (94). Streptomyces coelicolor com 44 interacfes € um
Gram positivo, tendo sido apelidado primeiramente como Streptothrix coelicolor
em 1908 por R.Muller depois de este o ter encontrado numa batata (95), nédo
causa doencas em humanos, animais ou plantas (96). E notavel pela sua
producdo de um composto Unico farmacéutico, que inclui agentes anti-tumorais,
imunossupressores, dando ainda origem atualmente a um grande ndamero de
antibiéticos utilizados na medicina humana e veterinaria como é o caso do
actinorhodina (97), metilenomicina (98) e perimicina (99) assim como a agentes
antiparasitarios, herbicidas e varias enzimas importantes na industria da
alimentacdo (100) e mais de dois tercdes de todos os antibidticos naturais
disponiveis atualmente (91). O facto destas bactérias terem sido extensivamente
estudadas (ainda que em contextos alheios a cavidade oral) faz com que haja
bastante anotacdo das suas proteinas o que justifica que o Oralint tenha
conseguido prever um numero elevado de interacoes.

Se considerarmos as bactérias mais associadas a doenga periodontal,
podemos verificar que o algoritmo Oralint prevé poucas interacdes para

Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis com as
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proteinas do hospedeiro, pois estes dois organismos, ndo se encontram bem
representados no conjunto de dados de proteinas inicial, o0 que néo deveria
ocorrer, uma vez que estes dois organismos pertencem a flora oral comensal
(10). Contudo, no caso de Porphyromonas gingivalis o algoritmo identificou
varias interacfes interessantes e algumas delas ndo descritas anteriormente. A
interacdo prevista entre a enolase bacteriana (Q7MTV8) e a aquaporina e um
receptor EGF tém a potencialidade de afetar alguns dos mecanismos de
homeostase do hospedeiro (101). Por outro lado € também prevista a interacéo
da enolase de Porphyromonas gingivalis com duas proteinas do hospedeiro
(Ubiquitin-like protein ISG15 e Interleukin enhancer-binding factor 3) envolvidas
na defesa contra virus o que pode fazer com que a resposta imune do hospedeiro
possa ficar afetada pela presenca da bactéria.

Se considerarmos as interagdes de Porphyromonas gingivalis com outras
bactérias, verificamos que a mesma enolase pode interagir com proteinas extra
membranares de Pasteurella multocida e Haemophilus influenzae o que significa
gue estas espécies podem co-colonizar superficies do hospedeiro.

A Rothia mucilaginosa, um organismo presente na flora microbiana
humana oral normal, mas que é considerada um patogénico oportunista (7)
apresenta-se no nosso estudo como a espécie associada a doenca periodontal
gue possui mais interacfes, sendo que algumas delas revelam ser interacdes
importantes e especificas.

Os Streptococcus sdo um género de bactérias Gram positivas em forma
de coco, pertencentes ao filo Firmicutes e ao grupo de bactérias do acido lacteo
(102). O Streptococous pneumoniae reside de forma assintomética na naso
faringe de portadores sdos. No entanto, em individuos suscetiveis como idosos,
criancas e imunocomprometidos, a bactéria pode tornar-se patogénica e
espalhar-se para outros locais onde ira levar a doenca (18). O Streptococous
pneumoniae € a principal causa de pneumonia e meningite nas criangas e nos
idosos, assim como de septicémia nas pessoas portadoras do Virus da
imunodeficiéncia humana (VIH) (103). Este organismo pode causar outro tipo de
infecdes pneumocdcitas que incluem a bronquite, sinusite aguda, otite média,
conjuntivite, meningite, bacterémia, sépsis, osteomielite, artrite séptica,
endocardite, peritonite, pericardite, celulite e abcesso cerebral (103). Se

verificarmos as interacdes da enolase Q97QS2 de Streptococous pneumoniae
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podemos verificar que esta pode interagir com proteinas extra membranares de
Pasteurella multocida e Haemophilus influenzae o que significa que a co-
colonizagdo das superficies do hospedeiro por estas espécies é possivel.

O Streptococcus salivarius € uma das principais bactérias comensais da
cavidade oral em humanos saudaveis, podendo ser encontrado no trato
respiratorio superior, sendo a primeira bactéria a colonizar a placa dentéria,
antes de ser unida por varias espécies de diferentes géneros. Ao ser 0 primeiro
colonizador da placa dentéaria, pensa-se que possa criar condi¢cdes favoraveis
para gue outras espécies possam iniciar a sua colonizacdo. Esta bactéria pode
também ser encontrada em infecbes oportunistas, mais comumente apos
intervencdes cirargicas (104).

O Streptococcus mutans é um dos principais peptdgenos da carie dentaria
uma vez que € capaz de fermentar uma grande variedade de acucares,
mantendo um metabolismo ativo em pHs baixos, que causam a
desmineralizacdo progressiva dos dentes. Este processo € intensificado com o
aumento da proporcao desta espécie oportunista na placa dentéria, a qual utiliza
a sacarose da dieta para sintetizar polissacarideos extracelulares insoltveis, que
sdo o principal componente estrutural da placa dentaria (105).

Apdés uma andlise pormenorizada das proteinas presentes nos quatro
organismos apresentados anteriormente, podemos verificar que a enolase € a
proteina dentro do grupo de proteinas microbianas que apresentam ontologias
com potencial de interesse na interagcdo com o0 hospedeiro mais vezes
identificada, uma vez que esta se encontra presente em Porphyromonas
gingivalis, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus salivarius.

A enolase, também conhecida como fosfopiruvato hidratase, € uma
enzima glicolitica importante geralmente encontrada no citoplasma. Esta
metaloenzima pertencente a classe das liases, e catalisa a desidratacdo do 2-
fosfoglicerato (2-PG) em fosfo-enol-piruvato (PEP), no penudltimo passo
da glicdlise, podendo também catalisar a reagcdo inversa, dependendo das
concentracbes no ambiente de substratos, sendo assim um importante
intermediario metabdlico (106, 107). O pH mais adequado para esta enzima €
6,5, encontrando-se presente em todos os tecidos e organismos capazes de

realizar gliclise ou fermentacdo . A enzima foi descoberto por Lohmann
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e Meyerhof em 1934 (108), tendo sido isolada a partir de uma variedade de
origens, em que se inclui o masculo humano e eritrocitos (109).

Sabe-se atualmente que a enolase pode desempenhar uma ou mais
funcdes Unicas tanto em procariotas como em eucariotas, sendo este fenémeno
conhecido como protein moonlighting (109-112). Tem-se descoberto um nimero
crescente de espécies bacterianas que possuem proteinas com atividade
moonlighting, sabendo-se também que tal processo pode contribuir para um
aumento do comportamento de viruléncia bacteriana.

Um ndmero crescente de bactérias e outros microrganismos tém
demonstrado expressar a enolase com atividade moonlighting na superficie da
célula. Atualmente o maior numero de bactérias que possui enolases na sua
superficie celular sdo as Gram positivas, contudo estas existem também Gram
negativas (por exemplo, Borrelia burgdorferi) (113). A atencdo tem-se focado
maioritariamente nas enolase das superficies celulares de streptococcus do
Grupo A. Pancholi e Fischetti, cuja investigacdo sobre a Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPD) em Streptococcus pyogenis foi largamente
discutido, contribuiu para muito do trabalho realizado sobre as enolase presentes
nas superficies celulares de Streptococcus, e 0 seu papel na viruléncia
bacteriana. E atualmente reconhecida como estando presente na superficie da
maioria dos Streptococcus (109).

A enolase é uma proteina que possui varias acdes moonlighting, tanto em
eucariotas como em procariotas (107), tais como a expressado de superficie da
enzima como um fator importante na patogénese de Streptococcus pyogenes ao
contribuir  significativamente num aumento da afinidade na ligacdo a
plasminogénios (109). Mais ainda, o efeito bacteriostatico do flureto na cérie
dentaria é considerado ser o resultado da inibicdo da enolase pelo fluoreto (114,
115). O fluor, ao fazer parte de um complexo constituido por magnésio e fosfato,
pode ligar-se ao local ativo da enolase em detrimento do 2-PG (114). Como tal,
beber agua floretada pode fornecer um nivel de fldor suficiente para inibir a
enolase das bactérias orais, sem prejudicar os seres humanos. A interrupcao da
via glicolitica das bactérias, e assim do seu normal funcionamento metabdlico,

impede a formacgéo da cérie dentaria (115, 116).
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Partindo destas constatacbes, Veiga-Malta et al. (2004) clonaram e
sequenciaram o gene da enolase de Streptococcus sobrinus e caracterizaram a
expressdo da proteina num sistema heter6logo. A enolase recombinante
suprime a resposta imune primaria contra um antigénio dependente de células —
T, mas nao estimula as células — B, sugerindo que as atividades imunobiologicas
complementares da infecdo por Streptococcus. sobrinus (estimulacdo e
supressdo) possam ser causadas por, pelo menos, duas proteinas. Estes
resultados demonstraram que, diferentes proteinas estdo envolvidas nos
fendbmenos imunobiolégicos durante a invasdo patogénica e subsequente
sobrevivéncia de Streptococcus sobrinus, incluindo a enolase como um
imunossupressor. No entanto, ter como alvo de neutralizacdo estas conhecidas
moléculas pode revelar-se como uma estratégica util no tratamento da carie
dentaria induzida por Streptococcus sobrinus (117).

Nesta linha e estudos, Dinis et al. (2009) testaram a reducdo de cérie
dentaria induzida pela enolase recombinante (enolaseR) de Streptococcus.
sobrinus na terapéutica de imunidade oral. A enolase € uma proteina que se
encontra associada a varias doencas autoimunes por induzir a producdo de
anticorpos contra ela mesma. Posto isto acharam igualmente necessario
averiguar se os anticorpos produzidos pelo sistema imune contra a enolase
bacteriana seriam capazes de a distinguir da enolase humana (118).

Este estudo demonstrou que a terapéutica com enolaseR reduziu as
lesbes por cérie induzidas por Streptococcus sobrinus sendo bem tolerada,
havendo uma significativa reducao de caries no esmalte de ratos imunizados
pela enolaseR. Em concordancia com a reducédo do numero de lesfes por cérie,
foi também observado um decréscimo na colonizacdo oral por Streptococcus
sobrinus em ratos imunizados pela enolaseR. Esta imunidade induziu um
elevado nivel de IgA na saliva, que reage especificamente a enolaseR, estando
este resultado diretamente relacionado com a reducdo do numero de bactérias
detetadas, assim como, com uma reducdo na extenséo das caries observadas
neste grupo (118).

Quanto aos efeitos histopatoldgicos, ndo parece apresentar efeitos
fisiologicos prejudiciais nos ratos, podendo ser um antigénio alvo util na

vacinagdo humana contra a carie dentaria (118).
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Dada a existéncia de um elevado grau de semelhanca entre a enolase de
Streptococcus sobrinus e de Streptococcus mutans (98%), antecipa-se que 0s
anticorpos anti-enolase produzidos contra uma espécie de Streptococcus
deverdo ser capazes de reconhecer a enolase de outra espécie e vice-versa.
Desta forma, e ainda que seja necessario uma maior investigacao, sai reforcado
o interesse da enolaseR como um antigénio candidato a vacina contra a carie
induzida por estas espécies de Streptococcus produtoras de acido lacteo (118).

Da nossa avaliacdo das interacdes estabelecidas por estes quatro
organismos podemos também verificar que existem trés proteinas que sao
comuns a Streptococcus, Porphyromonas e Rothia, que se caracterizam por
serem exploradas pelos patogénicos, numa tentativa de entrarem dentro do
hospedeiro e sobreviverem dentro deste. Estas proteinas sédo: Epidermal growth
factor receptor, Fibronectina, Cullin (CAND1).

O Epidermal growth factor receptor (EGFR), € uma proteina
transmembranar, produzida principalmente nas glandulas salivares e nos rins
(119). A sua associagdo com a invasao por microrganismos ja foi relatada para
Salmonella typhimurium (120), Candida albicans (121), Reovirus (122), e
Vaccinia virus (123). Aparentemente todos estes agentes patogéneos iniciam a
invasado celular em certo ponto pela ligacdo com o EGFR. Este facto sugere a
possibilidade de que possam existir outros agentes patogéneos que estejam a
usar o EGFR para iniciar a colonizacdo do hospedeiro, como foi sugerido por
Buret et al. (124).

De igual modo a Fibronectina parece também ser usada pelos
microrganismos na colonizacao do hospedeiro (3). Esta glicoproteina encontra-
se ligada as integrinas 1 na superficie celular, e é considerada uma proteina
essencial na aderéncia de bactérias no interior da cavidade oral (125, 126).

A proteina CAND1, anteriormente designada TIP120A, interage com a
maioria das proteinas da familia Cullin (127). A familia de proteinas Cullin
desempenha um papel chave na ubiquitinacdo das proteinas celulares, isto €,
realizam a modificagdo pos traducdo com o objetivo de marcar a proteina alvo
com moléculas de wubiquitina. Esta marca na proteina alvo resulta
frequentemente no comprometimento da proteina ubiquitin — linked a
degradacgéo proteosomal (128). Consequentemente foi sugerido que a CAND1

poderia funcionar como um regulador global das cullin que possuiam ubiquitin
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ligases (127, 129). Sabe-se que certas bactérias corrompem o mecanismo de
ubiquitinacdo como meio de regular os seus fatores de viruléncia, ou para
desencadear a internalizacdo das bactérias nas células do hospedeiro (130).
Este mecanismo melhora a sobrevivéncia e as hipéteses de replicacdo das
bactérias dentro do hospedeiro (3).

Apesar de o EGFR, a fibronectina e a CAND1 serem as proteinas que
possuem um maior numero de interacdes com as proteinas do hospedeiro, foi
possivel identificar outras proteinas com potencial de interesse na interacdo com
o hospedeiro, como € o caso da proteina Ubiquitin-like ISG15 (Interferon-induced
15 kDa protein) (Interferon-induced 17 kDa protein) (IP17) (Ubiquitin cross-
reactive protein) (hUCRP) e a Protocadherin-1 (Cadherin-like protein 1)
(Protocadherin-42) (PC42).

A Ubiquitin-like 1SG15 aparece nos nossos dados a interagir com
proteinas de Porphyromonas gingivalis, Streptococcus salivarius e
Streptococcus pneumoniae. A ubiquitina € uma proteina encontrada nas células
eucariotas e desempenha uma fungdo importante na regulacdo de proteinas
(131), existindo 4 genes no genoma humano que a produzem; UBB, UBC,
UBA52, e RPS27A (132). Embora a ubiquitina seja o modificador pés traducdo
melhor compreendido, existe uma familia numerosa de proteinas ubiquitin-like
(UBLs), que modificam alvos celulares num percurso que € paralelo ao da
ubiquitina, mas distinto (133). E nesta familia de UBLs que se encontra a
Ubiquitin-like 1ISG15. Esta proteina tem um papel importante na sinalizacao da
resposta do hospedeiro a virus ndo apenas intracelularmente mas também como
proteina que é secretada para o exterior da célula e atua tanto quanto se sabe
em linfécitos T e em células NK de forma a induzir a producéo de interferdo (IFN)-
v (134). E nesta forma secretada que a proteina pode interagir com as varias
proteinas microbianas mencionadas diminuindo a sua quantidade disponivel
para ativar a resposta a virus pelas células do sistema imunitario do hospedeiro.

A protocadherina-1 é uma proteina membranar localizada nos limites da
juncéo célula-célula, encontrando-se envolvida na adeséo das células neurais, 0
gue sugere um possivel papel no desenvolvimento neuronal. As células que
expressam esta proteina apresentam atividade de agregacao celular (135). O

facto de a proteina em questdo estar sobretudo presente em tecidos nervosos
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faz com que a sua relevancia para a discussao das interacdes na cavidade oral

seja negligenciavel.
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6. CONCLUSAO

A comparacado dos dados de protedmica da cavidade oral existentes, no
que se refere aos microrganismos, com 0s recentes resultados da
metagendmica do microbioma humano da cavidade oral em saude, permite
concluir que a cobertura em termos de proteinas microbianas identificadas é
muito baixa.

Das proteinas microbianas dos organismos Aggregatibacter,
Porphyromonas, Rothia e Streptococcus identificadas pelo algoritmo Oralint,
foram analisadas aquelas que apresentam maiores probabilidades de serem
importantes na interacdo com o hospedeiro. Assim, estas moléculas poderao ser
os alvos primarios em estudos futuros de interacdo bactéria/tecidos, presentes
na cavidade oral. Estes estudos tém o potencial de revelar mecanismos e
moléculas alvo de novas formas de interferéncia, com alteragdo do equilibrio
dindmico estabelecido entre o biofilme oral e o hospedeiro.

A enolase mostrou ser a proteina dentro do grupo de proteinas
microbianas que apresentam ontologias com potencial de interesse na interacao
com o hospedeiro, mais vezes identificada. A capacidade da enolase bacteriana
poder desempenhar varias funcdes, foi reconhecido recentemente, e o algoritmo
Oralint identificou uma possivel interagdo com uma aquaporina do hospedeiro
gue poderia interferir com 0os mecanismos de homeostase.

Pelo que foi possivel inferir dos nossos resultados, as interagdes previstas
entre proteinas humanas e microbianas, faz prever que a resposta a virus possa
também estar comprometida, devido a interacdo da Ubiquitin-like ISG15 do
hospedeiro, com proteinas microbianas, o que pode levar a uma diminuicdo da
sua quantidade disponivel para ativar a resposta a virus pelas células do sistema
imunitario do hospedeiro.

Quando testado com exemplos reais, o algoritmo Oralint identificou
interacdes que ja tinham sido descritas anteriormente, mas também novas
interagbes potencialmente interessantes na biologia oral, tanto entre o

hospedeiro e os patégenos periodontais, como entre os diferentes patdgenos
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periodontais, o que demonstra a sinergia existente no biofilme oral na doenca
periodontal. Ainda no que diz respeito a interacdo entre bactérias, foram
identificadas interacdes ndo documentadas para Streptococcus pneumoniae
SP23-BS72 e Porphyromonas gingivalis com Haemophilus influenzae e
Pasteurella multocida, o que nos pode levar a supor que estes microrganismos
podem coexistir na colonizagao das superficies do hospedeiro e interagir durante
a formacao do biofilme oral. Contudo, de realcar que ndo foram encontradas
tantas  interacdes como seria esperado para  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis e proteinas do hospedeiro,
0 que nao deveria acontecer, uma vez que estas duas bactérias sdo as mais
associadas a doenca periodontal e ha varias interacdes descritas entre proteinas
destas bactérias e proteinas humanas. No que diz respeito a etiologia da carie,
o algoritmo Orallnt também identificou poucas interacbes com as proteinas de
Streptococcus mutans, apesar de muitas destas ja se encontrarem, visto que
esta bactéria é considerada o principal fator no desenvolvimento da cérie
dentéria.

Assim sendo, € necessario a incrementacdo da informacéo fornecida ao
algoritmo Oralint. Por um lado é necesséario aumentar o niumero de proteinas
microbianas incluidas na andlise. Por outro lado o aumento gradual da anotacdo
das proteinas microbianas possibilitardA um aumento no desempenho do
algoritmo. Desta forma as previsées podem tornar-se mais precisas e extensas

identificando algumas das interagdes ja descritas e propondo novas interacdes.
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