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A carie dentaria ¢ uma doencga cronica de etiologia multi-fatorial, causada pela complexa interagao entre os acidos produzidos pela placa bacteriana, os hidratos de carbono fermentaveis provenientes da dieta e fatores do hospedeiro

que incluem a saliva. Dada a elevada prevaléncia da doenca a nivel mundial e uma base cientifica que suporta a existéncia de fatores de suscetibilidade individual para o desenvolvimento da mesma, urge a necessidade de desenvolver

meios de 1dentificacdao precoce de suscetibilidade para que medidas preventivas eficazes possam ser tomadas e adaptadas a cada individuo. Assim, com este estudo objetivou-se verificar a relagao existente entre a presenca de deter-

minadas proteinas salivares € a presenga de carie nos individuos analisados, com possivel 1dentificacdao de potenciais marcadores de suscetibilidade a doenca.

Objetivos

Catalogacao das proteinas humanas € microbianas da cavidade oral de pacientes com carie dentaria € anotagao manual de informagodes consideradas relevantes para a interpretacdao de dados de protedmica nesta patologia;

Atualizacio do OralCard com a informacao levantada no decorrer do trabalho;

Avaliagdo das principais diferencgas entre o proteoma salivar em carie € o mesmo em individuos saudaveis;

Avaliacao das implicagOes funcionais das proteinas humanas orais 1dentificadas no proteoma salivar de carie dentaria;

Avaliacao da interacao das proteinas salivares presentes em carie com os restantes componentes microbianos € proteicos presentes na cavidade oral e influentes no mecanismo de carie dentaria;

Revisao e proposta de proteinas que, de acordo com as suas funcoes € dados de quantificacdo em carie dentaria, representem potencial de biomarcadores da doenca.

Metodologia

Pesquisa Bibliografica e selecao

dos estudos
(PubMed, Lilacs e Scielo)

. estudos observacionais controlados de comparacao
proteomica de individuos com experiéncia de carie
(CPO=0) e individuos sem experiéncia de carie (CPO>0);

. estudos observacionais controlados de comparagdo

protedmica de individuos de acordo com o seu nivel de
CPO
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Fig. 1 Foi realizada uma pesquisa bibliografica eletronica com recurso a ferramentas de pesquisa como o portal PubMed Medline, ISI Web of Science e Scielo, = No total foram incluidos 21 artigos, com datas de

usando como expressoes de pesquisa os seguintes Termos Mesh de forma combinada: “dental caries”; “caries susceptibility

“proteomics”.
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Title Year Published In

Mucin levels in saliva of adolescents with dental caries 2014 Medical Scence Monitor

The assessment of sIgh |, histatin-5 , and lactoperoxidase 2014 Medical Science Monitor

levels in saliva of adolescents with dental caries

Establishment of a convenient sandwich-ELISA for direct 2014 Monodonal Antibodies in
guantification of glucosyltransferase-I : application for dual di... Immunodiagnosis and Immunotherapy
Biochemical indicators of dental caries in saliva: an in vivo study 2014 Caries Research

Differential profiles of salivary proteins with affinity to 2014 Malecular Cral Microbiology

Streptococcus mutans lipoteichoic add in caries-free and carie...

children with dental caries

Soluble toll like receptor 2 (TLR-2) is increased in saliva of 2014 BMC Cral Health

salivary proteins”; “biomarkers”;  publicagdo até 9/06/2014, sendo que 5 apresentam

datas de publicacao anteriores a 2005 (1983-2003).

Tabela 1. A analise dos artigos selecionados permitiu a atualizacdo da base de dados “OralOma de Carie Dentaria” originando 190 novas entradas. Cada proteina  Das 98 proteinas analisadas ao longo deste traba-
identificada foi associada a um cdédigo universal de identificacdo (cédigo UniProt) e caracterizada de acordo com os parametros descritos na tabela, respeitantes  lho, 94 sdo de origem humana e apenas 4 apresen-
a: organismo produtor; origem da amostra recolhida; associacao a satide e/ou carie dentaria; variacao da quantidade de proteina na doenca em relagao ao contro- tam origem bacteriana, sendo trés produzidas por
lo saudavel (Regulation); caracteristicas do(s) individuo(s) dador(es) da amostra; métodos de amostragem e analise; tipo de estudo efetuado; potencialidade como  Strepfococcus mutans € uma por Streptococcus so-
biomarcador de suscetibilidade a carie dentaria e codigo do artigo de referéncia.

brinus (Figura 1), espécies bacterianas fortemente

Methods | Methods associadas ao desenvolvimento de carie dentaria.
UniProt | Gene . .,| Parotid . Whole | Crevicular . . Disease Disease . Age J Social of of Type of . Citation
KBAC | name Name Organism |Parotid Exosome SM/SL [ Minor Saliva Fluid Mucosa| Tongue |Biofilme|In Vitro| Health (OMIM ID) | (MeSHID) Regulation e Gender Habits* |Sampling* | Analysis**| Study PTM (Biomarker (NCBI D) .oA . . A . i
- A A existéncia de uma predominancia de proteinas
P0O4280 PRP-1 Proline-rich protein-1 Homo sapiens x Dental Caries 68003731 na 17-24 MF Unstimula Electroph¢ Proteomics 12459324 identiﬁcadas eXCluSivamente em amOStraS Saliva_
PO8987 gtfB  Glucosyltransferase-B S.mutans x Dental Caries 68003731 + 20-27 MF Oral samp Enzyme-li Non-proteomics x 24746149 . .
P11001 gtfl Glucosyltransferase-1 S.sobrinus x Dental Caries 68003731 + 20-27 MF Oral samp Enzyme-li Non-proteomics x 24746149 I'es Com Orlgem na gléndula parétlda (Figura 2)
P0O0O441 SOD-1 Superoxide dismutase Homo sapiens x x Dental Caries 68003731 1,84 25 50 MF Unstimula Atomic nit Non-proteomics 24504381 ?
PO1375 TNFA Tumor necrosis factor Homo sapiens x x Dental Caries 68003731 4,99 18 MF Unstimula Enzyme-li Non-proteomics 23311795 prende-se COII] a anélise de um estudo de prOteémi-
ca ndo-dirigido realizado com amostras salivares
desta glandula. No entanto, a facilidade de recolha
sm/st Saliva Total de amostras de saliva total justifica a utilizacao
Chvis Dentiria I predominante nos restantes estudos analisados.
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Fig. 2 Distribuicio das proteinas identificadas de
acordo com o organismo a que pertencem.

Das 98 proteinas analisadas ao longo deste trabalho, 94 sao
de origem humana e apenas 4 apresentam origem bacteriana,
sendo trés produzidas por Streptococcus mutans € uma por
Streptococcus sobrinus.
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Fig. 5 Distribuicao das proteinas salivares de pacientes com carie dentaria,
segundo os processos biologicos em que intervem.
E apresentada a diferenca fracional entre as proteinas identificadas em carie dentaria e no

OralOma normal. A verde estdo indicados os processos bioldgicos que apresentam uma
alteragdo em relacdo ao OralOma Normal considerada estatisticamente significativa (p<0,05).

O

Fig. 7 Rede de interacoes (a cinzento) das proteinas
orais de carie dentaria (circulo da esquerda) com as
proteinas presentes no OralOma humano (circulo da
direita).

No total foram contabilizadas 22.826 interagdes entre
8488 proteinas, das quais 2886 humanas e 5554
microbianas.

Parétida . Biofilme

Das 7 proteinas identificadas como exclusivas de
individuos sem carie (Fig.4) (dermacidine, Ig hea-
vy chain, Ig lambda chain, citokeratin-3,
transglutaminase 3, profilin-1 ¢ neutophil defen-
sin-1) destacam-se funcoes antibacterianas e de re-
modelacao estrutural da pelicula aderida, com cria-
¢do de peliculas mais resistentes aos acidos.

Das proteinas identificadas ao longo deste estudo
como exclusivas de carie dentaria verificou-se que
das, 16 proteinas assinaladas, 7 (mucin-5B, mucin
-1, mucin-7, mucin-2, histatin-3, basic salivar

Fig. 3 Diagrama de Venn’ representativo da Fig. 4 Distribuiciio das proteinas identificadas em es-  proline-rich protein 1 ¢ alpha-I-antitrypsin) sur-

distribuicao das proteinas salivares identificadas tudos relacionados com carie dentaria e a sua rela- gem como “exclusivas” de carie dentaria como re-
segundo a sua origem. ¢ao com estados de saude e/ou carie dentaria. sultado de estudos em que nao foi feita a compara-
Do total das proteinas orais identificadas em carie dentaria, 49 Das 98 proteinas identificadas em estudos relacionados com ¢ao com amostras salivares de individuos livres de
sdo provenientes de amostras de saliva total, 69 das glandulas carie dentaria, 75 foram identificadas tanto em individuos carie.

parotidas, 2 do biofilme oral e 1 de glandulas SM/SL. com carie dentaria como nos controlos saudaveis, 16 foram

apenas 1dentificadas na presenca de carie e 7 exclusivas do es-

tado de saude dentaria .
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Fig. 8 Destaque das proteinas Transcobalamin-1  Fig. 9 Interagoes

(verde), Peptidylprolyl cis-transisomeraseB  dentaria.Destaque

Fig. 6 Distribuicao das proteinas salivares de pacientes com carie dentaria, se-
gundo as funcoes moleculares que desempenham.
E apresentada a diferenca fracional entre as proteinas identificadas em cérie dentaria e no Ora-

10ma normal. A verde estdo indicadas as fun¢des moleculares que apresentam uma alteragdo
em relagdao ao OralOma Normal considerada estatisticamente significativa (p<0,05).

Pela andlise da Fig. 4 ¢ possivel verificar um namero
significativamente aumentado de proteinas envolvidas
em processos biologicos como immune system pro-
cess ¢ a response to stimulus (p-value<0.01); também
processos relacionados com biological regulation,
cellular component organization or biogenesis, cellu-
lar process, development process ¢ localization apre-
sentaram-se aumentados com significancia estatistica
(p-values <0,05). Estes resultados justificam-se pelo
envolvimento de proteinas, ndo apenas na manutencao
da homeostasia e resposta imunitaria do hospedeiro
mas também na formacao e organizac¢ao da placa bac-
teriana.

A andlise das fun¢des moleculares (Fig. 6) permite in-
ferir um aumento significativo de proteinas orais en-
volvidas em processos de antioxidant activity (p-
value <0,01), enzyme regulator activity ¢ receptor ac-
tivity (p-value <0,02) presentes em situacdo de carie.
Enquanto enzyme regulator activity e receptor activity
se relacionam com os processos do sistema imunitario
acima descritos, antioxidant activity associa-se a fun-
¢ao do sistema da peroxidase salivar, com potencial de
biomarcador de suscetibilidade pela elevada relagao
entre a presenca de lesOes cariosas e a producao de ra-
dicais livres.

Da analise do Interactoma de carie dentaria
(Fig.7) salientdmos as 4 proteinas do OralOma de
carie envolvidas no maior nimero de interacoes
(Fig.8): a verde a proteina Transcobalamin-1, a
amarelo Peptidylprolyl cis-transisomeraseB, a li-

1as Small proline-rich protein 3 ¢ a azul histone 4.

O conhecimento da importancia da fungao antibac-
teriana associada a interacao PPIB-Mucin2, a nivel

do colon®, propds-nos a pesquisa da possivel exis-

Pz téncia da mesma relagao na cavidade oral (Fig.9).
Verificada a interagdo entre a proteina PPIB
(amarelo) ¢ MUC-2 (vermelho) e considerando
que MUC-2 foi apenas identificada em individuos

das proteinas orais de carie com carie, sugerimos que, 4 semelhanca do que

das proteinas Transcobalamin-1 acontece a nivel intestinal, esta interacao constitua
(amarelo), Small proline-rich protein 3 (lilas) e  (verde), Peptidylprolyl cis-transisomeraseB (amarelo), Small um mecanismo de defesa antibacteriano na cavida-
histone 4 (castanho), a partir da rede de interacdes  proline-rich protein 3 (lilas), histone 4 (castanho) e mucine-2  de oral.

reprensentada na figura 6. (a vermelhor). A azul-claro estao destacadas as proteinas

microbianas identificadas.

Diversos estudos realizados com o objetivo de relacionar composi¢oes proteicas salivares com diferentes estados de saude dentdria t€m registado resultados inconsistentes, possivelmente resultantes da redundancia funcional das

proteinas salivares ou até mesmo da heterogeneidade das metodologias de estudo aplicadas. No entanto, deve enfatizar-se que a complexidade das proteinas presentes neste fluido define e ¢ definido por uma série de intrincadas fun-

¢Ooes moleculares e processos biologicos que poderao estar relacionados com o desenvolvimento de lesoes de carie. A caracterizagao funcional do OralOma de carie dentaria permitiu inferir a presenca de uma relacao entre a carie

dentaria e a presenca de um elevado numero de proteinas com a¢ao antioxidante na saliva, nomeadamente associadas ao sistema da peroxidase salivar. A analise interatomica de carie confirmou a existéncia de uma grande rede de

interacgoes existentes entre as proteinas do OralOma de carie com as do OralOma Humano total, salientando-se Peptidylprolyl cis-transisomeraseB, Small proline-rich protein 3 € histone 4 pelo elevado numero de interagdes com to-

das as proteinas orais. No que concerne a proteinas microbianas presentes no OralOma de carie dentaria, conclui-se que existem poucos estudos experimentals com as caracteristicas necessarias para a sua identificacao. Desta forma,

confirmamos a necessidade de mais evidéncias que corroborem a existéncia de uma relagao entre o papel das proteinas salivares € a modificagdao da suscetibilidade de um individuo a carie dentaria.
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