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Resumo:

Na saliva humana podem ser encontradas moléculas de diversas fontes: secre¢des das
glandulas salivares major e minor, moléculas de origem plasmatica, do fluido crevicular,
da mucosa oral e do microbiota oral. Todas estas moléculas interagem e conferem a

saliva as suas propriedades.

De entre as moléculas existentes, as proteinas desempenham um papel muito importante
na definicdo das propriedades da saliva. A identificacdo de todas as proteinas presentes
na cavidade oral, permitira definir o proteoma oral humano e a caracterizacao funcional
dessas proteinas nos diversos contextos fisioldgicos/patolégicos,contribuindo paraa

exploragdo do OralOme

Estd em desenvolvimento uma ferramenta bioinformatica que permite armazenar,
integrar e visualizar os dados publicados de protedmica da cavidade oral de forma
interpretativa. Esta ferramenta é designada por OralCard, e tem como objectivo
contribuir para a clarificacdo dos mecanismos moleculares da biologia oral humana,
para a identificacdo de marcadores moleculares, Uteis no diagndstico de diversas
patologias, orais e sistémicas, e para a identificacdo de novas moléculas que possam ser

alvos terapéuticos.

Partindo de uma revisdo bibliografica exaustiva, este estudo tem como objectivo
verificar quais as proteinas de origem microbiana experimentalmente determinadas em
amostras da cavidade oral, inseri-las na base de dados OralOme,que suporta a
ferramenta OralCard,e anota-las com informacdo publicada, contribuindo assim para a

completa definicdo do proteoma microbiano da cavidade oral.

Foram adicionadas ao OralOme e manualmente anotadas 1212 proteinas de origem

microbiana experimentalmente determinadas e publicadas até Abril de 2012.

Palavras-chave: proteinas microbianas, microbiomaoral, OralOme, OralCard, saliva.



Abstract:

In human saliva there are different molecules from diverse sources; secretions from
major and minor salivary glands, molecules of plasmatic origin, crevicular fluid, oral
mucosa and oral microbiome. All of these components interact and give saliva its

properties.

Of the existing molecules, proteins have a very important role in defining salivas
properties. The identification of all the proteins in the oral cavity will allow the
definition of the oral proteome and the functional characterization of said proteins in the

different physiological/pathological contexts.

A tool that allows the storage, integration and visualization of published data on the
proteomics of the oral cavity in a comprehensive way is being developed. This tool is
called OralCard, and has the objective of contributing to the clarification of molecular
mechanisms of human oral biology, identification of molecular markers useful in the
diagnosis of several oral and systemic diseases, and identification of new molecules that
can act as therapeutic targets.

Starting with an extensive bibliographical revision, this study aims to verify which are
the experimentally determined microbial proteinsidentified in samples from the oral
cavity, insert them in the OralOme data-base supporting OralCard, and annotate them
with published information, hence contributing to the complete definition of the

microbial proteome of the oral cavity.

From the bibliography reviewed up to April 2012, 1212 experimentally determined
proteins of microbial origin were identified, manually annotated and added to OralOme.

Keywords: microbial proteins, oral microbiota, OralOme, OralCard, saliva.



Nota prévia

Neste trabalho surgem por vezes expressdes em lingua Inglesa, cuja traducdo poderia
implicar a adulteracdo do seu significado original.De entre estas expressoes, destacamos
a descricdo dos termos das ontologias. Como ¢ justificado na revisdo bibliogréafica, e
discutido por Pesquita, et al,[1], as classificacbes ontoldgicas que surgiram na era das
ciéncias émicas, resultam precisamente da necessidade de haver termos comuns para
descrever conceitos bioldgicos entre laboratérios, culturas e linguas diferentes. Uma
traducdo dos termos de classificacdo ontoldgica poderia implicar uma reinterpretacdo
desses termos, alterando o conceito bioldgico inicial que se pretende identificar. Assim,
optamos por incluir estes termos sem traducdo, mas grafados em italico para facilitar a

sua identificacéo.
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1. Introducao

As propriedades da saliva humana derivam, em grande medida, do conjunto de
moléculas que nela existem e da sua interacdo. Estas moléculas tém origens muito
diversas, incluindo assecrecdes das glandulas salivares major e minor, o plasma

sanguineo, o fluido crevicular, a mucosa oral e 0 microbiota oral.

A identificacdo de todas as proteinas presentes na cavidade oral permitira definir o
proteoma oral humano. Por sua vez, a caracterizacdo funcional dessas proteinas nos
diversos contextos fisioldgicos/patoldgicos permitird esclarecer o fisioma oral, ou
OralOma.

Com o objetivo de esclarecer o OralOma, foi desenvolvida e estd em permanente
actualizacdo uma ferramenta que permite armazenar, integrar e visualizar resultados de
protedmica de forma interpretativa. Esta ferramenta, designada de OralCard[2]

(http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/) assenta na base de dados OralOme. O OralCard,

tem como objectivo contribuir para a clarificacdo da biologia oral humana, para a
identificacdo de marcadores moleculares Gteis no diagnéstico de diversas patologias,
orais e sistémicas, e para a identificacdo de novos alvos terapéuticos.

EmDezembro de 2011, o OralOme incluia 3397 proteinas de origem Humana,
identificadas em estudos de proteémica da saliva revistas manualmente, e uma previsao
das proteinas de origem bacteriana potencialmente presentes na saliva, previstas a partir
dos genomas publicados dos organismos da cavidade oral. Uma vez que havia alguma
informacdo disponivel na literatura, com a identificacdo experimental de proteinas de
origem microbiana em amostras da cavidade oral, este trabalho foiproposto para
permitir a actualizacdo da base de dados OralOme com resultados experimentais

relativos a proteinas de origem microbiana.


http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/

1.1. Microbioma Humano

Espalhadas no nosso organismo, existem dez vezes mais células bacterianas que
eucariotas. Além de existirem muitos microrganismos espalhados pelo organismo do ser
Humano, esta flora é muito variada, mesmo em individuos saudaveis. Os locais onde ha
maior variabilidade de microrganismos,sdo a cavidade oral e orofaringe, pele, intestinos
e vagina[3]. Esta variabilidade esta associada aos diversos factores do hospedeiro, que
incluem temperatura, humidade, disponibilidade de oxigénio e nutrientes, osmolaridade,
receptores do hospedeiro, competigéo e resisténcia a outros microrganismos, bem como

0 sistema imune do hospedeiro [4].

Ao conjunto das comunidades de microrganismos (incluindo bactérias, virus e
eucariotas microbianos) que povoam 0 organismo Humano, da-se o nome de
Microbiotaou Microbioma Humano[5]. Estas comunidades microbianas sdo de vital
importancia para a nossa salde, e o seu estudo leva a um melhor conhecimento da sua
dindmica complexa, e pode conduzirao desenvolvimento de novas formas de

diagnostico e mesmo de tratamento [6].

A necessidade de obter informacdo sobre o microbioma Humano levou a fundagdo do
Human Microbiome Project (HMP), cujo principal objectivo consiste na identificacao
do microbioma nuclear em pessoas saudaveis. O conceito de microbioma nuclear,
assenta, ele préprio, no facto de ser amplamente reconhecido que existe uma grande
variabilidade inter-individual, e que portanto nio sera possivel definir “um” microbioma
em condicdes de salde, mas haverd muitas espécies/géneros de microrganismos que
podem ser encontrados em varios individuos. No projecto HMP, sdo usados e
desenvolvidos protocolos de metagendmica(a analise de comunidades inteiras de
microrganismos que colonizam um determinado habitat, por estudo dos genes
ribossomais 16S bacterianos, que distinguem cada organismo pelo seu filo, género e
mesmo por espécie [4])que, aplicados ao microbioma Humano,proporcionam um
método estandardizado para criar, processar e interpretar os diferentes tipos de
resultados de metagenomica disponiveis na comunidade cientifica [7]. Para isso, 0
projecto HMP recorre a varios campos da biologia celular, microbiologia, genética e

imunologia[6].



O HMP promove a exploracdo das comunidades microbianas, e a sua relacdo com o
hospedeiro Humano, estando a ser anotado e analisado actualmente 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 e ditas associacdes,pode levar

ao desenvolvimento de ferramentas com implicagdes terapéuticas[7].

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

organismo[3].

Apesar da grande variabilidade de microrganismos, as diferentes vias metabdlicas
presentes em cada um dos microbiomas séo constantes, ou seja, existe uma “assinatura”
ecologica de todo o microbioma Humano com pequenas especificidadespara cada
microbioma em particular, sendo as vias mais comuns, por exemplo, a maquinaria
tradutora no ribossoma, a sintese de ATP e a glicdlise, que consistem em vias
fundamentais a sobrevivéncia do microrganismo, bem como a sua interaccdo com o
hospedeiro. Apesar desta constancia de vias metabolicas, existem variacbes que sao
consequéncia de alteragcbes funcionais entre individuos, incluindo exposi¢des
ambientais e dietéticas diferentes, variabilidade de sistemas imunes e genética do
hospedeiro[3]. Essas alteracGes, ao modificar o0 microbioma, podem levar a dishioses
(alteragbes da composicdo de determinada comunidade microbiana, associadas a

patologias), como € o caso da diabetes ou da doenca inflamatdria intestinal [4].



1.1.1. Microbioma Oral

Em 2009, o microbioma melhor descrito era o do intestino. No entanto com o projeto
HMP outros microbiomas estdo a ser investigados neste momento: o nasal, oral,
urogenital e a pele [6]. Em 2012, os resultados do projecto HMP revelam que os
microbiomas com maior diversidade de microrganismos, sdo os do intestino e cavidade
oral [3]. O objectivo 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 interaccdo entre 0 microbioma e o hospedeiro, e a caracterizagdo do
comportamento de espécies microbianas de forma individual [6].

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 das expressdo genética nos microrganismos, sendo que essa alteracdo envolve
a expressdo de genes que, além de estarem associados a formacao do biofilme, podem
também modelar factores de interaccdo com o hospedeiro, nomeadamente factores de
viruléncia [8, 9]. Concomitantemente, uma mudanca no ambiente ou outra alteracédo
(como por exemplo, a higiene do individuo), podem alterar o estado de equilibrio num

biofilme comensal ¢ “ativar” algumas espécies patogénicas oportunistas [6].

1.1.1.1. - Bactérias Comensais da cavidade oral

Teoricamente, calcula-se existirem cerca de 750 diferentes espécies bacterianas
comensais na cavidade oral[6], embora a dificuldade de duplicar este ambiente em
laboratério (pois muitas espécies ndo sao cultivaveis), e a semelhanca entre 0s genomas
dos microrganismos (0 que pode ndo permite a sua distingdo através de porcdes
fragmentadas de ADN), fazem suspeitar que ainda ndo foram identificadas todas as
especies[6].0 conhecimento atual permite afirmar que as bactérias que estéo
representadas em maior numero na cavidade oral incluem os génerosStreptococcus,
Actinomyces, Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Treponema,

Neisseria, Haemophilus, Eubacteria, Lactobacterium, Capnocytophaga, Eiknella,



Leptotrichia, Peptostreptococcus, Staphylococcus e Propinibacterium, tendo a maioria

destes uma relagdo de mutualismo com o ser Humano[6].

Estas bactérias comensais, ao existir em maior quantidade, ndo s6 competem com as
patogénicas por nutrientes, como também as impedem de chegar aos tecidos e provocar
patologias, constituindo uma barreira fisica a adesdo de microrganismos patogénicos,

através do seu numero elevado[6].

Alguns destes colonizadores séo benéficos mas outros tém efeitos nefastos na fisiologia
do hospedeiro. Exemplos de microrganismos que realizam funcdes importantes para o
hospedeiro sdo algumas bactérias intestinais como a E. coli fundamentais na biossintese
de vitamina K; [10], essenciais para o ser Humano). Microrganismos causadores de
patologias tambémexistem como € o caso de Streptococcus pneumoniae, causador de
infeccdes pulmonares em criangas e idosos [11]. Este microbioma normal € conhecido
por microbioma comensal, e nela estdo incluidas eubactérias, archaebacterias e fungos
[6]. Estas bactérias, quando colonizam outros locais do organismo Humano, podem ter
efeitos nefastos (por exemplo, a E.coli é uma dos principais agentes etioldgicos das
infeccdes urinarias [12]), 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 [6]. Além
destes 2 tipos de bactérias, existem ainda bactérias que num estado de salde do
hospedeiro ndo sdo virulentas, mas quando este estd num estado mais debilitado, estas
tornam-se patogénicas (por exemplo, a bactéria Pseudomonas aeruginosa afecta 0s

pulmdes de pacientes com fibrose cistica mas ndo o de individuos saudaveis [13])[14].

1.1.1.2. - Microbiotas diferentes na cavidade oral

Apesar de ser conhecida a predominancia de Streptococci, nosbiofilme oral, é também
sabido que existe uma grande variedade de microbiotas, pois os nichos e superficies
colonizaveis sdo bastante diferentes: superficie dentaria acima do creviculo gengival,

superficie dentaria abaixo do creviculo gengival, lingua, superficies das mucosas jugais,



préteses dentarias e materiais restauradores. Em Junho de 2012, foram publicados
resultados que indicam quais as bactérias com maior predominancia em cada um dos
nichos da cavidade oral de individuos saudaveis[15]. A dominancia do género
Streptococcus, € secundada pelos géneros Haemophilus na mucosa jugal, Actinomyces

na placa bacteriana supra-gengival e Prevotella na placa sub-gengiva[3].

As diferencas entre 0s 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 Vvarios tipos de
microrganismos com requisitos de crescimento muito diferentes. Os aerdbios
obrigatdriosnecessitam a presenca de oxigénio molecular para o seu crescimento, como
é exemplo a bactériaMycobacterium tuberculosis[14]). Os anaerdbios obrigatérios séo
microrganismos que requerem a auséncia de oxigénio para o seu crescimento, pois nao
tém enzimas para processar este gas e os seus derivados [14], como é exemplo a
bactéria Porphyromonas gingivalis[16]. Os anaerobios facultativos, grupo que
corresponde a maioria das bactérias orais e que caso esteja presente oxigenioutilizam-no
para gerar energia, mas podem sintetizar ATP através da fermentacdo, caso este gas
esteja ausente [17]. Um exemplo de anaerdbio facultativo é o caso de um dos principais
agentes etioldgicos da carie dentaria oStreptococcus mutans[18]. Existem ainda os
microrganismos microaerofilicos que, em ambientes nos quais 0 oxigénio esta presente
em quantidades muito elevadas (ambientes 6xicos), ndo crescem ou crescem pouco. E
um exemplo, a bactéria Helicobacter pylori[19]. Finalmente ha os capnofilos, espécies
bacterianas que tém um crescimento Optimo a elevadas quantidades de dioxido de

carbono, como € exemplo Mannheimia succiniciproducens[20][6].

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

microbioma em particular.



1.2. Estratégias para a coloniza¢dao do hospedeiro

Para muitos microrganismos, o corpo humano apresenta-se como um “meio de cultura”,
que Ihes proporciona varios ambientes propicios a sua prosperidade, ja que lhes fornece
calor, humidade e nutrientes, garantindo assim o seu crescimento e potencializando a
sua reproducdo[14].Neste habitat protegido, a semelhanca daquilo que acontece com
grande parte das bactérias na Natureza, existem comunidades complexas e dindmicas
associadas a superficies, os biofilmes. Apesar da ideia antiga de que os organismos
procariotas se comportavam como individuos auto-suficientes, sabe-se actualmente que
dentro as comunidades do biofilme assumem caracteristicas semelhantes as de

organismos multicelulares.

1.2.1. - Formacao do biofilme

A formacdo do biofilme oral é de elevada importancia na medicina dentaria, ja que pode
provocar alteracdes neste sistema e no equilibrio dindmico estabelecido como o
hospedeiro. As duas das patologias mais prevalentes neste campo da medicina: a carie

dentéria e a patologia periodontal tém como facilitadores etioldgicos o biofilme oral.

O biofilme mais importante na cavidade oral, é aquele que se deposita sobre as pegas
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 flutuacdes e hostilidades
apresentadas pelo meio ambiente, torna as interaccOes intra e inter-espécies inevitaveis e
fundamentais para a sobrevivéncia bacteriana [21]. Estes complexos microbianos além
das células bacterianas, sdo constituidos por uma matriz de glicoproteinas salivares e

polissacarideos extracelulares [22].

A adesdo inicial verifica-se entre as moléculas da superficie dos colonizadores
primérios, e as moléculas de saliva adsorvidas a superficie dentaria (pelicula dentaria
adquirida). Alguns receptores salivares, como € o caso das proteinas ricas em prolinae a

estaterina, tém epitopos reconhecidos por Streptococci. 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 receptores com menos afinidade para as moléculas da pelicula dentéria [23].

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 sdo diferentes. Inicialmente, a adesdo
pode ser conseguida através de varios tipos de ligagdes, incluindo reconhecimento de
receptores oligossacarideos, reac¢bes do tipo lectina, interacgdes do tipo proteina-
proteina, ou ainda ligacBes idnicas ou hidrofobicas, conferindo assim uma unido

bastante firme a superficie que estdo a colonizar [23].

Os receptores a superficie das células microbianas constituem um possivel alvo
terapéutico, ja que um possivel agente patogénico pode ser excluido do biofilmepor nao
ter receptores adequados a sua adesdo, e consequente insercdo na comunidade
microbiana. No entanto, devem ser cuidadosamente analisados os novos biofilmes a que
estas possiveis terapias iriam dar origem, ja que no lugar deixado pelo agente
patogénico alvo, pode-se instalar um novo microrganismo, com consequéncias tao ou

mais patogénicas que o anterior [23].

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

seleccionar os colonizadores secundarios.

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 gengivais e da
mucosa jugal). Um exemplo sdo os oportunistas P. gingivalis[24], Prevotella

intermedia[25] e Aggregatibacter actinomycetemcomitans[6, 26].



1.2.2. - Quorum Sensing

As bactérias que crescem em biofilme tém a capacidade de comunicar entre si e com 0
hospedeiro através da libertacdo, resposta e reconhecimento de moléculas sinalizadoras
difusiveis. A este sistema da-se 0 nome de quorum sensing o que significa a regulacao

controlada pela resposta & densidade de células dentro de uma populagéo.

Este tipo de comunicagdo traz grandes vantagens para as células bacterianas, incluindo
influéncia na colonizacdo do hospedeiro, formacdo do biofilme, defesa contra outros
microrganismos competidores, adaptacdo a mudancas ambientais, entre outras funcées
essenciais a populacdo [21, 27]. Esta comunicacdo cooperativa facilita a agregacéo
bacteriana entre microrganismos e a superficie do dente, a sinergia nutricional, o
crescimento e desenvolvimento celular na saliva, e a formacdo de cadeias alimentares

através de cooperacdo metabdlica [21].

Todos os passos dados na formacédo do biofilme estdo regulados pelo quorum sensing,
comecando na adesdo bacteriana a superficie do dente, agregacdo inter-celular,
producdo da matriz exopolissacaridea, crescimento, maturacdo e, finalmente,
degradacéo ou destacamento do biofilme. A regulagéo da densidade populacional dentro
do biofilme, e a actividade metabdlica dentro deste, sdo funcdes vitais ha manutencéo
da micro-coldnia, de acordo com a disponibilidade nutricional e condi¢es ambientais, e

este ajuste é regulado também pelas moléculas do quorum sensing[27].

As moléculas envolvidas no quorum sensing, como é o caso dos auto-indutores, vao
interferir na colonizacdo multi-espécies, contribuindo assim para a seleccdo na
constituicdo e crescimento do biofilme [23]. Dentro dos biofilmes, as bactérias ndo tém
sO relacdes antagonizantes (especialmente quando ha competicdo por nutrientes), mas

também de sinergia [28].)

A comunicacdo entre microrganismos, utilizando o quorum sensing é também um
elevado factor de viruléncia reconhecido, pois coordena as oportunidades para
minimizar perdas e maximizar a capacidade de infectar determinado habitat. Um
exemplo é a repressdo da viruléncia de determinada espécie quando a sua densidade
populacional é baixa, para evitar a estimulacdo do sistema imune do hospedeiro.
Quando o numero de bactérias aumenta e ultrapassa determinado limiar, a expressao do

viruloma é activada e factores de viruléncia como resisténcia a antibioticos, mobilidade,
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adesinas, citotoxinas e outras toxinas sdo expressas, permitindo um aumento da

viruléncia e consequente aumento da eficicia da colonizagdo [27].

Esta comunicacédo através do quorum sensing, também pode ser tida com o hospedeiro,
regulando a transcricdo dos genes Humanos de resposta a invasdo bacteriana, ou
promovendo a apoptose das células do sistema imune. Pode, no entanto, dar-se o
acontecimento contrario, e moléculas produzidas pelo hospedeiro (tais como as
citocinas Humanas), podem ser utilizadas como moléculas de sinalizagdo no quorum

sensing bacteriano [27].

As moléculas de quorum sensing sdo fundamentais para um balancgo entre a competicao
e a coexisténcia entre bactérias dentro de um biofilme, mantendo assim a diversidade e

estabilidade de microrganismos em determinado ecossistema microbiano [21].

A comunicacdo entre microrganismos tem, no entanto, uma caracteristica desfavoravel
aos microrganismos: a capacidade de interromper uma via de quorum sensing pode
resultar numa vantagem, num meio em que Vvarias espécies bacterianas competem por

quantidades limitadas de recursos [29].

Assim, a comunicacdo entre uma determinada espécie bacteriana pode ser recebida por
outra, que desse modo vai responder de forma a diminuir ou mesmo neutralizar a
resposta as moléculas de quorum sensing, limitando assim a eficiéncia desta forma de
comunicacdo [27]. De forma semelhante, a capacidade do hospedeiro interferir com a
comunicacgdo entre microrganismos, pode prevenir a sua coloniza¢do usando o quorum
sensing para coordenar a viruléncia. Aos mecanismos envolvidos na interferéncia entre

a comunicacao microbiana, da-se o nome de quorum quenching[29].

As moléculas naturais que fazem o quorum quenching, e impedem a colonizacéo
patoldgica de microrganismos, sdo alvos actuais de investigacdo como ferramentas
terapéuticas. Alguns farmacos actuais ja possuem essa capacidade, como é o caso dos
macroélidos, e a sua funcdo inibitoria da formacdo de muco em pacientes que sofrem de

infec¢es pulmonares [27].

Assim, a inibicdo do quorum sensing e a utilizagdo do quorum quenching, é uma
estratégia terapéutica com potencial de substituicdo de outros farmacos em utilizacdo
actual (como os antibioticos), j& que da sua aplicagdo ndo resultam resisténcias

microbianas. Outra das suas possiveis aplicacdes € a potencializacdo da producdo
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industrial em massa de recursos resultantes da actividade bacteriana (como € o caso da

insulina humana obtida pela tecnologia de ADN recombinante) [29].

1.2.3. -Moléculas importantes na relacdo microrganismo/hospedeiro

As interaccbes entre as células microbianas e o hospedeiro, sdo de importancia
fundamental para a sua sobrevivéncia e podem determinar se a relacdo é de mutualismo
ou de parasitismo. Existem varias moléculas fundamentais a interaccdo entre
microrganismo e hospedeiro, sendo algumas consideradas factores de viruléncia
(atributos moleculares de determinado microrganismo patogénico utilizado para uma
colonizagdo e infeccdo bem sucedidas) [30].Estas moléculas podem ser de origem
proteica, lipidica ou de hidratos de carbono[31] e podem ser classificadas em dois
grupos considerando a fase da colonizacdo em que atuam: i) as moléculas envolvidas na
adesdo e reconhecimento inicial, nas quais se incluem as adesinas, incluidas nas
estruturas externas das bactérias e ii) as moléculas associadas a uma interac¢do
funcional com o hospedeiro onde se podem inserir as toxinas e protéases bacterianas
(que ndo pressupdem necessariamente colonizacdo) e efetores bacterianos que
interferem com os mecanismos de sinalizacdo intracelular do hospedeiro e pressupdem
um sistema de injec¢do no espago intracelular. Muitos destas moléculas sdo alvos de
investigacdo com o objectivo de fazer o controlo e modulacdo do desenvolvimento do

biofilme oral.

1.2.2.1. - Adesinas
A adesdo é um processo fundamental na interaccdo entre microrganismo e hospedeiro, e

pode estar na origem de Vvérias patologias.Microrganismos comensais e patogénicos,
expressam moléculas adesivas nas suas superficies que promovem a interacgdo com o
hospedeiro. No entanto, estas moléculas podem tambeém ser problematicas para esses
mesmos microrganismos, ja que sdo estas que sdo reconhecidas por células fagocitarias
do sistema imune do hospedeiro, estimulando a diapedese, activacdo e realizagdo da
fagocitose. De forma a contornar este problema, alguns microrganismos desenvolveram

mecanismos que lhes permitem expressar as adesinas em estruturas poliméricas, que se
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estendem da superficie microbiana, fazendo assim com que as interac¢bes entre
microrganismo e hospedeiro se realizem a uma distdncia segura da célula do
microrganismo [32].Existem vérias estruturas envolvidas na adesdo, algumas delas
poliméricas,que sdo as mais estudadas (ex: pili bacterianos e adesinas fimbriais em
microganismos Gram negativos), mas também podem existir também estruturas mais

pequenas e monomericas, mas de igual importancia[32].

1.2.2.2. - Proteases bacterianas
A funcdo mais descrita das proteases bacterianas, é a sua capacidade de fornecer

nutrientes a uma bactéria. No entanto, estas moléculas tém também a capacidade de ser
factores de viruléncia, através de varios mecanismos. As protéases produzidas por uma
bactéria extra celular e libertadas no biofilme podem ter uma ac¢éo directa sobre 0s
tecidos do hospedeiro, quer destruindo a martiz extracelular, quer activando proteéses
do hospedeiro, quer inactivando inibidores naturais das protéases do hospedeiro quer
ainda inactivando proteinas fundamentais na resposta imune do hospedeiro. As
protéases de Porphyromonas gingivalis s&o um bom exemplo de uma protéase
bacteriana que comprovadamente exerce um efeito de amplo espectro nos tecidos do
hospedeiro [33])[30].

A maioria das cascatas de proteases humanas sdo muito bem reguladas, actuam
localmente, e sdo facilmente inactivadas de forma a evitar danos. Além disso, as
proteases sdo normalmente expressas em forma de zimogénios (precursores inactivos
que podem ser activados pela accdo de outras proteases [34]), sendo as cascatas de
proteases sdo um grupo de sistemas de zimogénios altamente regulados, minimizando
assim ao maximo a possibilidade de dano [30]. No entanto, basta um distdrbio na
regulacdo desta cascata para que 0 organismo se encontre perante uma patologia. Este
distarbio pode ser resultado de uma falha do hospedeiro, ou de intervencdo de
moléculas de agentes patogénicos, como € o0 caso das proteases bacterianas. Estas
moléculas sé@o extracelulares ou da superficie celular, e podem actuar fazendo a lise das

proteinas do hospedeiro, ou activando proteases do mesmo [30].
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1.2.2.3. - Proteinas Efectoras
Algumas das bactérias que colonizam o biofilme oral, produzem moléculasque so6

conseguem ter efeito no hospedeiro quando entram na célula do mesmo. Assim, as
bactérias desenvolveram sistemas de secrecdo proteica,que injectam esses factores de
virulénciano meio intracelular, com o fim de modificar internamente a fisiologia e/ou
morfologia deste Gltimo. Essas moléculas denominadas de efectoras diferem das
moléculas efectoras do hospedeiro apenas na sua origem, pois a sua forma de atuacdo e
objectivo sdo idénticos ou seja atuar nas vias de sinaliza¢do interna da célula eucariota.
As moléculas efectoras podem ter varias consequéncias benéficas ou prejudiciais para o
hospedeiro: inibir a resposta imune (promovendo assim a sua colonizagdo) ou promoveé-
la (em casos de mutualismo). Os efectores séo diferentes segundo o microrganismo que
0s secreta, mas as suas estratégias para ultrapassar as barreiras de defesa dos
hospedeiros sdo comuns [35].

Recentemente tem sido também verificado que estas moléculas efectoras além de
interferirem com moléculas do hospedeiro podem também ser reguladas e interagir com
moléculas da propria ou de outras bactérias. Assim as bactérias regulam estes factores
de viruléncia, através da degradacdo dos efectores por proteases bacterianas, ou atraves
de outros efectores, sendo este efeito conhecido como “friendly-fire” (ou seja, “fogo
amigo”, um eufemismo militar). No entanto, os efectores podem ter também um efeito
de “equipa”, regulando-se mutuamente[31]. E um exemplo deste tipo de molécula, a
proteina efectora EspF da bactéria E. coli enteropatogénica, que tem como alvo o
nucléolo, e inibe a expressao de um conjunto de factores nucleolares [36].

Estas moléculas sdo importantes na interaccdo com o hospedeiro, ja que a promogéao ou
inibicdo da resposta imune pode ser a origem de varias patologias.

1.3 - Ferramentas Bioinformaticas e o estudo do Microbioma
Humano

Para fazer o estudo do Proteoma oral € necessario o recurso a varias ferramentas
bioinformaticas, ja que apos a realizacdo de estudos de protedmica e de metaprotedmica,

ha como resultado um conjunto massivo de dados, que seria impossivel de analisar sem
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0 recurso a estas ferramentas.Assim, para a compreensao do proteoma oral Humano é
necessario estudar ndo s as proteinas orais de origem Humana, mas também as de

origem microbiana, ja que contribuem também para 0 OralOma Humano.

Existem vérias ferramentas bioinformaticas associadas ao armazenamento e analise de
dados relativos a proteinas, tais como: OMIM (Online Mendelian Inheritance in
Man[37]), UniProtkKB (UniProt KnowledgeBase[38]), PANTHER (Protein ANalysis
THrough Evolutionary Relationships[39]), STRING (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes[40]), BRENDA (the Comprehensive Enzyme Information System[41]
e VFDB (Virulence Factor DataBase [42]).

1.3.1. -OralOme e OralCard

Existem ainda algumas bases de dados dedicadas a acumulacdo e anotacdo de toda a
informagdo obtida sobre o microbioma Humano, tais como o Human Microbiome

Project (HMP,http://www.hmpdacc.org/), e mais especificamente sobre 0 microbioma

oral Humano, HOMD (Human Oral Microbiome Database [43]). No entanto, ainda nédo
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
0S 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 lhe
serviu de suporte[44].

Assim, esta ferramenta bioinforméatica e a informagdo nela incluida, vai 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 prognostico, e na descoberta e desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos[2].
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1.3.2. -Gene ontology

Além da existéncia de bases de dados e de ferramentas bioinformaticas, essenciais para
determinar o significado biol6gico dos véarios estudos de gendmica e de protedmica, é
necessario também desenvolver uma linguagem universal que seja entendida pelos
varios laboratorios, e por investigadores de vérias origens. Assim, houve a necessidade
de criar uma ontologia que permitisse anotar as funcGes, localizacdo celular e os
processos biologicos em que estavam envolvidas as moléculas identificadas e propostas

nos varios estudos de proteémica e genémica [45].

O Gene Onthology (literalmente, ontologia génica) € um projecto bioinformatico que
ultrapassa esta barreira, no qual os seus colaboradores desenvolveram vocabularios
(ontologias), que descrevem os atributos de produtos génicos provenientes de varios
organismos, no contexto da sua funcdo molecular (Molecular Function), processo

bioldgico (Biological Process) e localizacdo celular (Cellular Component)[35].

Este projecto é uma ajuda fundamental na interpretacdo dos dados experimentais, ja que
facilita e promove uma consulta uniforme entre os termos GO, permitindo assim uma
sintese sistemética de sequéncias provenientes de varios estudos. O aumento do
envolvimento da comunidade cientifica,e a adicdo de novos termos GO tem permitido
gue ocorram avangos em varias areas, e que haja uma linguagem universal quando nos

referimos a produtos génicos[45].

A ontologia Cellular Component, refere-se ao conjunto de estruturas intracelulares e
complexos macromoleculares, dos quais um determinado produto génico se pode
localizar ou fazer parte (como por exemplo: membrana nuclear interna ou 0 complexo

ubiquitina ligase).

A ontologia Molecular Function,indica as actividades elementares de um determinado

produto génico a nivel molecular, como ter funcdo catalitica ou de ades&o.

A ontologia Biological Process, corresponde a uma série de eventos ou fungdes
moleculares, ou seja, um conjunto de actividades moleculares relacionadas, com um
principio e um fim definidos. S&o exemplos de Biological Processo ciclo celular ou a
comunicacdo celular. Ocorrem, por vezes, alteragdes no processo bioldgico, causadas

por fendtipos mutantes.
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Estas ontologias e os termos utilizados, tornam muitas vezes a interpretacdo confusa. As
ontologias GO sdo, muitas vezes, pouco intuitivas numa primeira analise, dada a
complexidade e variedade de antecessores e descendentes que um termo pode ter. Para
aliviar este facto, tem havido na comunidade cientifica alguns grupos com interesses
mais especificos, que se tém dedicado a simplificar as ontologias para formas mais

abreviadas.

Um desses grupos € o PANTHER [39], que usa uma versdo mais simplificada das
ontologias dos GO para fazer a anotacdo das proteinas de organismos tais como Homo
sapiens e outros organismos modelo como Mus musculus, Rattus norvegicus ou
Drosophila melanogaster. No entanto, esta ferramenta tem um numero limitado de
microrganismos, e nem todos estdo presentes na cavidade oral. Assim, apesar de esta
ferramenta ser Util para o estudo da cavidade oral no que se refere as proteinas humanas,
e portanto estar incluida nas ferramentas a que o OralCard da acesso, quando queremos
analisar as proteinas de origem microbiana, esta ferramenta € muito limitada. Existem
varias ferramentas em que ha a anotacdo das ontologias, de forma mais simplificada, de
microrganismos. Neste trabalho vamos focar-nos na AgBase, pois é uma base de dados
na qual é feita a anotacdo de varios microrganismos que interagem com hospedeiros
vertebrados. E possivel encontrar nesta base de dados, a anotacdo de varias proteinas
que sdo comuns aos microrganismos da cavidade oral Humana, e portanto Uteis no

presente estudo.

Quando consideramos o caso particular das interaccbes hospedeiro/microbioma é
importante referir que existe um grupo de estudo, o PAMGO (Plant-Associated
Microbe Gene Ontology Initiative),que esta dedicado a estender os GO a incluir termos
que descrevam processos envolvidos na interaccdo entre microrganismos e VAarios
hospedeiros[45]. Este grupo relUne investigadores de vérias &reas, mas a sua
investigacdo inicial debrucou-se na simbiose entre bactérias e plantas, sendo essa a

origem do nome do grupo.

Um dos passos mais importantes para a criacdo do termo GO para simbiose foi a sua
definigdo. O PAMGO define simbiose como “um continuo que abrange interacgdes que
vao desde 0 mutualismo, passando pelo comensalismo até ao parasitismo”, sendo por
isso desencorajada a utilizagdo do termo “simbiose” como um sinénimo de

“mutualismo”.
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Assim, foram criadas novos termos ontolégicos que descrevem as relagcdes inter-
espécies como o GO:0044403 “symbiosis, encompassing mutualism through

parasitism”, que tem 20 termos descendentes[45]:

B CO0:0008150 biological_process [447337 gene products]
B C0:0051704 multi-organism process [17615 gene products]
B C0:0044419 interspecies interaction between organisms [4950 gene products]

¥ G0:0044403 symbiosis, encompassing mutualism through parasitism [4328 gene products]
C0:0051816 acquisition of nutrients from other organism during symbiotic interaction [12 gene products]
G0O:0051825 adhesion to other organism involved in symbiotic interaction [298 gene products]
G0:0075071 autophagy involved in symbiotic interaction [0 gene products]
G0:0085031 commensalism [0 gene products]
G0:0044111 development involved in symbiotic interaction [67 gene products]
GO:0051821 dissemination or transmission of organism from other organism involved in symbiotic interaction [7 gene products]
G0:0044110 growth involved in symbiotic interaction [337 gene products]
G0:0051701 interaction with host [3343 gene products]
G0:0052047 interaction with other organism via secreted substance involved in symbiotic interaction [244 gene products]
G0O:0051702 interaction with symbiont [238 gene products]
G0O:0051708 intracellular protein transport in other organism involved in symbiotic interaction [35 gene products]
G0:0052214 metabolism of substance in other organism involved in symbiotic interaction [9 gene products]
G0:0051817 modification of morphology or physiology of other organism involved in symbiotic interaction [1223 gene products]
G0:0052192 movement in environment of other organism involved in symbiotic interaction [1100 gene products]
G0:0044399 multi-species biofilm formation [10 gene products]
©0:0085030 mutualism [0 gene products]
G0:0009877 nodulation [24 gene products]
G0O:0072519 parasitism [2 gene products]
G0:0051824 recognition of other organism involved in symbiotic interaction [5 gene products]
G0:0043903 regulation of symbiosis, encompassing mutualism through parasitism [206 gene products]
G0:0052173 response to defenses of other organism involved in symbiotic interaction [1181 gene products]
G0:0051836 translocation of molecules into other organism involved in symbiotic interaction [0 gene products]

Figura 1 - Vista em arvore dos termos antecedentes e descendentes do “G0:0044403
symbiosis encompassing mutualism through parasitism”, adaptado da vista em
arvore de http://amigo.geneontology.org/ a 28/06/2012.

N&do sdo apenas 0s processos bioldgicos que tém sido alvo da criacdo de novas
ontologias, também as estruturas especificas que se criam durante o processo de
simbiose (como caveolas, membranas e vaclolos, por exemplo) foram também
anotados com novos cédigos GO dentro da classificacdo Cellular Component. O termo
GO0:0033643 “host cell”, € um exemplo de estruturas importantes na relagdo entre o

hospedeiro e 0 microbioma, e inclui 16 termos descendentes[45]:
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@ G0:0043657 host cell [1448 gene products]

¥ G0:0033643 host cell part [1415 gene products]

H G0:0044155 host caveola [0 gene products]

G0:0044230 host cell envelope [0 gene products]
G0:0044156 host cell junction [28 gene products]
GO:0033644 host cell membrane [935 gene products]
G0:0044084 host cell membrane pore complex [0 gene products]
GO:0044189 host cell microsome [0 gene products]
G0:0044538 host cell periphery [0 gene products]
G0:0044229 host cell periplasmic space [0 gene products]
G0:0044157 host cell projection [0 gene products]
GO:0044228 host cell surface [0 gene products]
G0:0044221 host cell synapse [23 gene products]
G0:0044158 host cell wall [0 gene products]
G0:0033646 host intracellular part [626 gene products]
GO:0043665 host peribacteroid fluid [0 gene products]
G0:0043664 host peribacteroid membrane [0 gene products]
GO:0044385 integral to membrane of host cell [0 gene products]
G0:0043656 intracellular region of host [626 gene products]
GO:0020006 symbiont-containing vacuolar membrane network [0 gene products]
G0:0020004 symbiont-containing vacuolar space [0 gene products]
GO:0020005 symbiont-containing vacuole membrane [14 gene products]

Figura 2 - Vista em arvore dos termos descendentes do “G0:0043657 host cell”,
adaptado da vista em arvore de http://amigo.geneontology.org/ a 28/06/2012.
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2. Objectivos

O objectivo deste trabalho, é completar a base de dados OralOme com as proteinas
produzidas pelos microrganismos, e identificadas experimentalmente em estudos de
protedmica. Com este trabalho aumentar-se-4 0 numero e tipo de proteinas na base de
dados e portanto a capacidade de utilizacho da ferramenta OralCard
(http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/).

Apos a concretizacdo do objectivo anterior, tornou-se possivel a anélise da informagéo
recolhida, concretizando a proposta de um conjunto de proteinas de origem microbiana

interessantes do ponto de vista da interaccdo que estabelecem com o hospedeiro.
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3. Material e Métodos

3.2. Catalogacdo das proteinas microbianas

Foi feita uma pesquisa bibliografica no motor de busca PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) usando como palavras-chave “saliva,

2 ¢

proteomics, bacteria”, “saliva, proteomics, microbial” e “saliva proteomics”.

Foram seleccionados artigos, com resultados experimentais de estudos de proteémica da
saliva, em que foram encontradas proteinas microbianas. [46-49]

Usou-se a ferramenta bioinforméatica UniProtKB (UniProt Knowledgebase,
http://www.uniprot.org[38]), uma base de dados de proteinas que apresenta a
informacdo estrutural e funcional sobre cada proteina, incluindo os seus diferentes
nomes, estados de revisdo, organismo onde foram identificadas, dominios, estrutura

tridimensional, interacgdes, entre outros.

A partir do nimero de acesso de cada uma das proteinas microbianas identificadas na
bibliografia, foi usada a interface da base de dados do UniProtKB para verificar o
estado de revisdo das mesmas: Reviewed,que corresponde a proteinas com registos
anotados manualmente através de informacdo obtida por literatura,ouUnreviwed,que
corresponde a registos analisados computacionalmente por algoritmos, aguardando
ainda um registo manual. Com este recurso, foi também possivel verificar se ja existe
uma determinacdo da estrutura tridimensional das proteinas em questdo, informacéo
fundamental para um estudo posterior sobre a interac¢cdo molecular destas proteinas

com o hospedeiro na cavidade oral.

As proteinas microbianas identificadas nas varias referéncias,foram adicionadas a base
de dados OralOme. Esta base de dados, que retne informacdo acerca de proteinas
salivares humanas identificadas em estudos de protedmica continha, em Dezembro de
2011, proteinas de origem microbiana cuja presenga na cavidade oral foi prevista
teoricamente a partir da sequéncia do genoma das bactérias da cavidade oral
[depositadas naHuman Oral Microbiome Database
(http://www.homd.org)][43].Simultaneamente, as proteinas determinadas

experimentalmente foram anotadas manualmente, relativamente ao tipo de amostra em

que foram identificadas, o género, idade e estado de salde do dador, técnicas usadas
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para a identificacdo das proteinas e existéncia de modificacbes pos-traducdo das
mesmas. A anotacdo da patologia dos dadores de amostras orais, foi feita recorrendo ao
codigo OMIM [Online Mendelian Inheritance in Man
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim)[37]], mas como algumas situacdes de alteracdo do
sistema oral como as céries e a Gengivite, ndo estavam incluidas na base do OMIM,
foram também usadas as designacbes das alteragdes descritas no MeSH (Medical

Subject Headings http://www.nlm.nih.gov/mesh/). Para cada uma das proteinas

identificadas como alteradas, no caso de patologia, foi ainda registado se as proteinas

identificadas estavam aumentadas, diminuidas ou ausentes.

3.3. Analise da classificacao ontoldgica das proteinas microbianas
Para se obterem as ontologias referentes a cada uma das 1212 proteinas identificadas,
foi utilizada a ferramenta bioinformatica UniProtKB, inserindo os cddigos de acesso
correspondentes as proteinas identificadas. Embora nalguns dos artigos originais as
proteinas aparecam listadas com cédigos IPI, a ferramenta de “mapping” no UniProtKB
permite fazer a sua conversao para os codigos proprios desta base de dados. Assim, este
procedimento foi adoptado para todas as proteinas, de forma aos identificadores

armazenados no OralOme sejam os codigos do UniProtKB.

Downloads - Contact - Documentation/Help

Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtkB) v | Search | [ Advanced Search » | [ Clear |

THE FIRST 10 YEARS OF UNIPROT NEWS

Saturday 8 September 2012, Basel, Switzerland UniProt release 2012_06 - Jun 13, 2012
?
Celebrate UniProt's 10th anniversary with us! Renowned speakers from the S on ot s ok e o sk oy R0t g
Complete proteome sets for Ensembl Genomes species |
fields of interactions & protein modelling, proteomics. protein structure & Cclads 6F pano e S b sck ¥o¢ Da fak(8] Chiuiges 0
function, and genome analysis & annotation will highlight how protein cross-reference to PhosSite | New UniPathway2GO pipeline
databases are underpinning life sciences
Lok » Statistics for UniProtkB

Swiss-Prot - TEEMBL
» Forthcoming changes
» News archives

W Follow @uniprot | 345 folowers

Submit abstracts for talks and posters to abstractsUP12@isb-sib.ch

WELCOME

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a
comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein sequence
and functional information

SITE TOUR

What we provide

UniProtkB Protein knowledgebase, consists of two sections.

Figura 3 - Obtencdo de informacgdo sobre as 1212 proteinas identificadas: utilizagdo
da opcao “Retrieve” no portal web do UniProtKB. Figura adaptada do portal Web do

UniProtKB [29]
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a
THE FIRST 10 YEARS OF UNIPROT NEWS
Saturday 8 September 2012, Basel, Switzerland UniProt release 2012_06 - Jun 13, 2012
5 Fungal prion proteins: disease or evolutionary motor? |
Celebrate UniProt's 10th anniversary with us! Renowned speakers from the Complete proteome sets for Ensembl Genomes species |
fields of interactions & protein modelling, proteomics, protein structure & Update of genome submission for Bos taurus | Changes to
function, and genome analysis & annotation will highlight how protein cross-reference to PhosSite | New UniPathway2GO pipeline
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Swiss-Prot - TEEMBL

» Forthcoming changes

» News archives

Submit abstracts for talks and posters to abstractsUP12@isb-sib.ch

WELCOME W Follow @uniprot | 345 folowers

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

Figura 4 - Obtencao de informagao sobre as 1212 proteinas identificadas: colocagao
dos identificadores de todas as proteinas e selec¢do da opg¢do “Retrieve”. Figura
adaptada do portal Web do UniProtKB[29]

“ﬂl’m:. > Jobs Downloads - Contact - Documentation/Help
o

Search Blast Align Retrieve D Mapping

UniProt identifiers or file -
Help

P22848 - Procurar.
P63413 Retrieve
92164 e
gs“nas Clear
BBZUWS More.
P39616
P19537

1,21yflique items Sugilable for download

UniProtkB (121
» Download Gata Compressed or uncompressed
FASTA

Sequence data in FASTA format
[Download ( 500 KB* ) | Open ]
GFF
Sequence features in GFF.
[Download (2 MB* )| Open ]
Flat Text
Complete data in the original fiat text format.
[Download (4 MB* ) | Open ]
http://: rot.org/uniprot/2q b:201 20630600 =score

Figura 5 - Obtenc¢do de informacdo sobre as 1212 proteinas identificadas: selec¢do da
opc¢ao “UniProtKB. Figura adaptada do portal Web do UniProtKB[29]

De seguida, foram seleccionadas quais as caracteristicas de interesse ao estudo das
proteinas, tendo sido escolhidos 0 nome da proteina, funcdo, microrganismo da qual

origina, identificacdo da ontologia e descri¢dao da ontologia.
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UniProt § » UniProtkKB
%

Downloads - Contact - Documentation/Help
Search Blast Align

Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtkB) v  job-20120630600SJHSPKH

Retrieve ID Mapping *

Search | [ Advanced Search » | [ Clear |
125 0f 1,211 results for job:2012063060DSJHSPKH in UniProtKB sorted by score descending

“ Browse by taxonomy, keyword, gene ontology, enzyme class or pathway | % Reduce sequence redundancy to 100%, 90% or 50%

" B 1 ‘of 49 Next »
Result
» Show only révewed (273) ¥ (UniProtkB/Swiss-Prot) or unreviewed (938) ™ (UniProtkB/TEEMBL) entries

» Show only entries with structural information (19)

Entry Protein names =] 30
[ P22848 5.nucleotidase

[ Q8DS57 Acetate kinase

[ P63413 Acetate kinase

[ Q9ZL64 Aconitate hydratase 2

[ Q97HM Acyl carrier protein homolog

] B8ZUWS8 Adenosine deaminase

[ P39616 Probable aldehyde dehydrogenase ywdH

B P19537 Fructose-bisphosphate aldolase

[ POA4S1 Fructose-bisphosphate aldolase

sl 083668 Fructose-bisphosphate aldolase

Figura 6 - Obtencao de informagao sobre as 1212 proteinas identificadas: selec¢ao da
opgao “Customize” para escolher as informagdes mais relevantes das proteinas para
este estudo. Figura adaptada do portal Web do UniProtKB[29]

UniProt 3 » UniProtKB
e

Downloads - Contact - Documentation/Help
Search Blast Align Retrieve D Mapping *

Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtkB) v  job-20120630600SJHSPKH

Search J ‘ Search » || Clear

1 - 25 of 1,211 results for job:2012063060DSJHSPKH in UniProtKB sorted by score descending

% Browse by taxonomy, keyword, gene ontology, enzyme class or pathway | » % Reduce sequence redundancy to 100%, 90% or 50%

Results
Columns
|Gene names - Show» Protein names
General annotation (Comments) Gene ontology (GO)
InterPro « Hide Gene ontology IDs
Interacts with Organism ID
Keywords :ommen (FUNCTION) |
Length Halp [cancel |
Mapped PubMed ID =
» Show only reviewed (273) ¥ (UniProtKB/Swiss-Prot) or unreviewed (938) ™ (UniProtKB/TrEMBL) entries
» Show only entries with structural information (19)
Entry Protein names £ 30
B P22848 5 -nucleotidase
[ Q8Dss7 Acetate kinase

Figura 7 - Obtencao de informagdo sobre as 1212 proteinas identificadas (nome das
proteinas, GOs, identificacdo das ontologias, organismo de origem e fun¢do da

proteina) Seleccionou-se de seguida a op¢ao “Save”. Figura adaptada do portal Web
do UniProtKB[29]

Apos as informagdes de interesse terem sido seleccionadas, foi feito o download de um
ficheiro .xlsxe a tabela foi trabalhada no Microsoft Excel® 2010.
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UnProt % > UniProtka Downloads - Contact - Documentation/Help

Search Blast Align Retrieve 1D Mapping *
Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtKB) »  job2012063060DSJHSPKH Search | [ Advanced Search » | [ Clear
1 - 25 of 1,211 results for job:2012063060DSJHSPKH in UniProtKB sorted by score descending
++ Browse by taxonomy, keyword, gene ontology. enzyme class or pathway | » « Reduce sequence redundancy to 100%, 90% or 50%
f Page 1
Results

» Show only reviewed (273) ¥ (UniProtKB/Swiss-Prot) or unreviewed (938) ¥ (UniProtKB/TrEEMBL) entries

Entry Protein names »! Gene ontology (GO) Gene ontology IDs Organism ID General annotation (FUNCTION)
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QBDS57 | Acetate kinase cytoplasm; organic acid metabolic process  GO.0005737 GO-0006082 109
P [—— ATP binding; acetate kinase activty G0-0005524: GO-0008776; —

cytoplasm; organic acid metabolic process GO:0005737; GO:0006082
2-methylisocitrate dehydratase activity. 4 iron

4 sulfur cluster binding: citrate hydrodyase  GO-0047456; GO:0051539,
[ QozL64 i 2 Hate fo g) activity; isocitrate G0:0052632: GO:0052633: 85963 Catalyzes the Isowl,e":a‘mn of citrate to isocitrate via cis-aconitate as well as
hydro-lyase (cis-aconitate-forming) activity. GO:0046872; GO-0006099 e ol - Erme
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Figura 8 - Obtengdao de informagao sobre as 1212 proteinas identificadas: foi
seleccionada a opgao “Download” para descarregar o ficheiro. Figura adaptada do
portal Web do UniProtkKB[29]

u.,pm:__ » UniProtkB Downloads - Contact - Documentation/Help
Search Blast Align Retrieve D Mapping
Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtkB) v job2012063060DSJHSPKH Search | [ Advanced Search » | [ Clear |

1,211 results for job:2012063060DSJHSPKH in UniProtKB sorted by score descending

» Download data compressed or uncompressed

Tab.Delimited
Summary information from the result view
[ Download | Open | Open first 10

Excel 4

adoformation from the result view for MS Excel™
[Download | Y)pen | Open first 10

Canonical sequence data in FASTA format

[Download (600 KB*) | Open | Open first 10]
Canonical and isoform sequence data in FASTA format
[ Download (600 KB*) | Open | Open first 10 ]

GFF

Sequence annotation in GFF format

[Download (2 MB*) | Open | Open first 10}

Flat Text

Complete data in the original fiat text format.
hitp://www.uniprot.org/uniprot/Jquery=job:201 20630600SJH...id,protein names,go,go-id,organism-id,comment(FUNCTION)

Figura 9 - Obtencao de informacgdo sobre as 1212 proteinas identificadas: escolha do
formato a descarregar. Foi seleccionado o formato .xIsx para ser possivel trabalhar
com o Microsoft Excel. Figura adaptada do portal Web do UniProtKB[29]

Para realizar a descricdo compreensiva das anota¢fes ontoldgicas das 1212 proteinas
microbianas inseridas no OralOme,essas anotagcdes foram agrupadas em 3 grupos de
ontologias: Cellular Component, Molecular Function e Biological Process. Devido a
grande variedade de ontologias presentes, foi necessario contornar este problema
através do agrupamento das varias ontologias em classes mais abrangentes, sendo para
isso utilizada a ferramenta bioinforméatica AgBase[50], que apesar de ser desenvolvida
para a comunidade agro-pecuéria contém a anotacdo de muitos dos microrganismos

presentes na cavidade oral.
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De forma a encontrar as proteinas de interesse para a interac¢cdo com o hospedeiro, foi
feita uma pesquisano ficheiro contendo a informagdo descrita na Figura 7,com as
palavras-chave “adhesin”, “adhesion”, “pili”, “effector”, “bacterial protease”,

“guorum sensing ”, “quorum quenching”, “virulence” e “toxin”.

3.4. Analise das proteinas microbianas associadas a patologias

O OralCard foi utilizado para fazer a associacdo entre as proteinas de origem
microbiana alteradas em situaces de patologia. Das varias patologias inseridas na base
de dados OralOme apenasGengivite, Periodontite Agressiva e Cancro Oral
apresentavam proteinas microbianas relacionadas. Para cada uma delas foram
identificadas todas as ontologias existentes, e seleccionadas as que teriam maior
relevancia na interaccdo com o hospedeiro, de forma idéntica a descrita no paragrafo

anterior.

Todas as tabelas e graficos apresentados foram realizados com o programa Microsoft
Excel® 2010.
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4. Resultados

4.2. Catalogacao das proteinas microbianas
ApOs  pesquisa  bibliogrdfica na base de dados online PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), com as palavras-chave “bacteria”, “microbial”,

“saliva” e “proteomics”, foram encontrados artigos cientificos, dentre os quais foram
seleccionados cinco, que apresentavam nos seus resultados a identificacdo de proteinas
microbianas em amostras de saliva, fluido crevicular, ou mucosa oral (em pacientes com

patologia e/ou pacientes saudaveis).
Assim, os artigos seleccionados foram:

Tabela | - Artigos de estudos de protedmica salivar seleccionados para este estudo.

Artigo Numero de Patologia Local de origem da

proteinas associada amostra
identificadas (OMIM/MeSH)

Periodontite

Bostanci, N. )
§ agressiva ) )
etal., 28 proteinas . Fluido Crevicular
generalizada
2010[48]
170650/68010520
Esser, D. et ) Sobrenadante obtido da
25 proteinas NA/ ] )
al., 2008[47] centrifugacdo de Saliva
Grant, M. et ) Gengivite i )
16 proteinas Fluido Crevicular
al., 2010[49] NA/68005891
Xie, H. etal., ) Cancro Oral Pellet obtido da
136 proteinas ] )
2008[46] 275355/68009062 centrifugacdo de Saliva
Jagtap, P.et ’ Sobrenadanteobtido da
2176 proteinas NA/ ) 3 )
al., 2012 [51] centrifugacéo de Saliva

A partir desses artigos, foram reunidas todas as proteinas identificadas nos diferentes
estudos e verificado que das 1212 proteinas identificadas, na base de dados UniProtKB,
havia 273 destas proteinas revistas e 939 ndo revistas, ou seja, cuja existéncia e nivel de
anotacdo, ndo foi ainda revista manualmente pelos curadores da base de dados
UniProtKB.
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Ainda com recurso ao UniProtKB foi verificado que para 1193 destas proteinas ndo
existia estrutura 3D determinada,e que para apenas 15 proteinas essa estrutura existia
determinada por cristalografia de RX, para 2 delas existia estrutura determinada por
microscopia electronica e cristalografia de RX, para uma delas existia estrutura
determinada por cristalografia de RX e espectroscopia NMR e finalmente para uma

existia estrutura determinada por espectroscopia NMR.

As 1212 proteinas experimentalmente determinadas revelam a presenca de 170
organismos, sendo a maioria destes bactérias, uma levedura (Saccharomyces cervisae,
com as proteinas POCF16 e POCF17) e dois virus (Equine herpesvirus 1, com a proteina
P28966 e Encephalomyocarditis virus, com a proteina P17593 e P17594).

A maioria das espécies bacterianas € identificada por poucas proteinas (uma ou duas),
sendo a espécie Rothia mucilaginosaaquela em que foram identificadas mais proteinas,

como se pode observar na Figura 10.
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Actinomyces

Rothia mucilaginosa ; odontolyticus; 54

85
Escherichia coli ; 40

Streptococcus
pneumoniae; 35

Streptococcus
salivarius; 26

Neisseria subflava ; 26

Haemophilus
influenzae; 24

Lactococcus lactis; 21

Pseudomonas
aeruginosa; 20

Outros (141 espécies);

588 Leptotrichia buccalis ;

19
Veillonella dispar; 18
Pseudomonas
fluorescens; 17

Prevotella veroralis; 17

Streptococcus
pyogenes; 16

Staphylococcus aureus;
16

Abiotrophia defectiva; — =B Delftia acidovorans ; 16

Klebsiella pneumoniae ;

12

Bacillus subtilis; 16

Rhizobium loti; 15

Mycobacterium

- Neisseria flavescens; 15
tuberculosis; 12

Streptococcus mutans;

Neisseria mucosa ; 12
14

Stenotrophomonas

Helicobact lori ; 14
maltophilia; 12 elicobacter pylori ;

Streptococcus gordonii Yersinia pestis; 13 Agrobacterium
13 ! radiobacter; 14

Figura 10- Representacdo do numero de proteinas de origem microbiana presentes
no OralCard por espécie de microrganismo. No grupo “Outros” estdo incluidas 141
espécies cuja identificagdo resulta da presenga de 11 ou menos proteinas. A
correspondéncia entre a proteina identificada e o microrganismo foi obtida com o
UniProtKB.

4.3. Analise da classificacdo ontologica das proteinas microbianas

No sentido de esclarecer a importancia funcional das proteinas microbianas presentes no
no ecossistema da cavidade oral, foi determinada a anotacdo ontoldgica de cada uma das
1212 proteinas. Assim, foram agrupadas de acordo com as trés ontologias principais:
Cellular Component, Molecular Functione Biological Processe representadas nas

figuras seguintes:
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Figura 11 - Representacdo da classificacao ontolégica das 1212 proteinas de origem
microbiana presentes no OralOme quanto a classe Cellular Component. As classes
ontolégicas mantém a designacdo em inglés pelas razdes apresentadas na nota
prévia do prefacio.

Através da analise da Figura 11, que ilustra a Cellular Component, pode-se concluir que
a maioria das ontologias analisadas corresponde a produtos génicos localizados no
citoplasma (21% correspondem ao GO:0005737, cytoplasm) e no ribossoma (10,1%
correspondem ao GO:0005840, ribosome). Existe também um ndmero consideravel de
produtos génicos localizados na membrana plasmatica (5% correspondem ao
G0:0005886, plasma membrane), organelos (4,6% correspondentes ao GO:0043226,
organelle) e complexos proteicos (4,6% correspondentes ao GO:0043234, protein
complex), regido extra-celular (3,2% correspondentes ao GO:0005576, extracellular
region), envelope celular (2,4% correspondentes ao GO:0030313, cell envelope) e
estrutura encapsuladora externa (2,3% correspondentes ao GO:0030312, external
encapsulating structure). As ontologias representadas em menor numero sao as de

produtos génicos encontrados na parede celular (0,6% correspondentes ao GO:0005618,
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cell wall), citosol (0,4% correspondentes ao GO:0005829, cytosol), cromossoma (0,3%
correspondentes ao GO:0005694, chromosome), matriz extra-celular proteinacea (0,3%
correspondentes ao GO:0005578, proteinaceous extracelular matrix), plastideo (0,2%
correspondentes ao GO:0009536, plastid) e mitocondria (0,2% correspondentes ao
G0:0005739, mitochondrion).

Para facilitar a compreensdo e andlise do grafico que ilustra as ontologias
correspondentes a Cellular Component, estas foram agrupadas em categorias mais
abrangentes atraves do recurso a ferramenta bioinformatica AgBase, como foi descrito
anteriormente na seccdo de Material e Meétodos, obtendo-se assim 3 grupos de
ontologias: i) intracelulares, o maior, contendo 50,1% de todos os produtos génicos; ii)
extracelulares, que apesar de serem 0 grupo com menos produtos génicos (13,7%),
correspondem ao mais relevante para a interacgdo com o hospedeiro; iii) componente

celular indefinida, com 36,1% dos produtos génicos.
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Figura 12 - Representagao da classificacdo ontoldgica das 1212 proteinas de origem
microbiana presentes no OralOme quanto a classe Molecular Function. As classes
ontoldgicas mantém a designacao em inglés pelas razées apresentadas na nota
prévia do prefacio.

Na Figura 12,pode verificar-se que os produtos génicos com maior representagdo na
amostra estdo envolvidos em actividade catalitica (15,9% correspondentes ao
GO0:0003824, catalytic activy), de ligacdo (15,6% correspondentes ao GO:0005488,
binding), ligagdo de nucledtidos (14,9% correspondentes ao GO:0000166, nucleotide
binding), actividade de transferase (8,9% correspondentes a GO:0016740, transferase
activity), actividade de hidrolase (8,8% correspondentes ao GO:0016787, hydrolase
actvity), ligacdo a ARN (5,7% correspondentes ao GO:0003723, RNA binding) e
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actividade molecular estrutural (5,6% correspondentes ao G0O:0005198, structural
molecule activity). Existem também uma quantidade relevante de produtos génicos
correspondentes a ligacdo a ADN (5% correspondentes ao GO:0003677, DNA binding),
actividade de transporte (4,4% correspondentes ao GO:0005215, transporter activity),
actividade de factor de traducdo, ligacdo a acido nucleico (2,7% correspondentes ao
G0:0008135, translation factor activity, nucleic acid binding), actividade de cinase (2,5%
correspondentes ao GO:0016301, kinase activity), actividade de peptidase (1,6%
correspondentes ao GO:0008233, peptidase activity), ligacdo proteica (1,3%
correspondentes ao GO:0005515, protein binding), actividade de nuclease (1,1%
correspondentes ao GO:0004518, nuclease acitvity), ligacdo a sequéncias especificas de
ADN (1,1% correspondentes ao GO:0003700, sequence-specific DNA binding),
actividade de transducdo de sinal (1% correspondente ao GO:0004871, signal
transducer activity) e actividade de transporte de electrées (0,9% correspondentes ao
GO0:0009055, electron carrier activity). Em quantidades menores, existem produtos
génicos de actividade anti-oxidante (0,5% correspondentes ao GO:0016209,
antioxidante activity), actividade de cinase de proteinas (0,5% correspondentes ao
G0:0004672, protein kinase activity), ligacaoa acidos nucleicos (0,5% correspondentes
ao GO:0003676, nucleic acid binding), ligacdo a hidratos de carbono (0,4%
correspondentes ao GO:0030246, carbohydrate binding), actividade de receptor (0,4%
correspondentes ao GO:0004872, receptor activity), ligacdo a receptores (0,2%
correspondentes ao G0:0005102, receptor binding), ligacdo a lipidos (0,1%
correspondentes ao GO:0008289, lipid binding), ligacdo ao ido célcio (0,1%
correspondentes ao GO:0005509, calcium ion bonding), actividade de canal iénico (0,1%
correspondentes ao G0:0005216, ion channel activity) e actividade de regulacdo

enzimatica (0,05% correspondentes ao GO:0030234, enzyme regulator activity).
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Figura 103 - Representacgao da classificagdo ontoldgica das 1212 proteinas de origem
microbiana presentes no OralOme quanto a classe Biological Process. As classes
ontolégicas mantém a designacdo em inglés pelas razdoes apresentadas na nota
prévia do prefacio.
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Quanto a classe ontologica Biological Process (Figura 13), conclui-se que predominam
0S processos correspondentes ao processo metabdlico (19,6% correspondentes
aa0G0:0008152, metabolic process), processo biossintético (8,6% correspondentes ao
G0:0009058, biosynthetic process), processo metabolico de hidratos de carbono (6,5%
correspondentes ao GO:0005975, carbohydrate metabolic process), compostos que
contém uma nucleobase (6,1% correspondentes ao GO:0006139, nucleobase-containing
compound), traducdo (5,1% correspondentes ao GO:0006412, translation), processo
metabolico primario (4,6% correspondentes ao GO:0044238, primary metabolic
process) e processo catabdlico (4,3% correspondentes ao GO:0009056, catabolic
process). Em quantidades consideraveis foram encontrados produtos génicos com
ontologias correspondentes a geragdo de metabolitos percursores e energia(3%
correspondentes ao GO:0006091, generation of precursor metabolites and energy),
processo metabolico de ADN (2,8% correspondentes ao GO:0006259, DNA metabolic
process), processo metabdlico de proteinas (2,3% correspondentes ao GO:0019538,
protein metabolic process), transporte (2,2% correspondentes ao G0:0006810,
transport), resposta a stress (2% correspondentes ao GO:0006950, responso to stress),
regulacdo do processo bioldgico (1,6% correspondentes ao GO:0050789, regulation of
biological process), organizagdo da componente celular (1,3% correspondentes ao
GO0:0016043, celular component organization), transporte i6nico (0,8%
correspondentes ao GO:0006811, ion transport), transporte proteico (0,8%
correspondentes ao G0O:0015031, protein transport), processo metabdlico de lipidos
(0,7% correspondentes ao GO:0006629, lipid metabolic process) e ciclo celular (0,4%
correspondentes ao GO:0007049, cell cycle). Em quantidades menores encontram-se
representados os produtos génicos das ontologias de morfogénese da estrutura
anatomica (0,4% correspondentes ao GO:0009653, anatomical structure
morphogenesis), resposta a estimulos externos (0,3% correspondentes ao GO:0009605,
response do external stimulus), processo de modificacdo de proteinas (0,3%
correspondentes ao GO:0006464, protein modification process), homeostase celular
(0,3% correspondentes ao GO:0019725, celular homeostasis), organizacdo de organelos
(0,3% correspondentes ao GO:0006996, organelle organization), transducdo de sinal
(0,2% correspondentes ao GO:0007165, signal transduction), comunicacédo celular (0,2%
correspondentes ao GO:0007154, cell communication), regulacdo da expressdo génica,
epigenética (0,2% correspondentes ao G0:0040029, regulation of gene expression,

epigenetic), reprodugdo viral (0,2% correspondentes ao GO0:0016032, viral
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reproduction), reproducdo (0,2% correspondentes ao GO:0000003, reproduction),
simbiose e mutualismo abrangente através de parasitismo (0,1% correspondentes ao
G0:0044403, symbiosis, encompassing mutualismo through parasitism), crescimento
(0,1% correspondentes ao GO:0040007, growth), resposta a estimulos abioticos (0,1%
correspondentes ao GO:0009607, response to biotic stimulus) e diferenciacdo celular
(0,04% correspondentes ao GO:0030154, cell differentiation).

Através da lista que continha as 1212 proteinas, obtidas nas amostras com o
procedimento descrito anteriormente na sec¢do de material e métodos, foram
seleccionadas aquelas que apresentavam maior potencial de interesse na interaccao entre
microrganismo e hospedeiro, sendo apresentadas na Tabela | todas as que apresentavam
os factores de viruléncia referidos anteriormente: moléculas de adesdo, proteinas
efectoras e proteases bacterianas. Das 1212 proteinas microbianas identificadas, existem
6 que se enquadram neste grupo, existindo 3 toxinas, 2 proteinas envolvidas na adeséo e

1 proteina efectora.
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Tabela Il - Proteinas microbianas inseridas no OralOme com propriedades de
interesse na interacgao microrganismo hospedeiro. A informacgao relativa a anotagao
ontoldgica e descricao da fungao resultam da anadlises feita com as ferramentas do
UniProtKB.

Cadigo Proteina Microrganismo Funcédo
P35645 Fimbrial protein Eikenella Adesao celular; G0:0007155;
ecpA (Pilin) corrodens pilus G0:0009289
Q07564 Fimbrial protein Eikenella Adesao celular; GO:0007155;
ecpC (Pilin) corrodens pilus G0:0009289
T3SS secreted Sem GO
C8UDGS8 effector NleA-like  Escherichia coli  Proteina efectora . e
) identificados
protein
) Staphylococcus , GO:0005576;
C8MGI5 Exotoxin 15 aUreUs Patogénese GO:0009405
e : Ligacéo ao ido G0:0005509;
C2DNR?2 Ezfg?;?nfa:g')'g’n Escherichia coli calcio: GO:0005576:
P g patogénese G0:0009405
Endopeptidase; G0:0004197,
B3WLE9 Putative toxin B Escherichia coli transferase; G0:0009405;
patogénese G0:0016757
G0:0019439;
034812 Putative NADP- 60500001665
dependent Bacillus subilis Resposta a G0:0016491;
oxidoreductase toxinas G0:0009636;
yfmJ G0:0008270
Acetyltransferase
(EC 2'3'1.") Pseudomonas Actividade N- G0:0008080
P16966 (Tabtoxin syringae acetyltransferase
resistance protein) syringae y
Possible virulence
protein EssB Enterococcus Sem codigos
C2H5FS faecalis N/A GO associados

4.4. Analise das proteinas microbianas associadas a patologias

A ferramenta OralCard foi utilizada para verificar quais as proteinas de origem
microbiana as quais estavam associadas patologias. Verificou-se que havia apenas 3
patologias em que foram associadas amostras com proteinas microbianas: Gengivite,

Periodontite Agressiva e Cancro Oral. Foram identificados como presentes no OralOme
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5 proteinas microbianas associadas a Gengivite (de um total de 95 proteinas), 11
associadas a Periodontite Agressiva (de um total de 123 proteinas) e 53 associadas a
Cancro Oral (de um total de 315 proteinas). Apo6s a identificacdo destas proteinas
procedeu-se a analise da anotacdo das mesmas, seleccionando as proteinas cujas
ontologias apresentavam maior potencial de interesse para a interaccdo com o
hospedeiro, nomeadamente as que na ontologia Cellular Component (GO:0016043)
apresentavam produtos génicos correspondentes aExtracellular Region (GO:0005576)

ePlasma Membrane (GO:0005886). Os resultados desta analise encontram-se na Tabela

Tabela Ill - Resumo da informacgao obtida usando a ferramenta OralCard relativa as
proteinas de origem microbiana associadas a patologias orais de interesse na
interacgao entre hospedeiro e microrganismo

Cddigo
da
Proteina

Nome da Proteina

Microrganismo

Patologia

GO de
interesse

Significado
do GO

Protein translocase Borrelia Periodontite Plasma
— ; G0:0005886
el subunit SecA burgdorferi Agressiva membrane
002929 Putative sensor){ Clostridium Perlodor_ltlte 50:0005886 Plasma
transducer protein thermocellum Agressiva membrane
Methyl-accepting . .
) . s . Periodontite Plasma
. G0:0005886
P07018 chemota/x‘;s protein  Escherichia coli Agressiva membrane
Enolase Bdellovibrio Extracellular
— G0:0005576 .
QEMPQ2 EC=4.2.1.11 bacteriovorus Cancro Oral Region
Electron transport Buchnera Plasma
P57216 complex protein T Cancro Oral  G0:0005886
aphidicola membrane
RnfD
Enolase Corynebacterium Extracellular
GO0:0005576 X
QBNRS1 EC=4.2.1.11 glutamicum  Cancro oral Region
Outer membrane Haemophilus Plasma
G0:0005886
Ptz protein P6 influenzae CHE QI membrane
UPF0092 Haemophilus Plasma
. p
P44592 membrane protein - Cancro Oral G0:0005886
influenzae membrane
HI 0241 e
Glycerophosphoryl! .
; p
Q06282 diester H.a' emophilus Cancro Oral  G0:0005886 Pl
. influenzae membrane
phosphodiesterase -
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5. Discussao

A andlise dos resultados do proteoma de origem microbiana da cavidade oral, permite
concluir que a cobertura dos resultados experimentais de protedmica € inferior a
cobertura gendémica do microbioma oral. Na realidade, diversos estudos de genémica de
varios tipos de amostra da cavidade oral, sugerem que o nimero de espécies presentes
estd acima dos 600 [21], enquanto que, pela andlise dos resultados de protedmica,
apenas sao “visiveis” 170 espécies. Este resultado pode ser explicado pelo facto de os
estudos de protedmica da saliva, apesar de abundantes, s6 raramente apresentarem a
identificacdo de proteinas de origem bacteriana.

E cada vez mais consensual na comunidade cientifica que a identificacio 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 [51]. S6 assim se explica que dos 5
artigos encontrados em que eram referidas proteinas microbianas nos resultados, no
caso do artigo de Japtrap et al [51], direccionado para a identificacdo de proteinas
microbianas, fossem identificadas mais de 2000 proteinas, enquanto nos artigos
anteriores, em que o enfoque eram as proteinas humanas, foram detectadas apenas

algumas dezenas de proteinas [47-49] (Tabela ).

E interessante verificar que nos resultados de protedmica, surge a evidéncia da presenca
de virus e leveduras que se sabe que existem no microbioma humano [3] embora os
nimeros estejam, mais uma vez, aquém daquilo que os estudos de metagenémica

indicam.

Quando se compararam os resultados das proteinas especificas, encontradas em cada um
dos estudos da tabela I, é também possivel verificar que ndo ha sobreposicdo, ou seja
em cada artigo publicado foram identificadas proteinas diferentes de todas as até entdo
publicadas. Além das razBes técnicas descritas acima (técnicas de recolha da amostra,
técnicas de processamento e de identificacdo dos fragmentos), que justificam a auséncia
de proteinas microbianas dos resultados de analises protedmicas de amostras da
cavidade oral, acresce o facto de, tal como indicam os resultados da genémica [3], as

amostras de varios locais da cavidade oral representarem um microbioma distinto.
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Assim, e dado que os 5 estudos de protedmica incluidos analisam 3 tipos de amostras

diferentes, a ndo sobreposi¢do nos resultados pode também ser justificada.

Apos a andlise do gréafico correspondentes a Cellular Component (GO:0005575), foram
identificadas varias ontologias, sendo seleccionados os termos de maior relevancia para
a interaccdo com o hospedeiro, nomeadamente os que dizem respeito a ontologias
extracelulares (correspondentes a 13,7% do total das ontologias), que incluem: Plasma
Membrane (5% correspondentes ao GO:00058865 “The membrane surrounding a cell
that separates the cell from its external evironment. It consists of a phospolipid bilayer
and associated proteins” [52]); Extracellular region (3,2% correspondentes ao
GO0:0005576 “The space external to the outmost structure of a cell. For cells without
external protective or external encapsulating structures this refers to the space outside
of the plasma membrane. This term covers the host cell environment outside an
intracellular parasite” [52]); Cell Envelope ( 2,4% correspondentes ao GO:0030313
“An envelope that surrounds a bacterial cell and includes the cytoplasmic membrane
and everything external, encompassing the periplasmic space, cell wall, and outer
membrane if present” [52]); External Encapsulating Structure (2,3% correspondentes
ao GO:0030312 “A structure that lies outside the plasma membrane and surrounds the
entire cell ’[52]); Cell Wall (0,6% correspondentes ao GO:0005618 “The rigid or semi-
rigid envelope lying outside the cell membrane of plant, fungal, and most prokaryotic
cells, maintaining their shape and protecting them from osmotic lysis. In plants it is
made of cellulose and, often, lignin; in fungi it is composed largely of polysaccharides;
in bacteria it is composed of peptidoglycan” [52]) e Proteinaceous Extracellular Matrix
(0,3% correspondentes ao GO:0005578 “A layer consisting mainly of proteins
(especially collagen) and glycosaminoglycans (mostly as proteoglycans) that forms a
sheet underlying or overlying cells such as endothelial and epithelial cells. The proteins
are secreted by cells in the vicinity. An example of this component is found in Mus
musculus” [52]). Foram escolhidas estas anotaces ontoldgicas, ja que a interaccdo que
podera existir com o hospedeiro sera possivelmente realizada entre este e as proteinas
microbianas localizadas no exterior da celula. Por outras palavras, serdo estas as

primeiras estruturas a entrar em contacto com as superficies do hospedeiro.
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Quanto ao grafico ilustrativo da Molecular Function (GO:0003674), as ontologias de
maior relevancia para o presente estudo séo as que indicam proteinas com actividade de
cinase (0,46% correspondentes ao GO:0004672, Protein Kinase Activity: “Catalysis of
the phosphorylation of an amino acid residue in a protein, usually according to the
reaction: a protein + ATP = a phosphoprotein + ADP.” [52]), sendo estas enzimas
importantes na fosforilacdo de proteinas envolvidas na transdugdo de sinal. Este
fendmeno ocorre quando uma molécula de sinalizacdo extracelular activa um receptor
da superficie celular, sendo por essa razdo importante na interaccdo com o hospedeiro.
As proteinas classificadas com esta ontologia, estdo envolvidas na resposta da célula
microbiana aos estimulos externos. Como foi referido na revisdo bibliogréfica, estes
sistemas de transducgéo de sinais estdo, muitas vezes, associados ao modo de vida em
biofilme, e na modulacdo da expressdo de factores de viruléncia nalgumas espécies

oportunistas[53, 54].

A actividade antioxidante (0,46% correspondentes ao GO:0016209, Antioxidant Activity:
“Inhibition of the reactions brought about by dioxygen (O2) or peroxides. Usually the
antioxidant is effective because it can itself be more easily oxidized than the substance
protected. The term is often applied to components that can trap free radicals, thereby
breaking the chain reaction that normally leads to extensive biological damage.”) ¢
também uma caracteristica importante a ter em conta, ja que a inibicdo das moléculas
anti-oxidantes dos microrganismos impede a sua tolerdncia ao stress oxidativo,
provocado pelos radicais livres de oxigénio. O stress oxidativo faz parte dos
mecanismos de defesa usados pelo sistema imunitario humano, nomeadamente pelos

pela fagocitose dos macréfagos.

A ligacdo a hidratos de carbono (0,4% correspondentes ao GO:0030246, Carbohydrate
Binding: “Interacting selectively and non-covalently with any carbohydrate, which
includes monosaccharides, oligosaccharides and polysaccharides as well as substances
derived from monosaccharides by reduction of the carbonyl group (alditols), by
oxidation of one or more hydroxy groups to afford the corresponding aldehydes,
ketones, or carboxylic acids, or by replacement of one or more hydroxy group(s) by a
hydrogen atom. Cyclitols are generally not regarded as carbohydrates.” [52]) é de
elevada importancia na recolha de nutrientes pelos microrganismos, o que implica que a
auséncia destas moléculas pode resultar de na perda de capacidade de entrada de

nutrientes para o espaco intracelular da bacteria, o que pode interferir com a capacidade
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de sobrevivéncia e viruléncia. Estes efeitos sdo teoricamente mais nefastos em espécies
fermentadoras como os Streptococci. Acresce ainda o facto de muitas interac¢des dos
microrganismos com as superficies, se darem através de moléculas que sofrem
glicosilacdes, e portanto a capacidade de ligacdo a epitopos glicosilados pode alterar as

propriedades de colonizacéo das espécies do biofilme[55].

Quanto a actividade de receptor (0,36% correspondentes ao GO:0004872, Receptor
Activity: “Combining with an extracellular or intracellular messenger to initiate a
change in cell activity.” [52]), pode estar envolvida na entrada de nutrientes para a
célula, bem como comunica¢Ges via quorum sensing, sendo assim estas proteinas
potenciais alvos terapéuticos, e como tal, importantes na interaccdo com o hospedeiro.
A ligacdo de receptores (0,2%, correspondentes ao GO:0005102, Receptor Binding:
“Interacting selectively and non-covalently with one or more specific sites on a
receptor molecule, a macromolecule that undergoes combination with a hormone,
neurotransmitter, drug or intracellular messenger to initiate a change in cell function.”
[52]) €é, a semelhanca das proteinas incluidas no termo Receptor Activity, essencial na
entrada de nutrientes para a célula e vias de comunicacdo inter-microrganismo atraves
de quorum sensing, sendo uma das proteinas que podera ser de elevado interesse para o
objectivo do desenvolvimento de ferramentas terapéuticas que ndo causem resisténcia

nos microrganismos.

A ligacdo ao ido calcio (0,1% correspondentes ao GO:0005509, Calcium lon Binding:
“Interacting selectively and non-covalently with calcium ions (Ca2+).” [52]) é de
elevada importancia na biologia celular, o seu envolvimento é fundamental na
transduccdo de sinal, € um co-factor de varias enzimas, vital para o funcionamento de
canais membranares e desempenha um papel essencial na manutencao da diferenca de
potencial. Assim, a auséncia de ligacdo ao ido célcio tem varias repercussdes a nivel

celular que podem ser de interesse na colonizacdo do hospedeiro.

Por fim, a ligacdo a lipidos, (0,1% correspondentes ao GO:0008289, Lipid Binding:
“Interacting selectively and non-covalently with a lipid” [52]), foi considerada
importante pois estas moléculas sdo componentes das membranas celulares quer do
hospedeiro quer das bactérias. Na grande maioria da cavidade oral, os nichos
disponiveis para a colonizacdo, ndo apresentam estas membranas fosfolipidicas

disponiveis, como é o caso do esmalte e dentina, materiais restauradores ou mesmo o
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epitélio queratinizado. No entanto, existem zonas da mucosa que podem conter células

que exibam a sua membrana fosfolipidica, sendo por isso estas proteinas importantes.

Por fim, apos a analise da Figura 13, que ilustra os termos descendentes de Biological
Process (GO:0008150), concluiu-se que as ontologias que poderiam ser relevantes para
a interaccdo com o hospedeiro seriam as correspondentes a Cell Communication (0,2%
com o0 GO:0007154) e Symbiosis, Encompassing Mutualism Through Parasitism (0,1%
correspondentes ao GO:0044403).

Quanto a ontologia Cell Communication, nela estdo incluidos todos os produtos génicos
que “Any process that mediates interactions between a cell and its surroundings.
Encompasses interactions such as signaling or attachment between one cell and
another cell, between a cell and an extracellular matrix, or between a cell and any
other aspect of its environment” [52], ou seja, sd0 todos 0S processos que Sdo
intermediarios em qualquer interaccdo entre a célula e 0 meio ambiente circundante.
Abrange interaccBes como sinalizacdo ou unido entre 2 células, entre uma célula e a
matriz extracelular ou entre uma célula e outro aspecto do meio ambiente que a rodeia.
Assim, tal como os produtos génicos referidos anteriormente para a ontologia Symbiosis,
Encompassing Mutualism Through Parasitism, os produtos génicos pertencentes a
ontologia Cell Communication sdo de elevado interesse para a interaccdo com o
hospedeiro, ja que correspondem a proteinas microbianas que podem modelar a
interaccdo com o hospedeiro, e determinar se a relacéo estabelecida é de comensalismo

ou parasitismo[56].

Apos a analise da Tabela Il, pode-se verificar que existem 6 proteinas com potencial
interesse para 0 estudo das interacgbes entre o microbioma e o hospedeiro. As
moléculas de adesdo Fimbrial protein ecpA (Pilin) e Fimbrial protein ecpC (Pilin)
atribuidas a bactéria Eikenella corrodens. Esta é uma bactéria comensal gram-negativa
anaerdbia facultativa. As proteinas e as estruturas a que correspondem sao muito
importantes na colonizagdo da cavidade oral, e podem ter influéncia no estabelecimento
destas bactérias no biofilme oral. Existe evidéncia que noutras bactérias, como a
Porphyromonas gingivalis, a viruléncia e capacidade de colonizacdo da cavidade oral
estdo muito ligadas a capacidade de produzir pili e as proteinas especificas que estdo

presentes nessas estruturas [57][56].
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As proteinas T3SS secreted effector NleA-like protein e Putative toxin B, pertencentes a
E. coli, foram também identificadas como interessantes, sendo a primeira um efector e a
segunda uma toxina. A toxina B produzida pela bactéria E. coli, € uma potente
citotoxina, mas a sua resposta ndo € muito elevada em estudos com modelos animais.
No entanto, ao ser uma toxina, poderd ser a responsavel pelo aparecimento de
patologias ou de respostas imunoldgicas do hospedeiro [58]. Quanto a proteina efectora
secretada por T3SS, esta € usada pela E. coli para colonizar vertebrados e promover o
parasitismo desta bactéria, através da supressdo do sistema imune do hospedeiro e
inducdo da morte celular [59]. Assim, qualquer uma destas duas proteinas podera ser

importante na interacgdo com o hospedeiro e no surgimento de patologias.

No microrganismo Staphylococcus aureus, existem varias exotoxinas associadas a
patologias, incluindo a sindrome do choque téxico. Assim, a producdo da Exotoxina 15
pelo Staphylococcus aureuspode ter consequéncias a niveis de interaccdo com o

hospedeiro e patologias [60].

A Putative NADP-dependent oxidoreductase presente no microrganismo Bacillus
subtilis, tem como funcéo a resposta a toxinas. Assim, esta proteina funciona como um
mecanismo de resisténcia, promovendo uma colonizagdo mais eficiente deste
microrganismo, que pode ter influéncia na etiopatogenia de algumas patologias, como

doencas pulmonares[61].

Foi seleccionada a proteina Acetyltransferase (Tabtoxin resistance protein) do
microrganismo Pseudomonas syringae. Esta bactéria produz toxinas com efeitos
antibidticos, que lhe permite uma vantagem sobre os outros microrganismos do seu
meio. No entanto, necessita desta proteina para se proteger dessa mesma toxina.
Garantindo entdo maior capacidade de colonizacdo sobre outras bactérias do meio, que

ndo possuam esta resisténcia [62].

Por fim, o possivel factor de viruléncia EssB identificado no microrganismo
Enterococcus faecalis, pode ser importante no surgimento de vérias patologias
perirradiculares e endodonticas, j& que um factor de viruléncia iria conferir maior

facilidade de colonizagdo e, consequentemente, maior viruléncia[63].
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A analise da Tabela Il, indica-nos a presenca de moléculas microbianas associadas a
patologias orais, que estdo anotadas com ontologias que sugerem que possam estar
envolvidas na interaccdo com o hospedeiro. Dessas moléculas destacam-se as duas
primeiras uma Protein translocase subunit SecA, e a Putative sensory transducer
protein, pelas razGes mencionadas anteriormente, ou seja, 0 seu envolvimento na
producdo de estruturas como os pili (Protein translocase subunit SecA), e na percepgao
de sinais externos a bactéria e que modulam a sua resposta metabolica (Putative sensory
transducer protein). Das outras proteinas identificadas nenhuma delas foi descrita como
podendo estar directa ou indirectamente envolvida na etiologia molecular das patologias

apresentadas sendo portanto de investigar esta relacdo em estudos futuros.
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6. Conclusao

Neste trabalho foi realizado um levantamento exaustivo dos estudos de protedmica de

amostras da cavidade oral, em que houvesse a identificacdo de proteinas microbianas.

O resultado principal deste trabalho, foi permitir a actualizacdo da base de dados
OralOme, no que se refere as proteinas de origem microbiana experimentalmente
determinadas, e publicadas até Fevereiro de 2012. Estas proteinas foram ndo so

adicionadas a base de dados, como tambhém manualmente anotadas.

A comparacdo dos dados de protedmica da cavidade oral existentes, no que se refere aos
microrganismos, com os recentes resultados da metagenémica do microbioma humano
da cavidade oral em saude, permite concluir que a cobertura em termos de proteinas
microbianas identificadas € muito baixa. Adicionalmente, conclui-se que a sobreposi¢do
de resultados entre os varios estudos de proteémica ndo se verifica, devido a aplicacéo
de técnicas diferentes de processamento de amostras e de identificacdo dos fragmentos
obtidos na analise de espectrometria de massa. Contribuird também para estas
diferencas, o facto de tecidos diferentes na cavidade oral terem espécies diferentes de

bactérias, ainda que as vias metabolicas envolvidas sejam idénticas.

Das proteinas microbianas determinadas experimentalmente, em amostras da cavidade
oral, foram identificadas aquelas que apresentam maiores probabilidades de ser
importantes na interaccdo com o hospedeiro. Assim, estas moléculas serdo os alvos
primarios em estudos futuros de interaccdo bactéria/tecidos, presentes na cavidade oral.
Estes estudos tém o potencial de revelar mecanismos e moléculas alvo de novas formas
de interferéncia, com alteracdo do equilibrio dindmico estabelecido entre o biofilme oral

e 0 hospedeiro.
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