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Nota prévia

Durante este trabalho é possivel de verificar a existéncia de termos na
lingua Inglesa. A traducdo desses termos n&o foi feita propositamente, com o
intuito de manter o seu significado original. Deste modo, evitam-se perdas de
significado ou ambiguidades aquando a classificagcdo das proteinas de

acordo com o seu sistema ontoldgico.
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Resumo

Objetivo: Determinar e interpretar do ponto de vista fisiopatoldgico o
conjunto de interagdes entre as proteinas microbianas e do hospedeiro, na

cavidade oral, no contexto da carie dentaria.

Enquadramento: A cavidade oral € um ecossistema complexo refletindo as
interacbes moleculares estabelecidas entre proteinas do hospedeiro e
proteinas produzidas pelo microbiota que o coloniza, tanto em estados de
saude como em diversas patologias.

E amplamente reconhecido o papel fulcral que o microbiota oral
desempenha na etiologia da carie dentaria. Contudo, ndo se conhecem ainda
a maioria dos intervenientes moleculares que medeiam esta acao. Para
esclarecer este papel, urge identificar ndo s6 as moléculas envolvidas mas
também os mecanismos moleculares em que elas participam.

As ferramentas bioinformaticas desempenham um papel importante
nesta tarefa, fornecendo os meios que permitem estabelecer os pares de
proteinas interatuantes, ou seja, o interactoma hospedeiro-microbiota em
carie dentaria. Assim, o grupo de Biomedicina Computacional da UCP
juntamente com o grupo de Bioinformatica da UA e do Centro de Informatica
e Sistemas da Universidade de Coimbra desenvolveu a primeira ferramenta
dedicada a cavidade oral, o Oralint que utiliza a informac&o molecular reunida

no OralCard para gerar estes interactomas.

Metedologia: Identificar os microrganismos alterados na carie dentaria e
fazer o levantamento das proteinas produzidas por eles. Atualizar a
informacao relativa as proteinas humanas alteradas na carie dentaria. As
proteinas identificadas serao incluidas no OralCard e submetidas ao Oralint
de modo a estabelecer o interactoma hospedeiro-microbiota na carie dentaria.
Os resultados obtidos serdo interpretados e discutidos a luz da fisiopatologia

da carie dentaria.
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Expectativas: Atualizar o OralCard relativamente a proteinas humanas e
microbianas relacionadas com carie dentaria. Estabelecer pela primeira vez o
interactoma hospedeiro-microbiota oral na carie dentaria e, assim, contribuir
para o esclarecimento dos mecanismos moleculares alterados no hospedeiro
como consequéncia da agao dos microrganismos que colonizam a cavidade

oral.

Palavras-chave: proteinas da cavidade oral, OralOme, interacdes

proteina-proteina, interatomica, carie dentaria.
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Abstract

Objective: Determine and interpret the pathophysiological point of view, the
set of interactions between microbial and host proteins in the oral cavity, in
the context of dental caries.

Framework: The oral cavity is a complex ecosystem that reflects the
molecular interactions established between host proteins and proteins
produced by microorganisms which colonize this system. This is true not only
in health but also in several diseases.

The pivotal role that oral microbiota plays in the etiology of dental caries is
widely recognized. However, many of the molecular players that mediate this
action are is still unknown. In order to clarify this role, we must not only
identify the molecules involved but also the molecular mechanisms in which
they participate.

The bioinformatic tools play an important role in this task by providing the
means for establish the pairs of interacting proteins, or the host- microbial
interactome in tooth decay. In this sense, the group of Computational
Biomedicine PCU in partnership with the Bioinformatics group of the AU and
the Center for Informatics and Systems of University of Coimbra developed
the first tool of its kind dedicated to the oral cavity , the Oralint using molecular
information gathered in OralCard to generate these interactomas .
Methodology: Identify organisms changed in tooth decay and mapping of the
protein produced by them. Update the information on the altered proteins in
human dental caries. The identified proteins are included in OralCard and
submitted to Oralint to establish the microbiota - host interactome in tooth
decay. The results will be interpreted and discussed in the light of the
pathophysiology of dental caries.

Expectations: Update the OralCard with information relating to human and
microbial proteins related to dental caries. First establish the interactome oral
host- microbiota in tooth decay and thus contribute to the elucidation of the
molecular mechanisms altered in the host as a result of the action of
microorganisms that colonize the oral cavity.

Keywords: proteins of the oral cavity, OralOme, protein-protein interactions,

inter-atomic, dental caries.
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1. Introducao e enquadramento teérico

1.1. Definigdo de Carie Dentaria

A Carie dentaria é, ainda hoje uma das doengas mais comuns que
afeta pessoas em todo o mundo, tem uma natureza multifatorial que abrange
o acumulo de biofilme, a exposicao a agucares e fluor e os fatores bioldgicos
e sociais (1).

Carie é atualmente, a doenca mais comum da nossa civilizagao,
afetando cerca de 95% da populagéo, abrangendo todas as faixas etarias. E
uma doenga muito dificil de erradicar por completo devido a ser uma
interacdo complexa de fatores biologicos, habitos alimentares, status social,
entre outros (2).

Embora raramente, esta patologia, pode levar a estados médicos
dramaticos. A carie dentaria pode ser uma das causas de muitas desordens
no corpo humano, como por exemplo, disturbios no sistema gastrointestinal,
que a longo prazo podem causar alteragdes irreversiveis na mucosa do
estébmago e intestinos (3).

A invasao da carie dentaria para a polpa abre a porta para a invasao
bacteriana do corpo do individuo, podendo causar varias doengas, tais como
a osteomielite, osteite, varios tipos de abcessos, fleimao e septicemia (4, 5).

Segundo a morfologia dentéria, o local mais comum para o inicio das
lesdes de carie dentaria sdo nas profundezas dos sulcos, focas e fissuras do
esmalte. Isto é esperado porque estes lugares sdo impossiveis de alcancar
com uma escova de dentes e as bactérias conseguem manter-se nesse local.
Quando ocorre desmineralizacdo do esmalte dos dentes, 0 médico dentista
pode utilizar um instrumento afiado, tal como uma sonda exploradora, e sentir
a tracao tipica deste tipo de lesao no local da cavidade. Como o esmalte
continua a tornar-se menos mineralizado e é incapaz de impedir uma invasao
de bactérias, a dentina acaba por ficar, igualmente, afetada. Quando a
dentina, que suporta, habitualmente, o esmalte, é destruida por uma
condigao fisioldgica ou pela decadéncia, o esmalte é incapaz compensar a

sua fragilidade e quebra (6).



Acucares provenientes de doces, refrigerantes e até mesmo frutas podem
desempenhar um papel significativo na carie dentaria. A boca contém um
grande numero e variedade de bactérias, e quando a sacarose, o mais
comum dos agucares, entra em contacto com os tecidos da cavidade oral,
algumas bactérias intraorais interagem com ela formando acido latico, o que
diminui o pH da boca. Em seguida, os cristais de hidoxiapatite do esmalte
desmineralizam, permitindo uma maior invasdo bacteriana no dente. A
bactéria mais importante envolvida com carie dentaria € a Streptococcus
mutans, mas o numero e o tipo de bactérias varia com o avanco da
destruicao dentaria (7).

Contrariamente a crenga comum, nao € a quantidade de acgucar
ingerida, mas sim a frequéncia de ingestdo de agucar que é o fator mais
importante na formagao de carie dentaria. Quando o pH na boca diminui a
partir da ingestdo de agucares, o esmalte desmineralizado é vulneravel
durante cerca de 30 minutos. Comer uma maior quantidade de acucar
durante essa sessdo ndo aumenta o tempo de desmineralizagdo. Do mesmo
modo que, comer uma menor quantidade de agucar numa sessdo nao
diminui o tempo de desmineralizacdo. Sendo assim, se se consumir uma
grande quantidade de agucar numa hora durante o dia € menos prejudicial do
que uma quantidade muito pequena, ingerida em muitos intervalos durante o
dia todo (8).

Outros processos que nao envolvem bactérias e destroem o esmalte
incluem: atricdo (por exemplo, bruxismo), abrasdo (envolvendo elementos
externos, tais como escovas), a erosdo (que envolve processos quimicos,
tais como alimentos acidos) e abfracado (envolvendo forcas de compresséao e

tracao) (9).



1.2. Caracteristicas do Esmalte

O Esmalte dentario € o tecido mais resistente e também o mais
mineralizado do corpo. E o componente dos dentes que é normalmente visto
(em situagbes normais) e é suportado pela dentina. Aproximadamente 96%
do esmalte é composto por minerais, o restante € composto de agua e
materiais organicos (10).

A coloragao usual do esmalte dentario varia entre o amarelo claro ao
branco acinzentado. Nas extremidades dentarias, onde n&o ha dentina
subjacente ao esmalte, a cor as vezes pode ser levemente azulada. O
esmalte € um tecido transliucido onde a cor da dentina reparadora e/ou
qualquer material abaixo do esmalte dentario afeta significativamente a sua
aparéncia. A espessura varia ao longo da superficie dentaria e
frequentemente € mais espessa nas cuspides e mais fina na jungdo amelo-
cementaria.

O mineral integrante da estrutura do esmalte é a hidroxiapatite (forma
cristalizada do fosfato de calcio). Ao contrario da dentina e do tecido 6sseo, o
esmalte ndo contém colagénio na sua composi¢cdo. As proteinas que
integram a estrutura do tecido s&o: a enamelina e a amelogenina (11).

A unidade basica do esmalte é chamada prisma, medindo de 4 uym a
8um de didametro, um prisma de esmalte é um pequeno agrupamento
compacto de hidroxiapatite, constituido por cristais com um arranjo complexo.
O padrao da sua formacao é mediado através dos ameloblastos (células que
iniciam a formagao do esmalte) e dos processos de Tomes (prolongagao do
ameloblasto que secreta esmalte) (10).

Em dentes permanentes, os prismas de esmalte proximos da juncéo
amelo-cementaria (JAC) inclinam-se levemente em direcdo a raiz do dente.
Entender a orientagdo destes prismas € muito importante para a ontologia,
principalmente quando se vai fazer um reparo ou restauragao, pois o esmalte
que nao tenha dentina subjacente torna-se muito mais vulneravel a formagao
de fraturas (12).



1.3. Prevaléncia

Quando as taxas de carie dentdria sdo analisadas por sexo, as
mulheres apresentam normalmente, taxas de prevaléncia mais elevadas em
relacdo aos homens. Tal facto é transversal a varias culturas e geragdes. A
prevaléncia de carie superior nas mulheres &€ muitas vezes explicada por um
de trés fatores: erupcdo mais acelerada dos dentes nas criangas do sexo
feminino, logo, maior tempo de exposicdo dos dentes ao meio oral
cariogeénico; lanches frequentes; e a gravidez (13).

A composi¢cao bioquimica da saliva e a taxa de fluxo salivar séo
modificados de varias maneiras, nomeadamente por flutuagcbes hormonais
durante eventos como a puberdade, menstruagdo e gravidez, tornando o
ambiente oral significativamente mais cariogénico para as mulheres do que
para os homens. Estes resultados sugerem que as flutuagdes hormonais
podem ter um efeito dramatico sobre a saude oral das mulheres, e
constituem um importante fator causal para explicar as diferencas entre
sexos no que diz respeito aos indices de carie (14).

A prevaléncia de carie dentaria ndo tratada em estudos recentes
encontra-se na ordem de 48,2% e encontra-se ainda mais aumentada em

individuos de raca negra e jovens de familias de baixo rendimento (15).

1.4. Microbiologia da Carie Dentaria

A boca é colonizada por entre 200 e 300 espécies bacterianas, mas

apenas um numero limitado destas espécies participa na formacao da carie
dentaria.
A carie dentaria forma-se devido a solubilizagao irreversivel do mineral dos
dentes apds o contacto destes com o acido produzido por certas bactérias
que aderem a superficie dos mesmos, sendo conhecidas como a placa
bacteriana. A carie dentaria resulta de uma mudanca dentro da comunidade
do biofilme especifico existente na superficie do dente (16).

A bactéria Streptococcus mutans é a produtora de acido mais comum

em carie, contudo nao se encontra sempre presente (17).



Compreender o funcionamento destas espécies individualmente e
como um complexo € um assunto de extrema importdncia para o
desenvolvimento de novas intervencdes para esta patologia oral (18).

Como ja foi referido anteriormente, em estudos de microbiologia a
espécie encontrada predominantemente, foi efetivamente a Streptococcus
mutans, no entanto também existem outras espécies, como S. salivarius, S.
sobrinus e S. parasanguinis que se apresentaram com valores elevados
nesta patologia contribuindo, desta forma, para a formagéo de caries. Outros
estudos também indicam que os lactobacilos se encontram associados, no
entanto, pensa-se estarem mais ligados a progressao da leséo (19).

A superficie do dente, normalmente perde parte da sua constituicao
mineral a partir da acdo do acido formado por bactérias da placa, apds a
ingestao de alimentos que contenham hidratos d carbono fermentaveis (20).
Este mineral € normalmente reposto pela saliva entre as refeigdes. No
entanto, quando os alimentos fermentaveis sdo consumidos com frequéncia,
o baixo pH da placa torna-se sustentado, ocorrendo um défice mineral do
dente. Esta quebra do nivel de pH influencia os organismos, como S. mutans
e lactobacilos, a secretar acido durante muito tempo depois do alimento ter

sido ingerido, formando assim, a carie (21, 22).

Hospedeiro Microbiota

Substrato

Figura 1: llustagdo simplificada de quais os factores que sdo necessarios para a formagao de
uma lesao cariosa.



1.5. Saliva como meio de diagnéstico

A saliva tem-se tornado, cada vez mais, um meio de diagndstico fiavel
e passivel de ser utilizado para fins de diagnostico como para trabalhos de
investigacao.

A utilizacdo deste meio de diagndstico nao-invasivo oferece nao sé
facilidade e rapidez na sua recolha, como também permite identificar varias
proteinas que podem ter especial importancia para o diagndstico final (23).

Com este tipo de diagnéstico o risco de contaminagao através da
colheita € minimo, o que demonstra especial eficacia em criangas nao-
colaborantes, quando em comparagdo com os meios de diagndstico
utilizados habitualmente, como por exemplo as amostras de sangue (24).

Diagnosticos salivares estdo agora a entrar no campo da Dentisteria
Operatéria moderna, embora nao exista nenhum teste disponivel que seja tao
especifico e sensivel para o diagnostico de carie a partir de amostras de
saliva. Os testes atuais sao uteis para estimar a atividade de carie, devido a:
maus habitos alimentares (/actobacilos), presenca de infecao (S. mutans) e
identificacdo de leveduras salivares, com o objetivo de determinacao o
estado de saude do paciente (25).

Estes testes, isoladamente ou em combinacédo, sao de facil realizacao,
pelo que se constituem como praticas a serem seguidas na atividade clinica

da medicina dentaria.

1.6. Proteinas salivares

Por dia sdo produzidos cerca de 1000mL de saliva contendo varios
grupos proteicos como mucinas, bPrP, amilase, aPrP, cistainas, HSA, gPRP,
slgA, IgG, estaterinas, estatinas, entre outras (26, 27). Varias condigbes
fisiolégicas ou patolégicas podem alterar a sua presenca quer a nivel de
quantidade como de qualidade. Contudo, a saliva que pode ser recolhida
numa amostra do meio oral (Whole Saliva), para além de conter estas
proteinas também é possivel encontrar vestigios de outros componentes do

meio oral, como produtos microbianos ou proteinas presentes no sangue,



que por difusdo, transporte ativo ou filtragcdo, passam para a cavidade oral.
Deste modo, € possivel encontrar proteinas diferentes das que se
encontram na Whole Saliva, por exemplo, quando se recolhe uma amostra
salivar de uma glandula (14).
Em suma, pode-se afirmar que a recolha de saliva pode ser realizada
quer no meio oral, quer de uma forma mais dirigida nas glandulas secretoras

de saliva.

1.7. Aspetos moleculares

A cavidade oral é um ecossistema complexo, onde compostos
quimicos humanos coexistem com varios tipos de microrganismos. No
entanto, as mudancas na composi¢cdao normal do microbiota podem resultar
no aparecimento de doencas orais, tais como a periodontite e carie dentaria
(28).

Sabe-se que a colonizagao microbiana da cavidade oral, € mediada
através de interagdes proteina-proteina (PPIl) entre o hospedeiro e os
microrganismos. No entanto, estes tipos de PPI's ainda se encontram, em
grande parte desconhecidos. Para elucidar essas interagbes, existem
metodos de previsdo computacional que permitem a obtengdo de um primeiro
modelo da interatdmica oral humana-microbiana (29).

A compreensido destes mecanismos, tem especial importadncia em
situacgdes fisiopatoldégicas como € o caso da carie dentaria, pois nao so6 ajuda
a compreender os mecanismos existentes nestes sistemas de interagoes,
como também, futuramente, a encontrar possiveis meios de prevengao e
controlo da patologia.

A maioria dos produtos genéticos das células humanas interage, pelo
menos transitoriamente, com outras moléculas proteicas. Virtualmente, todos
os eventos celulares, tais como a transdugdo de sinal, o transporte
intracelular, a replicacdo de DNA, a transcricdo, a traducdo, o splicing, a
secreg¢ao, o controlo do ciclo celular e o metabolismo intermediario, sao

mediadas através de interacdes proteina-proteina, o mesmo aplica-se a



sistemas de patogeno-hospedeiro, onde PPl's s&do essenciais para o
estabelecimento e controlo da infecgao (30).

Os dominios de ligagao de proteinas que interagem revelam afinidade
estrutural e fisico-quimica com um elevado grau de conservagéo associada.

Tal facto, torna-se ainda mais evidente na medida em que, proteinas
homalogas interagem frequentemente da mesma forma (31).

Acredita-se que estas PPI's, ndo sé estejam envolvidas no
aparecimento de doencgas bucais infeciosas, mas também de potenciais-alvos

de farmacos e biomarcadores (32).

1.8. Ferramentas Bioinformaticas

As ferramentas bioinformaticas sado sistemas de dados bioldgicos
derivados de diversos experimentos gerando dados quantitativos e
qualitativos.

Uma dessas ferramentas € o OralCard, o qual reune todos os dados
de protedmica existentes até a atualidade de diversas patologias (33).

O OralCard € uma ferramenta que possibilita ao utilizador aceder a
multiplos estudos de protedmica dirigidos e colocados numa base de dados
restrita a estudos salivares conhecida como OralOme. Importa referir que
todos os estudos incluidos nesta base de dados séo selecionados a partir da
literatura ja existente (34).

Para auxiliar a atualizagao do OralCard é necessario, em alguns casos,
recorrer a uma ferramenta designada UniProt (Universal Protein Resource)
que fornece um acesso facil as anotacgdes existentes das proteinas (35, 36).

Em associagdo com o OralCard normalmente €& utilizada outra
ferramenta, o Orallnt, a qual fornece, a listagem das interagdes entre
proteinas, prevendo desta forma os pares de interagdo entre as proteinas
presentes no OralCard (30).

Com os dados que cujo acesso pode ser conseguido, recorrendo a
ferramenta OralCard e ao Oralint, é possivel a realizacdo de uma analise

funcional dessas mesmas proteinas. Para o efeito, existe a ferramenta



AgBase, a qual providencia dados de gendmica de animais, plantas,
bactérias e parasitas (37).

O AgBase disponibiliza mais de 590240 ontologias génicas (GO),
associadas a cerca de 64 espécies diferentes. Uma das ferramentas
presentes € o GORetriever, a qual analisa os produtos genéricos com
anotagdes em ontologias genéticas. Uma outra ferramenta disponivel é o
GOSlimViewer, que fornece uma analise qualitativa da informacéo,
retribuindo a associagé&o de proteinas a ontoldgicas génicas a um nivel mais
elevado, permitindo resumir de uma forma mais interpretativa os dados
obtidos (38).

Por fim, para facilitar a anadlise de dados, recorreu-se a um software
designado de Cytoscape o qual nos fornece uma visualizagdo das redes de

interacdo biomolecular (39).






2. Objetivos

Nesta dissertagao pretende-se realizar uma atualizagdo do OralCard, de
forma a posteriormente proceder ao estudo in silico dos dados de protedmica,
gue neste se encontram presentes, assim como aos dados de interactomica
gerados pelo Orallnt. Constituem-se como objetivos gerais desta dissertagao:

e Revisédo de literatura até a atualidade dos estudos de protedmica da

cavidade oral em carie dentaria;

e Atualizagdo manual do OralCard com a informagéao recolhida;

¢ Realizagdo da analise in silico da informacgao recolhida, recorrendo a

ferramentas bioinformaticas;

e Selecao das possiveis proteinas humanas e microbianas de interesse

para a analise interatdmica a luz da fisiopatologia da carie dentaria;

¢ Analise individual das interagdes previstas pelo Orallnt, focando-se

nas alteragées moleculares e funcionais.
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3. Materiais e métodos

3.1. Atualizagado do Proteoma Oral de Caries Dentarias

Inicialmente, com o intuito de atualizar a informacgéao relativa ao proteoma
oral em caries dentarias e consequente atualizagao do OralCard, foi realizada
uma pesquisa utilizando o motor de busca Pubmed com os termos “caries +

*0

proteom*” obtendo 42 resultados de pesquisa. Destes 42, apenas foram
integrados no estudo os unicos que correspondiam a estudos de protedmica,
nos quais foram identificadas as proteinas humanas/microbianas presentes
em carie dentaria.

No decorrer da pesquisa necessaria para esta dissertagcdo, ndo foram
descriminados quaisquer tipos de amostras de saliva pois, como ja foi
mencionado, as proteinas encontradas num tipo de amostra podem nao ser
encontradas noutra, ndo invalidando desta forma, a qualidade da amostra
recolhida, nem influenciando os resultados.

Com o auxilio dos artigos encontrados (40-43), foi manualmente
anotada a informacgao relativa as proteinas identificadas. Esta informacao
permitiu preencher a tabela correspondente ao Oraloma das Caries Dentarias
(Tabela A), na qual se encontra discriminado para cada proteina o seu
cédigo UniProtKBAC, o nome da mesma, o organismo a qual pertence, de
onde foram feitas as recolhas para a identificacdo das proteinas (Parétida,
saliva, lingua, etc), se as amostras foram recolhidas em individuos saudaveis
ou ndo, o nome da doenga em que foram encontradas (neste caso foram
todas em Carie Dentaria), o codigo MeSH da doenga, caso existam dados de
regulacao estes também foram incluidos (com o intuito de se poder encontrar
um possivel biomarcador), a faixa etaria/género/habitos sociais dos grupos
de amostra para cada artigo, o0 método de recolha da amostra, o método de
analise e tipo de estudo e codigo NCBI do artigo. A Figura 2 exemplifica os

tipos de informagao anotada manualmente a partir da bibliografia recolhida.
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A B C D F G H 1 L M N - u v W
UnProtke | yame < [rgar - | Parol | Eator | spue . | ine | ol |Creue! uco . | Tang - [Biofi - | In vt - | Heal - | (oMi - | ME=22r hegula - hae or - [Gend - [S20t2!_|Method- Methad: - [Tvee 7 |p
000534 Ribonuclease T2 (EC 3 Homosapl  # W JervalCarie BEOD3TH + Elderly Ductal parc Peoled aliqL Proteomics
014773 Tripepridyl-peptidase 1 Homozapl  » % Jental Caie  BE003TH + Elderly Ductal parc Pocled alig. Proteomics
P06 Custatin=3 (Custatin-4) Homo sapi ® ® Jental Carie 6800373 + Elderly Ductal parc Pooled aligL Proteomics
PiG25 lgkappa chain Y- reg Homosapi % Jental Caie  BB003TH + Elderly Ductal parc Fooled aligL Prot=omics
POZTES Alpha-1-acid glyooprot Homosapi w JentalCaie BS003TH + Elderly Ductal parc Pooled aliqL Proteomics
PO7333 Cathepsin O [EC 3.4.23 Homo sapi H H Jental Carie  BEOO3TH + Elderly Ductal parcPooled aligL Proteomics
P03z Glutsthione S-uansfer: Homo sapi W JervalCatie BEO03TH + Elderly Ductal parc Peoled aligL Proteomics
P1I021 78 kDa glucose-regulst Homo sapi ® #  lentalCare  £300373 + Elderly Ductal par¢ Pocled aliqL Proteomics
F12103 Collagen alpha-1(41) ch Homo sapi ® ® Jental Carie 6800373 + Elderly Ductal parc Pooled aligL Proteomics
Flzfio Collagen alpha-2(¥l ot Homosapi  » % Jental Caie  BB003TH + Elderly Ductal parc Fooled aligL Prot=omics
P55056 Phospholipid ransferpi Homo sapi w dentalCaie BE003TH + Elderly Ductal parc Pooled aliqL Proteomics
004635 Keratin, type | eytoskele Homo sapl 1 u JentalCarie BSO0OITH + Elderly Ductal parc Pooled aliqL Proteomics
Q1515 SPARC-like protein H Homo sapi W JervalCatie BEO03TH + Elderly Ductal parc Peoled aligL Proteomics
POI024 Complemert C31C3 an Homosapl  » % JentalCaie 500373 Elderly Ductal parc Pooled aligL Proteomics
POID34 CystatinC (Custatin-3) Homosapi = % JentalCaie 5800373 Elderly Ductal part Pooled zligL Proteomics
FOI03T Cystatin-SN (Cystain-5 Homosapi  » % Jental Caie  BB003TH Elderly Ductal parc Fooled aligL Prot=omics
FOi040 Cystatin=A [Cystatin-A Homo sapi H H Jental Carie 8003731 Elderly Ductal parc Pooled aligL Proteomics
PO1S31 Immunoglobulin J chain Homo sapi H H Jental Carie  BEOO3TH Elderly Ductal parcPooled aligL Proteomics
P53 lgkappa chain V-lregic Homo sapi % JertslCarie BSO0ITH Elderly Ductal parc Pooled aligL Proteomics
POS36 lakappa chain ¥-lregic Homo s3pi « % JentalCaie 500373 Elderly Ductal parc Pooled aligL Proteomics
P14 lakappa chain ¥-llregic Homo s3pi « % JentalCaie 5800373 Elderly Ductal part Pooled zligL Proteomics
Pils20 lgkappa chain Y-llregi Homosapi % Jental Caie  BB003TH Elderly Ductal parc Fooled aligL Prot=omics
POI703 Iglambda chain Y-lregi Homo sapi H H Jental Carie 8003731 Elderly Ductal parc Pooled aliqL Proteomics
POTTGE lgheaw chainV-llregi Homo sapi u JentalCarie BSO0OITH Elderly Ductal parc Pooled aligL Proteomics
P83 Polymeric immunoglobl. Homo sapi & % JertslCarie BSO0ITH Elderly Ductal parc Pooled aligL Proteomics
POETE lg slphs-1chsinC regio Homo s3pi % JentalCaie 500373 Elderly Ductal parc Pooled alig. Proteomics

Figura 2: Porgao da Tabela do Oral Card para Caries Dentarias apos o preenchimento da mesma.

Apos concluida a pesquisa, constatou-se que nem todas as proteinas
identificadas nos artigos selecionados se encontravam de acordo com o0s
termos pretendidos para o preenchimento da tabela do OralCard. Por esta
razao, mostrou-se pertinente o recurso a ferramenta de mapping do UniProt
para converter o coédigo de algumas proteinas (pois nem todos os artigos
utilizam o cédigo UniProtKB AC) (Figura 3).

Em alguns casos, o nome do microrganismo produtor de determinada
proteina também ndo se encontra presente, deste modo, recorreu-se

igualmente as ferramentas fornecidas pelo UniProt (Figura 4).

Search Blast Align Retrieve
Database identifiers or file
MNenhum ficheiro selecionado.
From
Gl number* -
To
UniProtkB AC -

1 out of 1 IDENTIFIER mapped to 1 identifier in the TARGET data set
[J DOWNLOAD the mapping table or target list | [ UniProtkB (1)

From To
M3774 PO4747
Page 1 of 1

Figura 3: Exempro de como se converte o cédigo Gl de uma proteina para o cédigo UniProtKB
AC. Recorrendo a ferramenta de mapping do Uniprot.
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l.lanrut:: y UniProtKB
L1

Blast * Align Retrieve ID Mapping *

Search in Quen
Protein Knowledgebase (UniProtKB) »  §P04747 I Search I[ Advanced Search » ][ Clear

P04747 (AMY3_HORVU) T Reviewed, UNIPROTKB/Swiss-Prot
Last modified October 16, 2013. Version 94. Y History...

& 4 Clusters with 100%, 90%, 50% identity | - Documents (2) | () Third-party data

Names and origin

Protein NAMES Recommended name:
Alpha-amylase type B isozyme
EC=3.211
Alternative name(s):
1.4-alpha-D-glucan glucanchydrolase

Clone PHV19
Gene names Name:AMY1.3
Organism Hordeum vulgare (Barley)
Taxonomic identifier 4513 [NCBI]
Taxonomic lineage Eukaryata » Viridiplantae » Streptophyta » Embryophyta » Tracheophyta » Spermatophyta » Magnoliophyta »

Figura 4: Exemplo de como se chegou ao nome/organismo das proteinas que nado se
encontravam explicitas nos artigos analisados.

3.2. Interactoma Oral em Caries Dentarias
3.2.1. Determinagéao do Interactoma Oral de Caries Dentaria

ApoOs esta recolha de informagao as proteinas encontradas foram sujeitas
a ferramenta Orallnt para prever o interactoma oral humano-microbiano.

Feita a analise destes resultados, foram elaboradas trés tabelas: uma com
todos os pares de interacdo encontrados, uma outra apenas com as
proteinas humanas separadas das proteinas microbianas presentes nesses
processos e uma Uultima com todas as proteinas, na qual se encontra

descriminado o codigo UniProt, 0 nome e o organismo de cada proteina.
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A B = D E F G H 1

1 Micro Human Micro Human Protein Name Organism

2 (Q8DbuL2 PO1009 aspuL2 PO1009 PO1009 Serpin A1 Homo sapiens (Human)

3 P95829 P0O2768 P95829 P02768 PO2768  Serum albumin Homo sapiens (Human)

4 (QBDUL2 QS8TDLS QBTDLS QBTDLS  Long palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associ Homo sapiens (Human)

5 Q8DUL2 POl1024 PO1024 PO1024  Complement C3 (C2 and PZP-like alpha-2-macroglobulin Homo sapiens (Human)

6 (Q8DULZ2 P15924 P15924 P15924  Desmoplakin Homo sapiens (Human)

7 (QBDULZ QSUGM3 Q9UGM3 Q9UGM3 Deleted in malignant brain tumors 1 protein (Glycoprotein Homo sapiens (Human)

& (QBDUL2 PO4406 P04406 PO4406  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Homo sapiens (Human)

9 |P95829 PO4406 P13646 P13646  Keratin, type | cytoskeletal 13 (Cytokeratin-13) (CK-13) (Ke Homo sapiens (Human)
10 P95829 Pl13646 POBTT9 PO8TT9 Keratin, type | cytoskeletal 16 Homo sapiens (Human)
11 Q8DUL2 POBTT9 P13647 P13647  Keratin, type |l cytoskeletal 5 (58 kDa cytokeratin (Cytoker: Homo sapiens (Human)
12 QsDUL2 Pl13047 P26038 P26038  Moesin Homo sapiens (Human)
13 Qs8DUL2 P26038 P26038 P26038  Moesin Homo sapiens (Human)
14 PS5829 P26038 Q9HCE4 Q9HCB4  Mucin-5B Homo sapiens (Human})
15 GB8DUL2 QSHCB4 P22079 P22079  Lactoperoxidase (LPO) (EC 1.11.1.7) (Salivary peroxidase Homo sapiens (Human)
16 |P95829 Q9HCE4 P0O5164 P0O5164  Myeloperoxidase Homo sapiens (Human)
17 Qs8DbuUL2 P22079 QOB18E Q08188  Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E (EC 2.3. Homo sapiens (Human)
18 QB8DUL2 PO5164 QB8DUL2  Putative NADP-specific glutamate dehydrogenase Streptococcus mutans serc
15 |Q8DUL2 Q08188 P95829  DnaK protein Streptococcus pneumonias
20  Interactoma Caries Proteinas do Interact

21

Figura 5: Exemplo da informagdo organizada nas trés tabelas elaboradas que posteriormente
serao utilizadas para a visualizacido do Interactoma (estas tabelas serao expostas em pormenor
posteriormente com os resultados)

3.2.2 Visualizagcao do Interactoma

Feita a analise das tabelas elaboradas no ambito da determinagao do
Interactoma Oral da patologia em estudo foi possivel construir uma imagem
na qual se encontram todos os pares de interacdes que foram identificados,
recorrendo as ferramentas do sofware Cytoscape, dando assim, uma nogao
visual dos acontecimentos descritos anteriormente nas tabelas e fornecendo

uma melhor compreensao de todas as interagdes em estudo.
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3.2.3 Caracterizagao Funcional do Interactoma em Caries

Dentarias
3.2.3.1. Associagao a Ontologias Génicas

Depois de identificadas a possiveis interacdes entre as proteinas
encontradas, foi realizada uma analise funcional de cada uma delas, com o
intuito de apurar de que modo as proteinas produzidas pelos microrganismos
influenciam as proteinas humanas no contexto das caries dentarias.

Posto isto, as proteinas foram separadas em dois grupos: as proteinas
humanas e as proteinas microbianas, com o objetivo de facilitar a sua analise.

Esta analise funcional recorreu ao programa AgBase onde foram
colocadas separadamente as proteinas humanas e microbianas encontradas

utilizando inicialmente a ferramenta Go Retriever.
TOOLS

Tools Overview
GOProfiler
Genome2Seq
GOanna
GOannalga
GOSlimViewer
GOSlimAuto
GA2GEO
GOModeler
ArraylDer
GO Annotation

Quality (GAQ)

Score

Figura 6: Ferramenta a seleccionar inicialmente no AgBase

A ferramenta GORetriever tem como fungdo, a recuperacao das

anotacdes GO existentes para uma lista de proteinas. O arquivo de entrada é
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um arquivo de texto que contem os acessos as proteinas, separadas por um
intervalo de retorno / linha.

Dentro da fungdo GORetriever, foi selecionado o tipo UniProt
Accession e transferido o arquivo em formato texto correspondente as
proteinas humanas. De seguida, foram fornecidas varias opgdes de pesquisa,
de entre as quais foi selecionada a referente ao GO Summary file (for use in
GOSlimViewer), recebendo desta forma, um novo ficheiro em formato texto

para introdugéo na ferramenta GOSIlimViewer.

=Select Accession Type |Ll

=Select Accession Type
ID Mot Specified

{UniProt |0

UniProt Accession
enbank Accession
EntrezGene ID

Gl NUM

GO ID

Figura 7: Apos selecionar a ferramenta GORetriever é necessario escolher o tipo de céodigo da
proteinas que vamos importar no AgBase para chegar aos resultados pretendidos.

| TOOLS
A ferramenta GOSlimViewer é utilizada para fornecer um | Tools Overview
resumo de alto nivel de fungbdes para um conjunto de dados. A | GOFrofiler
saida de dados pode ser mapeada no Excel e é de salientar | GenomeSeq
que os registos sem anotagdo ndo sdo analisados pelo | GORetriever

GOSlimViewer e
GOannalga

GOSlimViewer

ArrayIDer

GO Annotation
Quality (GAQ) |
Score i

Figura 8: Ferramenta a selecionar apo6s recebermos os resultados provenientes do GORetriever
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Este ficheiro, foi posteriormente, introduzido na ferramenta
GOSlimViewer do AGBase recorrendo as predefinicbes genéricas que se
encontram ja pré-selecionadas por defeito.

Deste modo, € novamente obtido, um ficheiro em formato de texto, no
qual se encontram discriminadas todas as proteinas, entre as quais sao

conhecidas interagbes, bem como os respetivos processos biolégicos nas

quais estas estao envolvidas.

Generic n
Generic

| TIGR Prokaryote (EP only)

Figura 9: Opc¢ao a selecionar no GOSlimViewer

Com os resultados obtidos foi, novamente, possivel a constru¢do de um
grafico para cada um dos tipos de proteinas (microbianas e humanas) nas
quais, para cada processo biolégico, conseguimos observar o numero de
proteinas envolvidas nesse mesmo processo.

Este grafico tem como base as tabelas apresentadas, onde foi possivel
quantificar o numero de proteinas envolvidas em cada um dos processos
(Figura 10).
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anatomical structure development P01024  PO8F73  P13646  P13647 P15524 P26038 Q08188 (QIUGM3
anatomical structure formation involved in morphogenesis PO1024

PO1005 PO1024 PO2768  PO4406  POS164  PO8B779  Pl3od6  P13647  P15S24  P22079 P26038 Q08188 QB8TDLS
P01024 P0O4406  PO5164 (Q9HCE4

P04406  Q9HC34

P04406  PO5164  P22079

P15924  P26038

P02768  P0O4406  PO5164  P15924

P15924 P26038 Q08188 QIUGM3

P13647 P15924

POB779  P26038

PO8779  QIUGM3

P13647

P01024  PO4406  P15924 Q08188 Q9HCE4

P15924

biosynthetic process
carbohydrate metabolic process
catabolic process

9 fcell adhesion

10 fcell death

11 jcell differentiation

1
2
3
a
5 foiclogical_process
]
7
8

12 Jcell junction organization

13 feell motility

14 fcell proliferation

15 Jcellular component assembly

16 fcellular protein modification process
17 fcirculatory system process

I

HEEEEEEEEEEEREEL

Figura 10: Ferramentas do Excel seleccionadas para a elaboragdo dos graficos apresentados
nos resultados em 4.2.3.1.
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3.2.3.2. Construcgao das Tabelas Funcionais

Os resultados obtidos do AgBase, foram importados para uma tabela
do Excel, com o intuito de se elaborar uma tabela dindmica, onde se
encontram discriminadas as proteinas encontradas e os respetivos processos
biolégicos a elas associados. Esta tabela foi elaborada recorrendo as

ferramentas do préprio Excel.

icheira Esquema de Pagin: Formulas  Dado Rever  Ver ¢
EE =, . e =i Q j Al w T0 Equagio
j Bal B= ,.|_‘J >—7 ‘—"4 ﬂ \\k e = HJ \—' 0 ws F'ul — =l 2 J gL nha de Assinatura = | €2 Simbolo
pecia) [mcoemlcloaaizcmes Spananjcannra}fco malusnalorearjia Area so Linha Colu 5 o Caba Cabecalho
de Ecri 5 f - de Dados de Texto t.RndapE "4 Objecto
Hu:ha-_j:: Graficos Graficos Sparkline Filtro Ligagies Texto Simbolos
5
[#] Tabela Funcional Humanas. o B =
D E F G H 1 1 K L v !
1 Rétulos de Linha - Processo Bioldgico N2
2 laging aging 1 PO5164
3 P05164 anatomical structure development 8 P01024  PO8779 P13646 P13647 P15924
1 ical structure anatomical structure formation involved in morphogenesis |1 PO1024
5 P01024 i ical_process 15 P01009 P01024 P02768 P04406 P05164
6 PO8779 biosynthetic process 4 P01024 PO4406 P0O5164 QSHCB4
7 P13646 carbohydrate metabolic process 2 P04406  Q9HCE4
8 P13647 catabalic process 3 P04406  P05164  P22079
9 P15924 cell adhesion 2 P15924  P26038
10 P26038 cell death 4 P02768  P04406  P05164  P15924
1 Q08188 cell differentiation 4 P15924 P26038 QO8188 QIUGM3
12 Q9UGM3 cell junction organization 2 P13647 P15924
13 = ical structure fi ion involved in h i cell motility 2 PO8779  P26038
14 P01024 cell proliferation 2 P08779  Q9UGM3
15 = biological_process cellular component assembly 1 P13647
16 P01009 cellular protein modification process 5 P01024 PO4406 P15924 Q08188 Q9HCBL
17 PO1024 circulatary system process 1 P15924

Figura 11: Ferramentas do Excel selecionadas para a elaboragao da tabela dindmica.

ApoOs selecionadas as ferramentas descritas anteriormente, surge uma
janela na qual podemos selecionar a zona pretendida para a elaboragao da
tabela dinamica. Neste caso, foi escolhida a tabela importada do AgBase.

No entanto, nem todos os campos foram incorporados, apenas foram
utilizados os campos correspondentes aos codigos UniProt e aos processos

biolégicos especificos.
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Criar Tabela Dindmica @

Escolha os dados que pretende analisar
@ Seleccionar uma tabela ou intervalo
Tabela/Intervalo: || Erz

Ltilizar uma origem de dados externa

Mome da ligacdo:
Escolha onde pretende colocar o relatario da Tabela Dinamica
@ Mova Folha de Caloulo
Folha de Calculo Existente

Localizaco: Fhz

oK ] | Cancelar

Figura 12: Janela do Excel na qual se pode selecionar a tabela pretendida para a criagdo da
tabela dindmica (neste caso foi selecionada a tabela importada do AgBase).

Posteriormente, com essa tabela dindmica, realizou-se um levantamento
das proteinas envolvidas em cada um dos processos biolégicos construindo-
se assim uma nova tabela, em que a frente de cada processo bioldgico

especifico se apresentam todas as proteinas em que se verificou essa

interagao.
G H 1 J K L M N o P Q R s T u
1 |Processo Biolégico Ng Proteinas
2 aging 1 P05164
3 anatomical structure development 8 P01024 POS779 P13646 P13647 P15924 P26038 Q08188 QOUGM3
4 anatomical structure formation involved in morphogenesis |1 P01024
5 biological_process 15 PO1009 PO1024 PO2768 PO4406  POS164  POB779 P13646 P13647 P15924 P22079 P26038 Q08188 Q8TDLS
6 biosynthetic process 4 P01024  P04406  P0O5164 Q9HCB4
7 carbohydrate metabolic process 2 P04406  Q9HC24
8 catabolic process 3 P04406  P0OS164  P22079
9 cell adhesion 2 P15924  P26038
10 cell death 4 P02768 P0O4406 P0O5164  P15924
11 cell differentiation 4 P15924 P26038 Q08188 QIUGM3
12 cell junction organization 2 P13647  P15924
13 cell motility 2 PO8779  P26038
14 cell proliferation 2 PO8779  Q9UGM3
15 cellular component assembly 1 P13647
16 cellular protein modification process 5 P01024 P0O4406 P15324 Q08183 (Q9HCBA
17 circulatory system process 1 P15924
18 cytoskeleton organization 4 P04406  POS773 P13646 P15924
19 embryo development 1 QIUGM3
20 generation of precursor metabolites and energy 1 PO4406
21 growth 2 P05164  QSUGM3
22 homeostatic process 1 P02768
23 immune system orocess 6 PNIN24  PNAANG  PNS1AR4  PIAN3R . ORTNIS  0O9LGM2

Figura 13: Excerto da tabela construida em que se encontram discriminados todos os processos
bioloégicos especificos identificados, o niamero de proteinas envolvidas em cada um dos
processos e os codigos dessas mesmas proteinas a frente.

Em seguida, recorrendo a féormulas do Excel, construiu-se uma tabela
funcional, na qual estdo descritos todos os processos bioldgicos, bem como

cada uma das proteinas presentes em cada um dos processos.
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Figura 14: Exemplo de férmula utilizada para identificar se uma proteina se encontra ou néao
presente em determinado processo biolégico.

De uma forma geral, esta férmula procura cada proteina (neste caso a
proteina presente em B1 da tabela criada) na tabela apresentada na Figura
15 e caso essa proteina se encontre presente a frente do processo bioldgico
(neste caso presente em G2 da Figura 13) esta célula do Excel fica

assinalada com um “+”, caso isto nao se verifique, a célula fica em branco.

A B c D E F G H | ] K L M N o 3
(el po1003| P01024 | PU2768 | P04406 | POS164 | P08B779 | P13646 | P13647 | P15924 | P22079 | P26038 | Q02188 | QBTDLS | Q9HCe4 |aguema

GoslimOntology|

aging +

anatomical struc|

anatomical struc|

(-RE--REN - BT RN

+ |+ [+ [+
+

biological_proce|+

biosynthetic prof

10 carbohydrate mg

+ [+ |+ [+
+
-

11 catabolic proces:

12 cell adhesion

13 cell death + + +

14 cell differentiati

+ |+ |+ [+
+
+
+

15 cell junction org: +

16 cell motility + +

17 cell proliferatior + +

13 cellular compon +

19 cellular protein + + + + +

20 circulatory syste +

21 cytoskeleton org + + + +

22 embryo develop| +

23 generation of prf +

24 growth + +

25 'hnmanctatic nrol +

Figura 15: Excerto da tabela funcional construida em que se encontram discriminados todos os processos
biologicos especificos e todas as proteinas identificadas, para as quais foi aplicada a férmula apresentada na
Figura 14.

Importa referir que os procedimentos descritos a partir de 3.2.3 até ao
fim dos materiais e métodos, foram realizados, tanto para as proteinas
microbianas como para as proteinas humanas. Nao obstante, como a sua
metodologia foi a mesma, nao & pertinente descrever dois procedimentos

equivalentes.
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4. Resultados e discussao

4.1. Atualizagao do Proteoma Oral de Caries Dentarias

Com os resultados obtidos, referentes aos estudos de protedmica na

pesquisa efetuada, foi possivel acrescentar ao OralCard, um total de 313

proteinas, sendo 267 humanas e 46 microbianas. Através desta expansao

da base de dados, cumpriu-se um dos objetivos desta dissertagao, a

atualizacao do OralCard.

A tabela referente a todas as proteinas identificadas (humanas e

microbianas), ndo é passivel de ser incorporada no documento fisico

desta dissertagao, pelo que, para motivos de consulta da mesma, esta

deve ser consultada recorrendo ao anexo que se encontra em formato de

CD-R com o nome: Tabela A.

O segundo objetivo deste trabalho, € a identificacdo de pares de

interacdo com estas proteinas ja encontradas.

Devido a falta de estudos de interatémica em Carie Dentaria, nao foi

possivel identificar muitos pares de interacdo como se pode observar na

Tabela 1. No entanto, os que foram identificados foram devidamente

analisados e descritos nesta dissertagao.

Figura 16: Porgdo da Tabela do Oral Card para Caries Dentarias apos o preenchimento da

mesma que se encontra anexada em CD-R (Tabela A).
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HE“’“"K“, |Name - |Orgar - | Parer ., E:;s"(': SME ‘ Min g:l‘l’:", 'i'leF"lit'"",' Muco ., | Tong - | Biofill 5, | In ¥t | Heal - T::}E?: lﬂf;ﬁrv ﬁegula - Inge ar . [Gend .,
000554 Ribanuclease T2 [EC 3. Homo sapi H % lental Carie 68003731 + Elderly
014773 Tripeptidyl-peptidaze 1 Homo sapi H % lental Carie 68003731 + Elderly
PO1036 Cystatin-5 [Cystatin-4] Homo sapi ® % Jental Caiie 63003731 + Elderly
PO1BZ5 lgkappa chain -1\ req Homo zapi H % lental Carie 68003731 + Elderly
POZTE3 Alpha-1-acid glycoprat Homo sapi ® % Jental Caiie 68003731 + Elderly
pOT333 Cathepsin O(EC 3.4.23 Homo sapi H % lentalCarie 800373 + Elderly
PO3Z11 Glutathione S-transter: Homa sapi H % lentalCarie G800373 + Elderly
PTI0Z1 TakDa gucose-regulat Homo sapi w0 % JentslCare 6800373 + Elderly

0 P12103 Callagen alpha-1{W) ch Homo sapi ® #  Jental Caiie 6300373 + Elderly
P12110 Callagen alpha-2W) o Homa sapi i % Jental Caiie 63003731 + Elderly
PS35055 Phosphalipid transfer pr Homa sapi H % lental Carie 68003731 + Elderly
Q04635 Keratin, twpe | eytaskels Homo sapi H % Jental Caiie 68003731 + Elderly

404515 SPARC-like protein 1(H Homo sapi H % lental Carie  G80037H + Elderly
PO0Z4 Complement C3 (C3 ar Homo sapi ) % lental Carie 68003731 Elderly
PO034 Cystatin-C [Cystatin-3) Homosapi w0 % lentsICare  BB003TH Elderly

7 |PO103T Cystatin-5SM [Cystain-5 Homo sapi H % lentalCarie 800373 Elderly

B |PO1040 Cystatin-f [Cystatin-AS Homo sapi H % lentalCarie G800373 Elderly
POEI1 Immunoglobulind chain Homo sapi© » % JentslCare 6800373 Elderly

0 POMS33 lgkappa chain V-l regic Homo sapi 1 % Jental Caiie 63003731 Elderly
PO1536 lgkappa chain V-l regic Homa sapi H % lentalCarie G800373 Elderly
POET4 lg kappa chain V-l regic Homa sapi H % lental Carie 68003731 Elderly
POE20 lgksppachain¥-llregi Homo sapi = % JentslCare 6300373 Elderly
patra3 lglambda chain Y-l regi Homa zapi H % lentalCarie 8003731 Elderly
POT7EG lgheawy chain VY-l regi Homa sapi H % lental Carie 68003731 Elderly
PO1833 Palymericimmunoglab. Homo sapi H % lental Carie 68003731 Elderly

7 |PO13TE lg slpha-1chain C regio Homo sapi 1 % Jental Caiie 63003731 Elderly



Todos os resultados provenientes dos artigos foram anotados nesta
tabela.

Um dos grandes interesses do preenchimento e atualizacdo do
OralCard, € anotar os indices de variagao existentes em cada proteina na
doenca relativamente a individuos saudaveis (Figura 16, coluna “regulation”),
de forma ser possivel investigar e prever possiveis biomarcadores para
estudos futuros nesta area. No entanto, dentro dos estudos de protedmica
realizados até ao momento, sdo escassos 0s que continham valores
relativamente as variagbes destas proteinas, dificultando deste modo, a

identificacdo de possiveis biomarcadores para futuros estudos.

26



4.2. Interactoma Oral em Caries Dentarias
4.2.1. Determinagao do Interactoma Oral de Caries Dentarias

Como descrito nos Materiais e Métodos apds a filtragem das proteinas
utilizando a ferramenta Oralint foram identificados os seguintes pares de

interagdo vistos na Tabela 1.

Tabela 1: Todos os pares de interacgao identificados com Oralint.

Micro Human
Q8DUL2 | PO1009
P95829 | P02768
Q8DUL2 | Q8TDL5
Q8DUL2 | P01024
Q8DUL2 | P15924
Q8DUL2 |Q9UGM3
Q8DUL2 | P04406
P95829 | P04406
P95829 |P13646
Q8DUL2 | P08779
Q8DUL2 | P13647
Q8DUL2 | P26038
P95829 |P26038
Q8DUL2 | Q9HC84
P95829 | Q9HC84
Q8DUL2 | P22079
Q8DUL2 | PO5164
Q8DUL2 | Q08188

O objetivo da construgao desta tabela é quantificar o numero de pares
de interagao existentes nas proteinas identificadas.

Por cada linha apresentada encontra-se um par de interagao, ou seja,
no total foram identificados 18 pares de interacdo, podendo estes, envolver
ou ndo, as mesmas proteinas humanas e microbianas. Em cada coluna, esta
apresentado o codigo UniProt para cada proteina desses mesmos pares de
interagao.

Em seguida foi construida a Tabela 2, baseada na Tabela 1 na qual

apenas se apresentam as proteinas presentes nos pares de interagdo, com o
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intuito de saber quantas proteinas, quer humanas quer microbianas, existem
nestes pares de interagdo, visto que para a mesma proteina
microbiana/humana pode existir varias correspondéncias.

A tabela apresentada em baixo mostra todas as proteinas presentes
nas interacoes identificadas na tabela anterior, descriminando, desta vez, os
pares de interagdo, na qual conseguimos identificar 2 proteinas microbianas

e 16 humanas.

Tabela 2: Todas as proteinas (Humanas e Microbianas) presentes nos pares de interacgao.

Micro Human
Q8DUL2 | P01009
P95829 | P02768
Q8TDL5
P01024
P15924
QoUGM3
P04406
P13646
P08779
P13647
P26038
P26038
Q9oHC84
P22079
P05164
Q08188

Esta descrito por cada linha, o cdédigo UniProt das proteinas. Na
coluna da esquerda encontram-se apenas proteinas microbianas, enquanto
na coluna da direita estdo apenas expostas as proteinas humanas.

Nao foi possivel encontrar muitos pares de interagao, devido a falta de
dados de protedmica sobre esta patologia. No entanto, ja € um pequeno

avango na compreensao da mesma.

Por ultimo, na tabela apresentada a baixo (Tabela 3), foram colocadas
as proteinas humanas e microbianas juntas, com o acréscimo dos nomes das

mesmas bem como o organismo a que correspondem.
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E de salientar que, praticamente todas as proteinas identificadas s3o
proteinas humanas. Apenas duas proteinas sdo microbianas: a Putative
NADP-specific  glutamate  dehydrogenase pertencente a  bactéria
Streptococcus mutans serotype ¢ e a DnaK protein pertencente a bactéria

Streptococcus pneumoniae serotype 4.
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Tabela 3 - Todas as proteinas (Humanas e Microbianas) presentes nos pares de interacgdo com os respectivos nomes e organismos ao qual correspondem

Protein Name Organism
P01009 Serpin A1 Homo sapiens (Human)
P02768 Serum albumin Homo sapiens (Human)
Q8TDL5 Long palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associated protein 1 Homo sapiens (Human)
Complement C3 (C3 and PZP-like alpha-2-macroglobulin domain-containing protein 1) [Cleaved into: Complement C3 beta chain;
P01024 Complement C3 alpha chain; C3a anaphylatoxin; Acylation stimulating protein (ASP) (C3adesArg); Complement C3b alpha' chain; Homo sapiens (Human)
Complement C3c alpha' chain fragment 1; Complement C3dg fragment; Complement C3g fragment; Complement C3d fragment; P
Complement C3f fragment; Complement C3c alpha' chain fragment 2]
P15924 Desmoplakin Homo sapiens (Human)
QOUGM3 Deleted in malignant brain tumors 1 protein (Glycoproteln.340) (Gp.-34.0) (Hengln) (Salivary agglutinin) (SAG) (Surfactant pulmonary- Homo sapiens (Human)
associated D-binding protein)
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Homo sapiens (Human)
P13646 Keratin, type | cytoskeletal 13 (Cytokeratin-13) (CK-13) (Keratin-13) (K13) Homo sapiens (Human)
P08779 Keratin, type | cytoskeletal 16 Homo sapiens (Human)
P13647 Keratin, type Il cytoskeletal 5 (58 kDa cytokeratin) (Cytokeratin-5) (CK-5) (Keratin-5) (K5) (Type-Il keratin Kb5) Homo sapiens (Human)
P26038 Moesin Homo sapiens (Human)
P26038 Moesin Homo sapiens (Human)
Q9HC84 Mucin-5B Homo sapiens (Human)
P22079 Lactoperoxidase (LPO) (EC 1.11.1.7) (Salivary peroxidase) (SPO) Homo sapiens (Human)
P05164 Myeloperoxidase Homo sapiens (Human)
Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E (EC 2.3.2.13) (Transglutaminase E) (TG(E)) (TGE) (TGase E) (Transglutaminase-3)
Q08188 (TGase-3) [Cleaved into: Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E 50 kDa catalytic chain; Protein-glutamine gamma- Homo sapiens (Human)
glutamyltransferase E 27 kDa non-catalytic chain]
Streptococcus mutans
Q8DbUL2 Putative NADP-specific glutamate dehydrogenase serotype c (strain ATCC
700610 / UA159)
P95829 DnaK protein Streptococcus
pneumoniae serotype 4

30




4.2.2. Visualizagao do Interactoma

Apos a utilizacdo das ferramentas do Software Cytoscape é possivel a
construcdo de uma imagem de todas as interagdes entre as proteinas

humanas e microbianas identificadas.

Serum albumin Keratin-13

Mucin-5B
Streptococcus mutans

DnaK protein Moesin Glutamate dehydrogenase

Streptococcus pneumoniae
GAPDH

Transglutaminase E

Myeloperoxidase

Lactoperoxidase Serpin A1

Keratin-5 BPIFB1

Keratin-16 Complement C3
Salivary agglutinin § Desmoplakin

Figura 17: Representacado da rede de interagdes identificada, utilizando o software Cytoscape.
Encontram-se representadas a roxo as proteinas microbianas, a azul as proteinas humanas que
interagem com Strptococcus mutans, a verde as proteinas humanas que interagem com
Streptococcus pneumoniae e a vermelho as proteinas humanas que interagem com ambas as
proteinas (Streptococcus mutans e Streptococcus pneumoniae).

Analisando a Figura 17, é verificavel que, de todas as proteinas
humanas (representadas a azul, vermelho e verde), existem duas que
interagem com a proteina microbiana DnaK protein (representadas com a cor
verde), dez que interagem com a proteina microbiana Glutamate
dehydrogenase (representadas a azul) e trés proteinas (representadas a
vermelho) que interagem com ambas as proteinas.

Estas interacbes serdo descritas e especificadas, posteriormente em
4.2.3.3.
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4.2.3. Caraterizagao funcional do Interactoma em Caries

Dentaria
4.2.3.1 Associacao a ontologias génicas

Apos se ter recorrido as ferramentas do AgBase, passando pelo
GoRetriever e GoSlimViewer, os dados foram importados para o Excel, como
é descrito nos Materiais e Métodos no sector 3.2.3.2, obtendo-se a tabela
correspondente as proteinas Humanas (Tabela 8).

Nesta tabela €& possivel verificar todas as proteinas Humanas
identificadas nos pares de interagdo em Carie Dentaria e os respetivos
processos bioldgicos pelos quais sdo responsaveis. De entre os quais, a
esquerda se encontram o0s processos bioldgicos gerais e a direita os
processos biolégicos mais especificos.

O mesmo procedimento foi realizado para as proteinas Microbianas
obtendo-se uma nova tabela. (Tabela 9).

Dado o facto de terem sido identificadas poucas proteinas Humanas e
Microbianas o estudo foi dirigido para os processos biolégicos mais
pormenorizados pois, deste modo, pode ser alcangada uma caracterizagao
mais especifica para cada proteina.

Seguindo a metodologia descrita anteriormente (3.2.3.1), foi possivel a
elaboragao da seguinte tabela dinadmica para as proteinas Humanas (Tabela
10) e microbianas (Tabela 11) que se encontram em anexo.

Como é possivel verificar, em ambas as tabelas dindmicas
conseguimos visualizar todos os processos biolégicos em que as proteinas
identificadas intervém, bem como os cédigos de cada uma dessas proteinas.

Com estes resultados foi possivel quantificar o numero de proteinas
envolvidas em cada processo bioldgico para cada tipo de proteina (Humana e
Microbiana).

Deste modo, foram construidas as seguintes tabelas, de forma a ser
possivel quantificar o numero de proteinas envolvidas em cada processo e

facilitar a discussao posterior do estudo.
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Tabela 4 - Tabela com todos os processos biolégicos especificos e o nhumero de proteinas

Humanas intervenientes nos mesmos.

N2 de
Processo Bioldgico Proteinas
Aging 1
anatomical structure development 8
anatomical structure formation involved in
morphogenesis 1
biological_process 15

biosynthetic process

carbohydrate metabolic process
catabolic process

cell adhesion

cell death

cell differentiation

cell junction organization

cell motility

cell proliferation

cellular component assembly
cellular protein modification process
circulatory system process
cytoskeleton organization

embryo development

generation of precursor metabolites and energy
Growth

homeostatic process

immune system process

lipid metabolic process

Locomotion

neurological system process
protein complex assembly

protein maturation

response to stress

signal transduction

small molecule metabolic process
sulfur compound metabolic process
symbiosis, encompassing mutualism through parasitism
Translation

transmembrane transport
Transport

vesicle-mediated transport

AP IRPIRPWRLRUOVIWIONIERIRININIO|IR|IN|IRP|IRP|ARIRPIUODRINININIRIBRAINIWIN|D
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Tabela 5: Tabela com todos os processos biolégicos especificos e o numero de proteinas
microbianas intervenientes nos mesmos.

Processo Bioldgico Ne

cellular amino acid metabolic
process

oxidation-reduction process

protein folding

(N S S

response to stress

Através da utilizagdo das tabelas apresentadas em cima, referentes a
quantificacdo do numero de proteinas para cada um dos processos
bioldgicos, foi possivel elaborar um grafico, quer para as proteinas humanas,
quer para as proteinas microbianas, fornecendo uma forma mais simples de
interpretacéo e analise de dados, onde se pode observar quais 0s processos
em que existem mais proteinas envolvidas de entre os pares de interacao

identificados.
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Grafico 1: Grafico com todos os processos biologicos das proteinas microbianas e o nimero de
proteinas envolvidas em cada um deles.

Foram contabilizados quatro processos bioldgicos especificos com a

seguinte distribuicdo: celular amino acid metabolic process — 1; oxidation-

redution process — 1; protein foldin — 1; response to stress - 1.
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Grafico 2 - Grafico com todos os processos biolégicos das proteinas humanas e o nimero de proteinas envolvidas em cada um deles.




Foram entdo identificados 36 processos biolégicos nos quais as
proteinas humanas interagem. Esses processos bioldgicos contém a seguinte
distribuicdo: biological process — 15; response to stress — 9; anatomical
structure development — 8; immune system process — 6; small molecule
metabolic process — 5; cellular protein modification process — 5; biosynthetic
process — 4; cell death — 4; cell differentiation — 4; cytoskeleton organization —
4; transport — 4; vesicle-mediated transport — 4; catabolic process — 3; signal
transduction — 3; symbiosis, encompassing mutualism through parasitism — 3;
carbohydrate metabolic process — 2; cell adhesion — 2; cell junction
organization — 2; cell motility — 2; cell proliferation — 2; growth — 2; lipid
metabolic process — 2; locomotion — 2; protein maturation — 2; aging — 1;
anatomical structure formation involved in morphogenesis — 1; cellular
component assembly — 1; circulatory system process — 1; embryo
development — 1; generation of precursor metabolites and energy — 1;
homeostatic process — 1; neurological system process — 1; protein complex
assembly — 1; sulfur compound metabolic process — 1; translation — 1;

transmembrane transport — 1.
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5.2.3.1 Construcgao das tabelas funcionais

Com as tabelas dinamicas realizadas como descrito nos materiais e
meétodos, seccao em 3.2.3.2, foram elaboradas as tabelas funcionais
apresentas em baixo para as proteinas humanas e microbianas.

Estas tabelas funcionais facultam informagbes mais pormenorizadas
de todos os processos biolégicos identificados e quais as proteinas
correspondentes aos mesmos.

A tabela referente as proteinas microbianas encontra-se completa. No
entanto, para ser possivel a introdugdo da tabela inerente as proteinas
humanas apenas é possivel colocar o codigo UniProt de cada uma. A tabela
que apresenta os respetivos nomes de cada proteina, encontra-se anexada
no CD-R (Tabela B).

Encontra-se assinalado com “+” todas as correspondéncias
encontradas pela férmula criada e apresentada nos materiais e métodos em
3.2.3.2 (Figura 14).

Tabela 6: Tabela com todos os processos biologicos especificos e proteinas microbianas
discriminados nos quais esta identificado com “+” as correspondéncias entre ambos.

UniprotKBAC | P95829 Q8DUL2
Putative NADP-specific glutamate
Nome DnakK protein dehydrogenase
. . Streptococcus Streptococcus mutans serotype c (strain
Microorganismo pneumoniae serotype 4 ATCC 700610 / UA159)
Regulagao
GoSlimOntology
cellular amino acid
metabolic process +
oxidation-reduction
process +
protein folding +
response to stress +

Utilizadas as ferramentas e férmulas descritas nos Materiais e

Métodos chegou-se a seguinte tabela funcional para as proteinas Humanas:

38



UniprotKBAC P01009 | P01024 | PO2768 | P0O4406 | P05164 | PO8779 | P13646 | P13647 | P15924 | P22079 | P26038 | Q08188 | Q8TDL5 | Q9HC84 | QOUGM3

GoSlimOntology

Aging +

anatomical structure
development + + + + + + + +

anatomical structure
formation involved in
morphogenesis +

biological_process + + + + + + + + + + + + + + +

biosynthetic process + + +

carbohydrate metabolic
process + +

catabolic process + + +

cell adhesion

cell death + + +

cell differentiation

+ |+ [+ |+

cell junction organization +

cell motility + +

cell proliferation + +

cellular component
assembly +

cellular protein
modification process + + + + +

circulatory system process +

cytoskeleton organization + + + +

embryo development +

generation of precursor
metabolites and energy +

Growth + +

homeostatic process +

immune system process + + + + N N
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lipid metabolic process + +

Locomotion + +

neurological system
process +

protein complex assembly +

protein maturation + +

response to stress + + + + + + + N

signal transduction

small molecule metabolic

process + + + + +
sulfur compound
metabolic process +

symbiosis, encompassing
mutualism through
parasitism + +

Translation +

transmembrane transport

Transport + +

vesicle-mediated
transport + + +

Tabela 7 - Tabela com todos os processos biolégicos especificos e proteinas humanas discriminados nos quais esta identificado com “+” as correspondéncias

entre ambos
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6.2.3.1 Analise funcional das interac¢des previstas

A espécie Streptococcus mutans € um dos principais microrganismos
patogénicos da carie dentaria porque € capaz de fermentar uma grande
variedade de acucares, mantendo um metabolismo ativo em baixos pHs, os
quais causam a desmineralizagdo progressiva dos dentes. Este processo é
intensificado com o aumento da propor¢gdo desta espécie oportunista da
placa dentaria, a qual utiliza a sacarose da dieta para sintetizar
polissacarideos insoluveis extracelulares, principal componente estrutural da
placa dentaria (21).

Esta espécie de bactéria tem estado ultimamente a ser estudada
relativamente aos seus mecanismos de viruléncia com o intuito de
estabelecer e compreender a sua capacidade de colonizar e causar esta
patologia especialmente durante a infancia. Estudos recentes estabeleceram
que dois reguladores de resposta, denominados por VicR e CovR, controlam
a expressao de enzimas que sintetizam glucanos extracelulares a partir de
sacarose. Além disto, estes reguladores controlam diretamente o gene gbpB,
o qual codifica a proteina ligante de glucano B (GbpB de Glucan-binding
protein B) (44).

A glutamato desidrogenase (GLDH) é uma enzima produzida por
Streptococcus mutans, presentes na maioria dos microbios e nas
mitocondrias de eucariotas, esta enzima converte o glutamato para a-
cetoglutarato, e vice-versa. Em animais, o amoniaco produzido &
normalmente usado como um substrato no ciclo da ureia. Tipicamente, a
transformacao do a-cetoglutarato em glutamato ndo ocorre em mamiferos.

Esta proteina expressa por Streptococcus mutans interage, como
podemos verificar com 10 proteinas humanas: Alpha-1-antitrypsin; BPI fold-
containing family B member 1; Complement C3; Desmoplakin; Deleted in
malignant brain tumors 1 protein; Keratin, type | cytoskeletal 16; Keratin, type
Il cytoskeletal 5; Lactoperoxidase; Myeloperoxidase; Protein-glutamine
gamma-glutamyltransferase E.

A Alpha-1-antitrypsin (Homo Sapiens) € uma proteina inibidora de
protéases de serina (enzimas que cortam ligagcboes peptidicas em proteinas,

nas quais um dos aminoacidos no local ativo é a serina). O seu principal alvo

41


http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_pept%C3%ADdica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Serina

€ a elastase, mas tem também uma afinidade moderada para a plasmina e
trombina. Inibe irreversivelmente a tripsina, quimotripsina e o ativador de
plasminogénio. A forma aberrante inibe a sintese em plaquetas ndo induzida
por, possui atividade proteolitica contra a insulina e a plasmina, diminuindo o
tempo de coagulacgao (45-47).

Inibidores destas proteinas foram encontrados em polpas humanas
normais e inflamadas, contudo as concentragdes das mesmas é diferente, (p
<0,01) em inflamagdes pulpares leves/moderadas e (p <0,05) em inflamagdes
moderadas/graves. A exposi¢do pulpar devido a lesdo de carie esta
associada com a infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares e a libertagao de
enzimas lisossomais. Embora exista diferencas nas concentragdes de a7-
antitripsina entre polpas inflamadas e normais, as diferengas ndo apresentam
significado estatistico relevante. A presenca destes inibidores da protease do
tecido pulpar e o aumento na sua concentragdo na inflamagédo aguda indica
que estas desempenham um papel ativo na patogenicidade da doenca

inflamatoria pulpar (48).

A BPI fold-containing family B member 1 (Homo sapiens) pode
desempenhar um papel na imunidade inata na boca, nariz e pulmdes. Liga-se
o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e modula as respostas celulares ao
LPS (49).

Ao se verificar que esta proteina se encontra presente em situacoes
em que bactérias interagem com o meio oral, pode-se aferir que a presenca
da mesma constitui uma resposta imune do hospedeiro a situagdes
patogénicas na cavidade oral, como por exemplo na presenga de carie
dentaria.(50)

A Complement C3 desempenha um papel central na ativacdo do
sistema complemento. O seu processamento pela C3 convertase tem uma
acao central em ambas as vias classica e via alternativa. Apos a ativacao
C3b pode-se ligar covalentemente, através do seu tioester reativo, a
agucares da superficie das células ou agregados imunes. Derivado de
degradacao proteolitica de complemento C3, C3a anafilotoxina é um

mediador do processo inflamatério local. Ela induz a contragdo do musculo
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liso, aumenta a permeabilidade vascular e provoca a libertacao de histamina
a partir de mastdcitos e leucécitos basofilos (51-53).

Atualmente apenas se conhece a sua acdo em lesdes periapicais, nao
havendo estudos que fundamentem a hipotese da sua relacdo com a
patologia de carie dentaria (54).

A Desmoplakin é uma proteina de alto peso molecular de
desmossomas. Envolvida na organizagdo dos complexos caderina-
placoglobina desmossomais em dominios da membrana plasmatica e na
ancoragem de filamentos intermediarios para os desmossomas (55).

Ao nivel da carie dentaria esta proteina encontra-se expressa quando
ha uma diferenciacdo dos odontoblastos em casos de necessidade do
organismo produzir matriz da pré-dentina (56).

Este mecanismo pode ser considerado um meio de resposta do
hospedeiro em situagdes de carie.

Deleted in malignant brain tumors 1 protein pode ser considerada
como um gene supressor de tumor para o cérebro, pulmao, esoéfago,
estbmago, e cancro colorrectal. Pode desempenhar papéis no sistema de
defesa da mucosa, defesa imunoldgica e diferenciacao celular epitelial e
pode desempenhar um papel como um recetor de opsonina para SFTPD e
ESPATO em tecidos de macréfagos em todo o corpo, incluindo as células
epiteliais que revestem o trato gastrointestinal. Pode funcionar como uma
proteina de ligacdo de saliva para a regulagdo da sensacdo de gosto.
Apresenta um amplo espectro de ligacdo dependente de calcio contra ambas
as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 0 que sugere um eventual
papel na defesa contra agentes patogénicos bacterianos. Liga-se a uma série
de poli-sulfatado e ligantes fosforilados o que pode explicar a sua ampla
especificidade de ligagcdo de bactérias. Inibe a invasao celular de S.enterica
(57, 58).

Esta proteina, Keratin, type | cytoskeletal 16, estda associada a
leucoqueratose oral. Encontra-se expressa no foliculo piloso, unha e na
mucosa do epitélio escamoso estratificado e suprabasal, na epiderme
palmoplantar e no epitélio oral. Também encontrado em células luminais de

suor e ductos das glandulas mamarias (59).
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Encontra-se presente em situacdes de periodontite cronica, contudo,
esta proteina apesar de ter sido identificada, ndo existem estudos que
clarifiquem a sua relagdo com carie dentaria (60).

A Keratin, type Il cytoskeletal 5 pensa-se que estad envolvida em
ligacbes de grandes estruturas do citoesqueleto na membrana plasmatica.
Pode inibir a infecdo do virus herpes simplex 1 num estagio inicial.(55, 59)

Lactoperoxidase contribui para a defesa do hospedeiro contra
infecdes nas vias aéreas (61).

Estudos recentes sugerem a sua utilizacédo para futuros tratamentos de
patologias como gengivites e periodontites (62).

Myeloperoxidase @ (MPO) estd associada aos leucécitos
polimorfonucleares na defesa do hospedeiro. E responsavel pela atividade
microbicida contra um amplo espectro de organismos. MPO catalisa a
producdo de acidos, principalmente acido hipocloroso em situagdes
fisiologicas, e outros intermediarios toxicos que aumentam grandemente a
atividade microbicida (63).

Esta proteina ja se encontra clarificada quanto a sua fungcdo em
patologias orais como gengivites, no entanto, a sua fungcdo em carie dentaria
ainda se encontra incerta.

A Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase E catalisa a
formagdo de ligacbes isopeptidicas cruzadas entre glutamina e lisina
dependentes de calcio, em varias proteinas, bem como a conjugagao de
proteinas com poliaminas (59, 64).

A outra bactéria que apresenta proteinas capazes de interagir com
proteinas orais humanas é Streptococcus pneumoniae. Esta € uma espécie
de bactéria pertencente ao género Streptococcus, de caracteristicas
singulares. Sao frequentes nos dentes e podem causar abcessos dentarios
ou endocardite. Entre suas principais caracteristicas destaca-se: em geral
sado alfa-hemoliticos, ndo possuem antigenos dos grupos B ou D. Entre as
principais espécies temos: Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis e Streptococcus anginosus (65).

A maioria dessas espécies faz parte da flora normal das vias aéreas
superiores, em particular, dos diferentes nichos ecoldgicos da cavidade oral.
Como agentes etiolégicos sao associados a bacteremia, endocardite
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subaguda, abscessos, infe¢gdes do trato genitourinario e infegdes de feridas.
As espécies Streptococcus sanguis e especialmente Streptococcus mutans
tem papel importante na formagéo de placa dentaria devido a sua capacidade
de sintetizar glicanos a partir de hidratos de carbono (65).

Chaperone protein DnaK é uma proteina microbiana que auxilia o
dobramento n&o-covalente ou desdobramento de outras estruturas
macromoleculares. Uma das principais fungdes destas proteinas € evitar que
ambas as cadeias de polipeptideos recém-sintetizados e subunidades se
agreguem a estruturas nao-funcionais (66).

Esta proteina expressa por Streptococcus pneumoniae interage, como
se pode verificar com 2 proteinas humanas: Serum albumin e Keratin, type |
cytoskeletal 13.

A Serum albumin é a principal proteina do plasma, tem uma boa
capacidade de ligagdo de agua, Ca2 +, Na +, K +, os acidos gordos,
hormonas, drogas e bilirrubina. A sua principal fungdo € a regulagdo da
pressdo osmatica coloidal do sangue e também € a principal transportadora
de zinco no plasma, liga-se em condi¢gdes normais a cerca de 80% de todo o
zinco no plasma (67).

Estudos imuno-histoquimicos ndo revelaram a presenga de albumina
em lesdes de manchas brancas e fissuras interproximais do esmalte, nao
evidenciando produtos de degradacédo. A capacidade da albumina se ligar e
inibir o crescimento de cristais de fosfato de calcio, levanta a questao
pertinente: saber qual o papel desta proteina no desenvolvimento de lesdes
de carie, sendo necessario a realizacdo de mais estudos que a relacionem
(68).

A proteinas Keratin, type | cytoskeletal 13 esta expressa em alguns
ductos das glandulas epidérmicas do suor, eséfago e placenta.

Esta associada a patologia do Nervo Branco Esponjoso de Cannon
(RSSF), a qual € uma doenga autossdmica dominante rara que afeta
predominantemente o epitélio escamoso estratificado n&o-cornificado.
Clinicamente é caracterizada pela presenca de placas moles, brancas,

localizadas no o0sso esponjoso e na mucosa oral. As caracteristicas
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histopatoldgicas sdo o espessamento epitelial, paraqueratose e vacuolizagao
da camada suprabasal dos queratindcitos epiteliais bucais (59, 69).

Por ultimo foi verificado que ambas as proteinas microbianas
interagem, em simultdneo, com 3 proteinas humanas: Mucin-5B; Moesin;
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

A proteina Mucin-5B participa na formagao do gel de mucina que se

pensa contribuir para a lubrificacao e propriedades viscoelasticas de saliva e
muco cervical. Devido a estas propriedades pensa-se estar relacionada com
a defesa do organismo a agentes cariogénicos (70).
A Moesin é um tipo de proteina que pertence ao grupo de proteinas que
inclui a ezrina e a radixidina. Estas proteinas funcionam como agentes de
reticulacdo entre as membranas plasmaticas e o citoesqueleto a base de
actina. Esta proteina esta localizada nos filamentos e outras saliéncias
membranosas, que sao importantes para o reconhecimento célula-célula e a
sinalizagdo do movimento das células (71). Esta proteina apresenta um papel
importante na resposta imune e reconhecimento na doenga periodontal (72).

A Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase desempenha um
papel importante nas fungcbes de glicélise. Participa também em eventos
nucleares, incluindo a transcrigdo, transporte de RNA, replicacdo do DNA e
apoptose. Modula a organizacdo e montagem do citoesqueleto, pois facilita
0s microtubulos a associarem-se a membrana. O gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase € uma enzima chave na glicolise que catalisa a da conversao
de D-gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em fosfato de 3-fosfo-D-glyceroyl (57, 73).

Esta proteina estd envolvida na supressdao da producdo de acido
presente na placa (74). Como tal, pode ser associada ao mecanismo de

defesa do hospedeiro na prevengao de patologias orais como a carie dentaria.
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5. Conclusao

A Carie Dentaria € uma das doengas com maior prevaléncia, nao
existindo atualmente ainda uma cura. Os Unicos meios de diminuicao da
prevaléncia desta patologia existentes remetem-nos para protocolos de
prevencgao e diagndstico precoce.

Nesta dissertacao realizou-se a actualizagao e tratamento
bioinformatico da informacéao existente até a atualidade dos estudos de
protedmica oral referentes a carie dentaria.

Contudo, durante esta fase de pesquisa, notou-se uma caréncia de
dados a nivel de valores da quantificacdo da variacdo das proteinas na
doenga em relagao a individuos saudaveis, o que afetou posteriormente a
fase final do trabalho pois nao foi possivel sugerir nenhum biomarcador para
estudos futuros. Sugere-se que em estudos posteriores de protedmica desta
patologia oral sejam dirigidos para a quantificagdo dos valores de variagao
das proteinas.

Ap0s a atualizacédo do OralCard e recorrendo aos algoritmos
apresentados pelo Orallnt, foi possivel chegar a um total de 18 interagdes
contendo 16 proteinas humanas e 2 proteinas microbianas.

E importante referir que o algoritmo em que se baseia a ferramenta
Oralint, é limitado pela quantidade de informacao existente no OralCard, a
qual se baseia no numero de artigos revistos/existentes sobre a patologia em
causa.

Deste modo, as interagdes apresentadas a nivel funcional, sdo propostas
como hipétese para a sua validagdo em estudos futuros, melhorando assim,
a compreensao da fisiopatologia da Caria Dentaria.

Estes estudos, para além de possibilitarem a confirmacao destas
interagdes poderdo auxiliar no desenvolvimento de novos métodos
terapéuticos com o objetivo de evitar a ocorréncia destas interagdes,

prevenindo assim, as complicacdes provocadas pela Carie Dentaria.
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7. Anexos

Slim_GO_Name Input_Accession Input_GO_Name
immune system process Q9UGM3 induction of bacterial agglutination
immune system process P01024 complement activation
immune system process P01024 complement activation, classical pathway
immune system process P01024 regulation of immune response
immune system process P26038 leukocyte migration
immune system process P01024 regulation of complement activation
immune system process P01024 positive regulation of activation of membrane attack complex
immune system process P01024 immune system process
immune system process Q8TDL5 immune system process
immune system process P01024 complement activation, alternative pathway
immune system process P01024 positive regulation of type lla hypersensitivity
immune system process P01024 immune response
immune system process P04406 cellular response to interferon-gamma
immune system process Q8TDL5 negative regulation of toll-like receptor 4 signaling pathway
immune system process Q9UGM3 pattern recognition receptor signaling pathway
immune system process Q9uUGM3 defense response to virus
immune system process P01024 innate immune response
immune system process Q8TDL5 innate immune response
immune system process Q9UGM3 innate immune response
immune system process Q8TDL5 innate immune response in mucosa
immune system process P26038 regulation of lymphocyte migration
immune system process P0O5164 respiratory burst involved in defense response
circulatory system process P15924 ventricular cardiac muscle cell action potential
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circulatory system process P15924 bundle of His cell to Purkinje myocyte communication
circulatory system process P15924 regulation of heart rate by cardiac conduction
carbohydrate metabolic process P04406 glycolytic process

carbohydrate metabolic process P04406 glucose metabolic process

carbohydrate metabolic process P04406 gluconeogenesis

carbohydrate metabolic process P04406 carbohydrate metabolic process
carbohydrate metabolic process Q9HC84 O-glycan processing

generation of precursor metabolites and energy P04406 glycolytic process

Translation P04406 negative regulation of translation

Translation P04406 regulation of translation

protein complex assembly Q08188 protein tetramerization

cellular protein modification process P04406 peptidyl-cysteine S-trans-nitrosylation
cellular protein modification process Q08188 cellular protein modification process

cellular protein modification process Q9HC84 post-translational protein modification
cellular protein modification process P15924 peptide cross-linking

cellular protein modification process Q08188 peptide cross-linking

cellular protein modification process Q9HC84 O-glycan processing

cellular protein modification process P01024 positive regulation of protein phosphorylation
lipid metabolic process P02768 bile acid metabolic process

lipid metabolic process P01024 regulation of triglyceride biosynthetic process
lipid metabolic process P01024 lipid metabolic process

lipid metabolic process P01024 fatty acid metabolic process

sulfur compound metabolic process P22079 thiocyanate metabolic process

Transport Q9uUGM3 protein transport

Transport P02768 transport

Transport Q9UGM3 transport
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Transport P01009 platelet degranulation

Transport P02768 platelet degranulation

Transport P01024 positive regulation of phagocytosis

Transport P02768 sodium-independent organic anion transport
Transport P01024 positive regulation of glucose transport
Transport P02768 bile acid and bile salt transport

response to stress P01009 blood coagulation

response to stress P02768 blood coagulation

response to stress Q9UGM3 induction of bacterial agglutination

response to stress P05164 removal of superoxide radicals

response to stress P01009 platelet activation

response to stress P02768 platelet activation

response to stress P01009 acute-phase response

response to stress P01024 regulation of complement activation

response to stress P02768 cellular response to starvation

response to stress P01024 positive regulation of activation of membrane attack complex
response to stress P0O5164 hydrogen peroxide catabolic process

response to stress P22079 hydrogen peroxide catabolic process

response to stress P01024 complement activation, alternative pathway
response to stress P01024 positive regulation of type Ila hypersensitivity
response to stress P04406 cellular response to interferon-gamma
response to stress Q8TDL5 negative regulation of toll-like receptor 4 signaling pathway
response to stress P05164 response to oxidative stress

response to stress P22079 response to oxidative stress

response to stress Q9uUGM3 pattern recognition receptor signaling pathway
response to stress Q9UGM3 defense response to virus
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response to stress P01009 inflammatory response

response to stress P01024 inflammatory response

response to stress P05164 defense response

response to stress P01024 innate immune response

response to stress Q8TDL5 innate immune response

response to stress Q9UGM3 innate immune response

response to stress P01009 response to hypoxia

response to stress Q8TDLS innate immune response in mucosa

response to stress P22079 defense response to bacterium

response to stress PO5164 defense response to fungus

response to stress P15924 wound healing

response to stress P0O5164 respiratory burst involved in defense response

cytoskeleton organization P04406 microtubule cytoskeleton organization

cytoskeleton organization P08779 cytoskeleton organization

cytoskeleton organization P13646 cytoskeleton organization

cytoskeleton organization P08779 intermediate filament cytoskeleton organization

cytoskeleton organization P15924 intermediate filament cytoskeleton organization

cytoskeleton organization P15924 intermediate filament organization

cell adhesion P15924 single organismal cell-cell adhesion

cell adhesion P26038 leukocyte cell-cell adhesion

signal transduction P01024 G-protein coupled receptor signaling pathway

signal transduction P01024 signal transduction

signal transduction Q8TDL5 negative regulation of toll-like receptor 4 signaling pathway

signal transduction QoUGM3 pattern recognition receptor signaling pathway
positive regulation of G-protein coupled receptor protein signaling

signal transduction P01024 pathway
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Aging PO5164 aging

biological_process P01009 blood coagulation

biological_process P02768 blood coagulation

biological_process P15924 protein localization to adherens junction
biological_process P04406 glycolytic process

biological_process Q08188 keratinization

biological_process QoUGM3 positive regulation of epithelial cell differentiation
biological process QoUGM3 induction of bacterial agglutination
biological_process Q9UGM3 protein transport

biological_process PO5164 response to yeast

biological_process P02768 lipoprotein metabolic process
biological_process P0O5164 removal of superoxide radicals
biological_process P04406 glucose metabolic process
biological_process P01024 complement activation
biological_process P01009 negative regulation of peptidase activity
biological_process P04406 gluconeogenesis

biological_process P01024 complement activation, classical pathway
biological_process P08779 epidermis development
biological_process P13647 epidermis development
biological_process P15924 epidermis development
biological_process P02768 response to mercury ion
biological_process P02768 bile acid metabolic process
biological_process P01009 response to organic cyclic compound
biological_process P15924 skin development

biological_process P01009 platelet activation

biological_process P02768 platelet activation
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biological_process P02768 positive regulation of circadian sleep/wake cycle, non-REM sleep
biological_process P01024 regulation of immune response
biological_process P04406 microtubule cytoskeleton organization
biological_process P01009 response to chromate
biological_process P02768 retina homeostasis
biological_process P01009 response to methanol
detection of chemical stimulus involved in sensory perception of
biological_process P22079 bitter taste
biological_process P01024 regulation of complement activation
biological process P02768 cellular response to starvation
biological_process P01009 negative regulation of endopeptidase activity
biological_process P01024 negative regulation of endopeptidase activity
biological_process Q9HC84 cellular protein metabolic process
biological_process P01009 platelet degranulation
biological_process P02768 platelet degranulation
biological_process P01024 positive regulation of activation of membrane attack complex
biological_process P04406 negative regulation of translation
biological_process P01009 response to estradiol
biological_process P15924 ventricular compact myocardium morphogenesis
biological_process P13646 tongue morphogenesis
biological_process Q08188 cell envelope organization
biological_process P26038 positive regulation of gene expression
biological_process Q9UGM3 multicellular organismal development
biological_process P0O5164 hydrogen peroxide catabolic process
biological_process P22079 hydrogen peroxide catabolic process
biological_process P08779 intermediate filament cytoskeleton organization
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biological_process P15924 intermediate filament cytoskeleton organization
biological_process P01024 positive regulation vascular endothelial growth factor production
biological_process P0O5164 response to food

biological_process P01009 response to lipopolysaccharide

biological_process P0O5164 response to lipopolysaccharide

biological_process P01024 positive regulation of lipid storage

biological_process P01024 positive regulation of phagocytosis

biological process QoUGM3 blastocyst development

biological_process P02768 response to organic substance

biological_process P01009 regulation of proteolysis

biological_process P02768 response to nutrient

biological_process P15924 ventricular cardiac muscle cell action potential
biological_process P08779 negative regulation of cell migration
biological_process P01024 complement activation, alternative pathway
biological_process P01009 response to triglyceride

biological_process P26038 cellular component movement

biological_process P01024 positive regulation of type lla hypersensitivity
biological_process P01024 immune response

biological_process P01024 regulation of triglyceride biosynthetic process
biological_process P04406 protein stabilization

biological_process P15924 intermediate filament organization
biological_process P15924 bundle of His cell to Purkinje myocyte communication
biological_process P04406 cellular response to interferon-gamma
biological_process P15924 single organismal cell-cell adhesion
biological_process Q8TDL5 negative regulation of toll-like receptor 4 signaling pathway
biological_process Q9HC84 O-glycan processing
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biological_process P13646 cellular response to retinoic acid
biological_process P02768 sodium-independent organic anion transport
biological_process Q9UGM3 pattern recognition receptor signaling pathway
biological_process P13646 response to radiation
biological_process Q9UGM3 inner cell mass cell proliferation
biological_process P01009 response to inorganic substance
biological_process P15924 keratinocyte differentiation
biological process Q08188 keratinocyte differentiation
biological_process P01009 response to cytokine
biological_process P04406 oxidation-reduction process
biological_process P05164 oxidation-reduction process
biological_process P22079 oxidation-reduction process
biological_process P01024 positive regulation of glucose transport
biological_process QoUGM3 defense response to virus

positive regulation of G-protein coupled receptor protein signaling
biological_process P01024 pathway
biological_process P22079 thiocyanate metabolic process
biological_process P01009 response to lead ion
biological_process P02768 response to platinum ion
biological_process P26038 leukocyte cell-cell adhesion
biological_process P02768 negative regulation of programmed cell death
biological_process PO5164 low-density lipoprotein particle remodeling
biological_process P02768 bile acid and bile salt transport
biological_process P0O5164 hypochlorous acid biosynthetic process
biological_process P01024 positive regulation of angiogenesis
biological_process P01024 innate immune response
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biological_process Q8TDL5 innate immune response
biological_process Q9UGM3 innate immune response
biological_process P01009 hemostasis
biological_process P0O5164 response to mechanical stimulus
biological_process P15924 regulation of heart rate by cardiac conduction
biological_process P02768 negative regulation of apoptotic process
biological_process P0O5164 negative regulation of apoptotic process
biological_process Q9UGM3 viral process
biological_process P01009 response to hypoxia
biological_process Q08188 hair follicle morphogenesis
biological_process PO5164 negative regulation of growth of symbiont in host
biological_process P26038 establishment of endothelial barrier
biological_process Q8TDL5 innate immune response in mucosa
biological_process P02768 hemolysis by symbiont of host erythrocytes
biological_process P22079 defense response to bacterium

cellular component disassembly involved in execution phase of
biological_process P15924 apoptosis
biological_process P01024 fatty acid metabolic process
biological_process P01024 positive regulation of protein phosphorylation
biological_process P0O5164 defense response to fungus
biological_process P26038 regulation of lymphocyte migration
biological_process P02768 maintenance of mitochondrion location
biological_process P04406 regulation of translation
biological_process P0O5164 respiratory burst involved in defense response
biological_process P26038 membrane to membrane docking
cell death P04406 apoptotic process
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cell death P15924 apoptotic process

cell death P04406 neuron apoptotic process

cell death P02768 negative regulation of programmed cell death

cell death P02768 negative regulation of apoptotic process

cell death P0O5164 negative regulation of apoptotic process
cellular component disassembly involved in execution phase of

cell death P15924 apoptosis

cell proliferation P08779 cell proliferation

cell proliferation QoUGM3 inner cell mass cell proliferation

catabolic process P04406 glycolytic process

catabolic process PO5164 hydrogen peroxide catabolic process

catabolic process P22079 hydrogen peroxide catabolic process

biosynthetic process P04406 gluconeogenesis

biosynthetic process P04406 negative regulation of translation

biosynthetic process P01024 regulation of triglyceride biosynthetic process

biosynthetic process Q9HC84 O-glycan processing

biosynthetic process P0O5164 hypochlorous acid biosynthetic process

biosynthetic process P04406 regulation of translation

embryo development QoUGM3 blastocyst development

embryo development Q9UGM3 inner cell mass cell proliferation

vesicle-mediated transport P01009 platelet degranulation

vesicle-mediated transport P02768 platelet degranulation

vesicle-mediated transport Q9UGM3 receptor-mediated endocytosis

vesicle-mediated transport P01024 positive regulation of phagocytosis

cellular component assembly P13647 hemidesmosome assembly

cellular component assembly P13647 cell junction assembly
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cell differentiation Q08188 keratinization

cell differentiation Q9UGM3 positive regulation of epithelial cell differentiation
cell differentiation Q9UGM3 epithelial cell differentiation

cell differentiation P15924 keratinocyte differentiation

cell differentiation Q08188 keratinocyte differentiation

cell differentiation Q9UGM3 cell differentiation

cell differentiation P26038 establishment of endothelial barrier

cell junction organization P15924 adherens junction organization

cell junction organization P15924 desmosome organization

cell junction organization P13647 hemidesmosome assembly

cell junction organization P13647 cell junction assembly

Growth Q9UGM3 inner cell mass cell proliferation

Growth PO5164 negative regulation of growth of symbiont in host
Locomotion P08779 negative regulation of cell migration

Locomotion P26038 regulation of lymphocyte migration

homeostatic process P02768 retina homeostasis

small molecule metabolic process P02768 bile acid metabolic process

small molecule metabolic process P02768 small molecule metabolic process

small molecule metabolic process P04406 small molecule metabolic process

small molecule metabolic process P22079 thiocyanate metabolic process

small molecule metabolic process P0O5164 hypochlorous acid biosynthetic process

small molecule metabolic process P01024 fatty acid metabolic process

symbiosis, encompassing mutualism through

parasitism Q9UGM3 viral process

symbiosis, encompassing mutualism through

parasitism P0O5164 negative regulation of growth of symbiont in host
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symbiosis, encompassing mutualism through

parasitism P02768 hemolysis by symbiont of host erythrocytes
anatomical structure formation involved in
morphogenesis P01024 positive regulation of angiogenesis
anatomical structure development Q08188 keratinization
anatomical structure development Q9UGM3 positive regulation of epithelial cell differentiation
anatomical structure development P08779 epidermis development
anatomical structure development P13647 epidermis development
anatomical structure development P15924 epidermis development
anatomical structure development P15924 skin development
anatomical structure development Q9UGM3 epithelial cell differentiation
anatomical structure development P15924 ventricular compact myocardium morphogenesis
anatomical structure development P13646 tongue morphogenesis
anatomical structure development QoUGM3 blastocyst development
anatomical structure development Q9UGM3 inner cell mass cell proliferation
anatomical structure development P15924 keratinocyte differentiation
anatomical structure development Q08188 keratinocyte differentiation
anatomical structure development P01024 positive regulation of angiogenesis
anatomical structure development Q08188 hair follicle morphogenesis
anatomical structure development P26038 establishment of endothelial barrier
cell motility P26038 leukocyte migration
cell motility P08779 negative regulation of cell migration
cell motility P26038 regulation of lymphocyte migration
detection of chemical stimulus involved in sensory perception of
neurological system process P22079 bitter taste
protein maturation P01009 negative regulation of peptidase activity
protein maturation P01024 regulation of complement activation
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protein maturation P01009 negative regulation of endopeptidase activity

protein maturation P01024 negative regulation of endopeptidase activity

protein maturation P01024 positive regulation of activation of membrane attack complex
protein maturation P01009 regulation of proteolysis

transmembrane transport P02768 transmembrane transport

Tabela 8 - Tabela com proteinas Humanas importada para o Excel apds a utilizagao da ferramenta GoSlimViewer do AgBase.
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Slim_GO_Name

Input_Accession

Input_GOID

Input_GO_Name

protein folding

P95829

G0:0006457

protein folding

cellular amino acid

cellular amino acid metabolic

metabolic process Q8DUL2 G0:0006520 | process

response to stress P95829 G0:0006950 | response to stress
oxidation-reduction

process Q8DUL2 G0:0055114 | oxidation-reduction process

Tabela 9 - Tabela com proteinas Microbianas importada para o

ferramenta GoSlimViewer do AgBase.
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Rétulos de Linha

aging

P05164

anatomical structure development

P01024

P08779

P13646

P13647

P15924

P26038

Q08188

Q9UGM3

anatomical structure formation involved in
morphogenesis

P01024

biological_process

P01009

P01024

P02768

P04406

PO5164

P08779

P13646

P13647

P15924

P22079

P26038

Q08188

Q8TDL5

Q9HC84

Q9UGM3

biosynthetic process

P01024

P04406

PO5164

Q9HC84

carbohydrate metabolic process

P04406

Q9HC84

catabolic process

P04406

P05164
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P22079

cell adhesion

P15924

P26038

cell death

P02768

P04406

P05164

P15924

cell differentiation

P15924

P26038

Q08188

Q9UGM3

cell junction organization

P13647

P15924

cell motility

P0O8779

P26038

cell proliferation

P08779

Q9UGM3

cellular component assembly

P13647

cellular protein modification process

P01024

P04406

P15924

Q08188

Q9HC84

circulatory system process

P15924

cytoskeleton organization

P04406

P0O8779

P13646

P15924

embryo development

Q9UGM3

generation of precursor metabolites and energy

P04406

growth

P05164

Q9UGM3
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homeostatic process

P02768

immune system process

P01024

P04406

P05164

P26038

Q8TDL5

Q9UGM3

lipid metabolic process

P01024

P02768

locomotion

P0O8779

P26038

neurological system process

P22079

protein complex assembly

Q08188

protein maturation

P01009

P01024

response to stress

P01009

P01024

P02768

P04406

P05164

P15924

P22079

Q8TDL5

Q9UGM3

signal transduction

P01024

Q8TDL5

Q9UGM3

small molecule metabolic process

P01024

P02768

P04406

PO5164

P22079

sulfur compound metabolic process

P22079

symbiosis, encompassing mutualism through parasitism
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P02768

P05164

Q9UGM3
translation

P04406
transmembrane transport

P02768
transport

P01009

P01024

P02768

Q9UGM3
vesicle-mediated transport

P0O1009

P01024

P02768

QouGM3

Tabela 10 - Tabela dindmica com todos os processos biologicos especificos e as respectivas
proteinas Humanas responsaveis pelos mesmos
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Rétulos de Linha
cellular amino acid metabolic
process
Q8DUL2
oxidation-reduction process
Q8DUL2
protein folding
P95829
response to stress
P95829
Total Geral

Tabela 11 - Tabela dindmica com todos os processos biologicos especificos e as respectivas

proteinas Microbianas responsaveis pelos mesmos.
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Tabela A. Tabela do OralCard completa para Caries Dentarias (MesH ID
68003731) apds a pesquisa bibliografica e o preenchimento da mesma. Este

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

Tabela B. Tabela com todos os processos biolégicos especificos e proteinas
humanas discriminados nos quais esta identificado com “+” as
correspondéncias entre ambos. Este anexo encontra-se em formato digital
(CD-R anexado).
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