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Introducédo- Os animais de companhia como o c&o desempenham hoje um
papel a nivel familiar e social importante podendo atuar como agentes em
programas terapéuticos e de socorrismo.

A qualidade de vida dos animais de companhia e o correspondente impacto na
saude publica pode beneficiar com o diagnéstico precoce e a intervengéo
terapéutica adequada.

Com a evolugéo das abordagens Omicas, nomeadamente dos estudos de
protedmica foi gerado um grande volume de dados que retratam o perfil de
proteinas caracteristico de diversas situa¢c@es patoldgicas. No entanto a
informacao gerada encontra-se dispersa por inimeros artigos cientificos e
também por bases de dados diversas. A reunido de toda a informacao
molecular disponivel numa Unica base de dados permitira a integracédo da
informacéao existente, facilitando estudos que visem encontrar 0S mecanismos
moleculares subjacentes a patologias bem como encontrar biomarcadores que
permitam o diagndstico precoce de patologias.

Objetivo- Este trabalho tem como obijetivo criar uma base de dados que retina
toda a informacéo existente sobre os proteomas parciais de Canis lupus
familiaris, o CanisTecOme. Com a construgéo da estrutura da base de dados
CanisTecOme é demonstrada através de andlises diversas in silico, a
metodologia a seguir para extrair informacao diversa sobre as proteinas
implicadas em patologias de céo.

Estando interessados em estabelecer a saliva como fluido de diagnéstico nédo
invasivo, foi também objetivo desta tese o estabelecimento da metodologia
para a recolha, armazenamento e caracterizacdo de amostras de saliva de
céo.

Materiais e métodos- A base de dados CanisTecOme foi construida por
recurso a revisao e anotagdo manual sobre a informacao relativa a
caracteriza¢do do individuo dador, tipo de amostra bioldgica, técnicas
utilizadas para a identificacdo da proteina, e toda a informacé&o conhecida
sobre cada uma das proteinas catalogada na base de dados. O CanisTecOme
tem também anotado as proteinas que ja foram propostas como
biomarcadores para patologias diversas.

A metodologia para o estabelecimento da recolha, armazenamento e
caracterizagdo das amostras de saliva de céo foi baseada na ja estabelecida
para a saliva humana.

Conclusao- A estrutura proposta para a base de dados CanisTecOme permite
responder a questdes como identificar:

- As patologias em céo para as quais existe informag&o sobre as
proteinas implicadas;

- Os mecanismos moleculares comprometidos em patologias;

- A saliva contém proteinas que permitam identificar patologias
sistémicas?

No que diz respeito a metodologia estabelecida para a recolha,
armazenamento e caracterizacdo de amostras de saliva esta mostrou-se com
a qualidade adequada para o estabelecimento de um futuro biobanco de saliva
animal.
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Introduction — Pets such as the dog are important for families and for society
in general acting as therapeutic agents and rescue aids.

Pets quality of life and the correspondent effect on public health may benefit
from early diagnostics and targeted therapeutic actions.

The evolution of the Omics sciences, including proteomics resulted in the
accumulation of a large volume of data reflecting the protein profile of different
pathological situations. However, the information generated is dispersed
throughout several scientific articles and data bases. Collecting all information
in a single database allows data integration and management used in studies
to find molecular biomarkers for early diagnosis.

Goal - To create a database with all information on the partial proteomes of
Canis lupus familiaris, the CanisTecOme. The methodology to be used in for
data management and information gathering using the CanisTecOme database
is demonstrated through different in silico analysis.

A second objective of this work was the outlining of the basic methodology for
dog saliva collection, storage and characterization. This allows the use of saliva
as a minimally invasive diagnostic fluid.

Materials and methods — Manual curation and annotation of all the
information related to the saliva donor, biological sample, techniques used for
protein identification and all the information related to the protein identifies was
performed. The CanisTecOme has also indicated whether a protein has
already been proposed as a biomarker.

The methodology for the establishment of the sampling, storage and sample
characterization of dogs saliva was based on what is already established for
human saliva.

Conclusion — The structure proposed for the database enables the answer to
the following questions:

-Which proteins have been identified in the dog as being present in a
pathology?

- Which molecular mechanisms are compromised in a pathological situation?
- Are there protein in saliva which allow the identification of systemic
pathologies in the dog?

Furthermore, the methods used for sampling, transport and storage of saliva
were adequate for the establishment of a saliva biobank for animal saliva.
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1. Introducéao

O conhecimento biolégico relativo ao organismo Canis lupus familiaris tem evoluido de
forma gradual e com o0 avanco das diversas técnicas como microscopia e mais
recentemente a gendémica e a proteOmica foi possivel verificar a existéncia de
biomarcadores para determinadas patologias.

O cédo como qualquer outro organismo desenvolve patologias que o podem levar & morte
ou condena-lo a um estado débil. Para reverter esta condi¢éo, é necessario compreender
0 universo biolégico do animal e, nas situacdes de infecdo, do microrganismo que o
invade. O conhecimento deste universo biolégico ndo se resume a conhecer apenas o
genoma ou o proteoma de forma isolada. E preciso conhecer a forma como o proteoma e
0 genoma interagem ndo apenas no organismo mas entre organismos. Para perceber
como e porqué se desencadeia uma patologia, é preciso olhar para a mesma néo so de
um ponto de vista restrito como sistémico o que implica a complementacéo e tratamento
de grandes quantidades de informacdo o que s6 é possivel com a utilizacdo das
ferramentas bioinformaticas atuais.

A compilacdo do conjunto de proteinas que constituem o organismo permite-nos perceber
gue uma dada molécula ao interagir com outra/s pode desencadear uma determinada
doenca.

O principal desafio deste trabalho consiste em reunir informagéo obtida em estudos de
proteémica do organismo Canis lupus familiaris e desenvolver metodologias que
permitam transpor essa informag&o para um conhecimento biolégico relevante que facilite

a procura e interpretagédo de dados, construindo uma base de dados.

1.1 Importancia dos animais de companhia na sociedade

Hoje em dia os animais de companhia sdo extremamente importantes para a nossa
sociedade, e o ser humano sempre sentiu uma grande necessidade de os ter no seu dia-
a-dia. Desde os tempos primordios, viveu rodeado de animais adaptando-se a eles
consoante as suas caréncias.

O céo é por exceléncia escolhido como o animal de companhia, apesar de em tempos
passados ter sido usado como um auxiliar no trabalho. Este animal ao contrario do gato,
por ser tdo versatil, tornou-se essencial ao ser humano, quer como colaborante no
trabalho, que como guia de pessoas com défices fisicos sensoriais ou apenas como um

6timo companheiro.



Sao vérias as tarefas em que os cades sao utilizados: cédo pastor (protege e conduz o
gado); cdo de guarda (alerta para situacdes estranhas); cdo de pista e defesa (fareja e
deteta substancias ilicitas e o odor corporal); cdo de defesa (protegendo o seu habitat e
os seus donos) e sendo também um 6timo animal de caca.

Relativamente ao auxilio a pessoas com dificuldades, como as pessoas invisuais, o céo €
considerado o seu amparo para desenvolver uma vida normal. A preparacdo de um
animal para ser guia de invisuais é feita em escolas que proporcionam um ensino e treino
para que os caes consigam desenvolver a funcéo de auxilio.

O cao também é um excelente animal para conviver com as criangas pois promove o
desenvolvimento afetivo e infantil. Esta comprovado que criangcas que convivam com
cdes sao mais afetivas, inteligentes, menos agressivas, tendem a ter melhor
relacionamento social, entre outros beneficios decorrentes da interagéo entre a crianga e

o cao (http://www.redepsi.com).

s

Também para uma pessoa idosa 0 cdo é considerado um 6timo terapeuta e
companheiro, assumindo um papel importante nos dias de hoje em que a soliddo esta
cada vez mais presente e o cdo ajuda a combater o sentimento de soliddo preenchendo o
espaco vazio deixado por familiares.

O vinculo com os animais €é a forca primordial de uma pessoa feliz e saudavel e uma das
principais armas da sociedade contra a soliddo, a apatia e a depressédo
(http://www.redepsi.com).

1.2 Patologias caninas emergentes provocadas por microrganismos

Ao longo deste trabalho vamos abordar as doencgas zoonéticas mais problematicas e
emergentes no cdo provocadas por microrganismos, a Leishmaniose (protozoario) e a

Leptospirose (bactéria).

1.2.1 Leishmaniose

A leishmaniose canina € uma das doencas transmitidas por vetores (CVBD — “canine
vector-borne diseases), endémica e bastante frequente em Portugal. Esta zoonose é
causada pelo protozoario Leishmania infantum, em que os cdes sdo 0s principais

hospedeiros reservatérios da infecdo para os seres humanos?.


http://www.redepsi.com/
http://www.redepsi.com/

A transmissdo é feita através de uma picada do fleb6tomo, um inseto de tamanho
bastante reduzido, que ao picar um c&o o infeta. E considerada uma doenca silenciosa
pois muitas vezes ndo é detetada a picada do inseto?.

Esta patologia manifesta-se por um amplo espectro de sinais e diferentes graus de
gravidade clinica, e ndo h& consenso cientifico suficiente na gestéo desta doenca.

O parasita Leishmania completa o seu ciclo de vida em dois hospedeiros, um vetor
flebotomineos, que transmite a forma promastigota flagelado infeciosa, e um mamifero,
onde a forma amastigota intracelular desenvolve e onde se multiplica®.

Na figura 1 esta descrita o ciclo de vida classica da Leishmania infantum bem como os
meios de transmissao incomuns.

A fase 1 corresponde ao ciclo de transmissado entre o inseto e o cdo, esta dividido em trés
partes, a forma promastigota (1a), a forma mastigota (1b) e a disseminagdo do parasita
para os 6rgdos em macrofagos (1c). A fase dois corresponde aos outros modos
incomuns de transmissao, podendo ser de forma vertical (2a), por transfusdo de sangue
(2b) e por transmisséo venérea ou outros (ndo comprovada) que acontece de cao para

céo, através de mordidas e feridas?.
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Figura 1- Ciclo de vida de Leishmania infantum, com indicac&o de percursos comprovados e néo-
comprovados de flebotomineos de transmissédo para cédo (adaptado de Gallego et al 20112).
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Fatores socioeconOmicos e possiveis fatores climaticos levaram a mudancas na

distribuicdo desta patologia na Europa?. A Figura 2 mostra as zonas endémicas, onde



Portugal € considerada um pais com um elevado nimero de casos, variando de regiao

para regiao?.

Non endemic areas
Countries or areas where cases are typically not
autochthonous (traveling or imported dogs)

Potential areas
Expected presence of known vectors and dinical cases

Autochtonous cases
Rare individual cases that have never travelled to endemic
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Figura 2- Distribuicao da infecdo por Leishmania infantum na Europa (adaptado de Gallego et al
20112).

O diagndstico inicial da infec¢do por Leishmania comecga por conhecer a histéria clinica
antecedente e presenca de sinais clinicos compativeis com leishmaniose, passando,
posteriormente, para a andlise citolégica dos possiveis tecidos afetados e analises
serolégicas especificas?.

Se necessério, testes mais precisos e especificos poderdo ser realizados, dependendo
dos resultados anteriores?.

O tratamento desta doencga passa pelo uso de farmacos. Contudo, os animais podem
manter-se serologicamente e parasitologicamente positivos, sendo necessario repetir o
tratamento a fim de manter a remissado dos sinais clinicos®.

Para concluir, esta doenca tem um grande impacto ao nivel da saude publica e da
medicina veterinaria. Devido ao seu caracter zoonético e ao papel do cdo como
reservatorio esta patologia mostra-se problematica ao nivel da salde publica, por outro

lado a ocorréncia frequente desta doenca, a dificuldade no diagndstico precoce e a



relativa falta de eficicia da terapéutica sdo pontos fracos que se revelam como um

entrave na medicina veterinaria®.

1.2.2 Leptospirose

A Leptospirose € também uma doenca zoonética com uma distribuicdo mundial e
conhecida como uma doenca infeciosa emergente. Esta patologia é causada pela
bactéria patogénica Leptospira interrogans®. Surtos da doenca em seres humanos
geralmente sdo causados por exposicdo a agua contaminada pela urina de animais
infetados. Esta doenca atinge o ser humano mas também outros animais como o porco,
ovelha e o cdo, e se em humanos o conhecimento desta doenca possui varias falhas, na
area de medicina veterinaria este facto agrava-se®.

O ciclo de infecdo € iniciado pela bactéria Leptospira interrogans (espécie patogénica)
que afeta diversos organismos?.

A figura 3 mostra o ciclo de infecdo em que espécies de mamiferos libertam o
microrganismo patogénico na urina e servem como reservatérios para a transmisséo. O
patégeno é mantido em ambientes silvestres e domésticos por transmissao entre as
espécies de roedores (A). Nesses reservatorios, a infecdo produzida € cronica e
assintomética persistindo nos tubulos renais onde a Leptospira interrogans forma
agregados. Leptospiras infetam o gado e os animais domésticos provocando uma série
de manifestagbes de doencgas e estados de transporte. A manutengédo da leptospirose
nestas populagfes é devida a exposicdo continua aos reservatorios de roedores ou de
transmissdo dentro de rebanhos animais (B). A leptospirose é transmitida aos seres
humanos por contato direto com animais reservatorios (C) ou exposicdo a agua da
superficie ambiental ou solo contaminado com urina (D). A Leptospira penetra na pele ou
mucosa (1), levando a infe¢éo pela corrente sanguinea através da qual se vai disseminar
por todo os tecidos do corpo. A infe¢cdo causa uma doencga febril aguda durante a fase
inicial "leptospiraemic”, que progride durante o final de fase "imune" causando
manifestacdes multi-sistema graves, como disfuncéo hepatica e ictericia (2), insuficiéncia
renal aguda (3), sindrome de hemorragia pulmonar (4), e miocardite, meningoencefalite
(5). A resposta imunoldgica, eventualmente, elimina o patdégeno, mas as leptospiras
podem persistir por periodos prolongados em locais imuno-priviligiados, como a camara
anterior e vitreo do olho e os tabulos renais, onde podem produzir, respetivamente, uveite

(7) meses apdés a exposicdo e descamacdo urindria semanas apos a resolucao da



doenca (8). Os seres humanos sédo hospedeiros acidentais e ndo sédo eficientes na

libertacdo de um numero suficiente de leptospiras para servir como reservatorios®.
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Figura 3- Ciclo de infegéo (adaptado de Ko et al 20093).

A estirpe bacteriana patogénica que provoca a Leptospirose tem a capacidade de aderir a
células epiteliais renais in vitro. Esta adesao ocorre especialmente quando as
concentracdes de anticorpos homélogos séo subaglutinantes®.

A bactéria tem na sua parede proteinas, lipoproteinas e LPS (lipopolissacarideo) que vao
permitir a adeséo e fixacdo nas células?.

Assim é importante entender quais sdo estas moléculas e identificar as que podem ser
considerados fatores de viruléncia.

A figura 4 mostra a parede celular das Leptospiras spp. que possui uma estrutura de
dupla membrana caracteristica das bactérias Gram-negativas. A parede celular de
peptidoglicano esta associada a membrana interna. A membrana externa da leptospira
contém uma porina transmembranar OmpL1, e lipoproteinas LipL32, LipL36 (no interior
da membrana externa), LipL41 e LigB. Este género de bactéria possui um
lipopolissacarideo (LPS), que € composto de lipido A. Vérios recetores dependentes de
TonB (TBDR) foram identificados por analise do genoma. Trés destes TBDR foram
encontrados por estarem envolvidos no transporte de citrato de ferro (Feca-como
transportador), o sider6foro desferrioxamina e hemina. Ambas as fungfes de transporte e
de inducado requerem transducado de energia a partir do complexo de TonB-ExbB-EXBD
na membrana interna. Como em outras espiroquetas, o endoflagelo esta localizado no

periplasma. A membrana interna contém o FeoAB tipo de ferro, proteinas de ligacao a



penicilina (PBP), e a lipoproteina LipL31. Os homodlogos dos sistemas de exportagdo de
E. coli de proteinas da membrana externa (OMPs) e lipoproteinas que foram encontrados
em Leptospira; o que inclui peptidases sinal SP1 e SP2 da membrana internas.

LipL32 LipL41
LPS %é % %} % TBDR % §
\ oF
endoflagellum £ Ommemp85 L|pL36 periplasm
) 37 ,[, peptidoglyc

PBP Type Il secretion
system ExbB/ExbD ABC

Figura 4- Esquema da parede celular das Leptospiras indicando a localizacao de vérias proteinas,
lipoproteinas e LPS (adaptado de Ko et al 20093).

A leptospirose canina revela diferencas em relacdo ao ser humano, pois a infecdo por
Leptospira em cées resulta numa doenca de intensidade variavel, dependente de varios
fatores como a estirpe infetante, a reposta imune do hospedeiro e a localizacdo
geografica 4.

Alguns cédes desenvolvem poucos sinais clinicos relativos a doenca, enquanto outros
apresentam sinais graves e mesmo a morte*.

A espécie que leva ao desenvolvimento da Leptospirose é a bactéria patogénica
Leptospira interrogans. Existem varios serogrupos de Leptospiras interrogans
patogénicas, mas nem todas apresentam a mesma viruléncia para cada espécie animal °.
No caso do cdo os serogrupos mais predominantes nesta doenca sdo Canicola e
Icterohaemorrhagiae®.

Na ultima década, tem havido um aumento exponencial nos E.U.A e na Europa do
nimero de casos de cdes com esta patologia®.

Em Portugal pouco ou nada tem sido desenvolvido até aos dias de hoje, dificultando o
combate e mascarando a verdadeira prevaléncia/incidéncia da doenga no cdo no nosso

pais®.

1.3 Relevancia da protedmica para o estabelecimento do diagnostico

A protedmica é a ciéncia dmica que tenta descrever o conjunto completo de proteinas

(produto da expressdo do genoma) e fornecer informacfes pertinentes para



complementar os estudos de transcriptomica e metabolémica. Dai a protedmica ser téo
revelante para o conhecimento detalhado de um organismo.

Na ansia de encontrar marcadores moleculares que auxiliem no diagnostico precoce e no
tratamento de varias doencas, muitos estudos estdo focados nas alteracbes das
proteinas envolvidas em processos moleculares relevantes.

Nos ultimos anos, foram imensos os dados publicados na literatura relativos a protedmica
dos fluidos biolégicos em algumas espécies animais revelando que além do humano ha
outros organismos a serem estudados do ponto de vista da proteémica®.

Uma vez que as principais proteinas dos fluidos biolégicos e de tecidos podem ser
marcadores para o diagnéstico. Um conhecimento detalhado sobre as proteinas que
fazem parte da composicdo dos fluidos biolégicos numa determinada espécie e em
diferentes condicdes € relevante para a para o avanco cientifico. Neste caso as proteinas
funcionam como biomarcadores podendo ser indicadores especificos de uma dada
doenca fornecendo informagéo sobre o estabelecimento, progressdo e prognostico de

determinada patologia no organismo (Figura 5) °.
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Figura 5- Progressao da doenca e impacto potencial de biomarcadores (adaptado de Mayeux et al
20047).

A compreensdo de todas as funcdes bioldégicas dos componentes afetados ajuda a
explicar mecanismos fisiopatol6gicos complexos. Sendo por isto que as proteinas séo
consideradas 6timos biomarcadores de uma dada condicdo (saude/patologia)®.

Varios biomarcadores podem ser identificados em diferentes tipos de amostras

biol6gicas. Ultimamente a analise de “proteinas chave” ou biomarcadores proteicos que



permitam o diagndstico de determinadas patologias tem vindo a despertar cada vez mais
a atencdo da comunidade cientifica ’.

1.4 Importancia da Bioinformatica para interpretacdo de dados biolégicos

Muitas das estratégias para a analise protedmica geram quantidades massivas de dados
sendo por isso fundamental a existéncia de ferramentas bioinformaticas para a gestédo
dos dados produzidos. Assim as ferramentas bioinforméticas séo instrumentos que
permitem a andlise integrada de dados produzidos em grande escala e que se encontram
armazenados em multiplas bases de dados. A base conceptual para o entendimento da
biologia do sistema pressupde a capacidade instrumental de integrar toda a informacé&o
existente por forma a ser possivel retirar significado biolégico a partir da evidéncia
existente.

Para uma eficiente gestdo da informag&o disponivel sobre o proteoma do Canis lupus
familiaris e posterior analise é necessario o uso de ferramentas bioinformaticas. Existem
numerosas ferramentas bioinforméticas disponiveis na comunidade cientifica e de
seguida serdo brevemente descritas apenas as ferramentas que foram usadas no ambito

deste trabalho.

1.4.1 UniprotkB

Hoje em dia questiona-se sobre “como”, “quando”, e “por que” sdo produzidas inUmeras
proteinas de forma individual num organismo vivo, como as proteinas interagem entre si
e com gue outras moléculas podem interagir para formar uma célula. A protedmica surge
assim como ferramenta para responder a estas questdes, sendo considerada uma parte
fundamental de uma andlise integrativa e multidisciplinar em diferentes niveis, fazendo a
ponte entre 0s genes e o fendtipo.

No estudo completo das proteinas, que inclui a estrutura e funcdo, os investigadores
utilizam bases de dados que auxiliam na interpretagdo dos resultados dos estudos de
proteémica.

A base de dados usada neste trabalho como suporte de informag&o sobre proteinas foi o

UniProt (http://www.uniprot.org/) que inclui, atualmente, duas sec¢des: a UniProtKB/Swiss-

z z

Prot que é anotada e revista manualmente e a UniProtKB/TrEMBL que é anotada

automaticamente e nio é revista®.


http://www.uniprot.org/

O UniProt é composto de trés partes distintas: o UniProt propriamente dito que é o ponto
de acesso central para informagfes de proteinas, as quais incluem funcao, classificagéo
e referéncias cruzadas; o UniRef que é uma base de dados de referéncias néo
redundantes do UniProt; e o UniParc que é um arquivo do UniProt, o qual apresenta a

histéria de todas as sequéncias proteicas ja depositadas no UniProt (Figura 6) .
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Figura 6- Fontes e fluxo de dados das bases de dados das componentes do UniProt.8

1.4.2 AgBase

A AgBase (http://www.agbase.msstate.edu/) providencia recursos que permitem a analise

funcional de produtos genéticos de plantas e animais incluindo as anotacdes da Gene
Ontology.

Esta ferramenta bioinforméatica foi usada neste trabalho, pois é uma base de dados na
qual é feita a anotacdo das ontologias. E possivel encontrar nesta base de dados, a

anotacdo de varias proteinas do Canis lupus familiaris, Uteis no presente estudo °.

10


http://www.agbase.msstate.edu/

1.4.3 PANTHER

A ferramenta bioinformatica PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary

Relationships) (http://www.pantherdb.org/) foi concebida para classificar proteinas (e os

genes correspondentes) a fim de facilitar a analise de resultados de experiéncias de alto
rendimento.

Esta base de dados gendmica faz a ligacéo entre as sequéncias e as funcdes dos genes,
realizando uma caracterizacao e classificacdo dos genes, de acordo com as familias de
genes, funcdes moleculares, processos bioldgicos, componente celular, classe da
proteina e vias de sinalizagdo em que 0s genes e 0s seus produtos estdo envolvidos.
Também esta base é sujeita a revisdo por especialistas™®.

Tal como o AgBase, nesta ferramenta foi possivel encontrar a anotacdo de varias
proteinas do Canis lupus familiaris, Gteis no presente estudo °.

1.4.4 OralCard

O OralCard (http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/) é uma ferramenta bioinformatica que

reine os resultados de 55 artigos com revisdo manual e refletem o ecossistema
molecular oral (OralPhysiOme) de Homo sapiens. Compreende informacdo experimental
disponivel a partir do proteoma oral, tanto de humano (OralOme) como de origem
microbiana (MicroOralOme) estruturada em proteinas, doenca e organismo.

Esta ferramenta é um recurso fundamental para os investigadores que pretendem
entender as bases moleculares implicados na biologia e mecanismos de doencas da
cavidade oral, podendo identificar possiveis biomarcadores a partir de amostras de
salival.

Neste trabalho foi usado o OralCard como estratégia para verificar se as proteinas
exclusivas de uma dada doenca e identificadas no Canis lupus familiaris também podiam

estar presentes na saliva em humano.
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1.4.5 Oralint

O Oralint (http://bioinformatics.ua.pt/software/oralint) € um método de previsao

computacional que mostra possiveis interacBes proteina-proteina (PPIs) entre o
hospedeiro e microrganismos da cavidade oral, permitindo no final obter um modelo de
interatoma oral humano-microbiano. Este método ajuda-nos associar determinadas
proteinas a doencas orais e potenciais alvos terapéuticos e biomarcadores?*?.

Neste trabalho foi usado o algoritmo Oralint para fazer a previsdo da interacdo entre as
proteinas do cdo e as proteinas dos microrganismos causadores das patologias em
estudo.

1.4.6 Cytoscape

Os dados da andlise interactomica sé@o de dificil visualizacao pela sua grande quantidade.
Assim foram desenvolvidas ferramentas como o Cytoscape (http://www.cytoscape.org/).

Este software permite ndo apenas a visualizagdo mas também a integracéo de redes de
interagdo biomolecular com dados de expresséo de alto rendimento e de outros dados
moleculares. Embora seja aplicavel a qualquer sistema de componentes moleculares e
interacbes, esta ferramenta é mais potente quando usado em conjunto com grandes
bases de dados de proteina-proteina, proteina-DNA, e das interacdes genéticas que séo
cada vez mais disponiveis para os seres humanos e os organismos modelo®3.

Neste trabalho esta ferramenta foi utilizada para fazer a visualizagéo e analise dos

resultados do Oralint.
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2. Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo construir um repositério de toda a informagéo
publicada sobre proteinas identificadas em Canis lupus familiaris, visando a
construcao de um referencial para o desenvolvimento do diagndstico molecular.

A organizacdo e integragdo da informag&o foi conduzida cumprindo os seguintes
objetivos especificos:

1. Revisdo bibliografica, compilacdo e anotacdo das proteinas identificadas em

Canis lupus familiaris;
2. Construgédo de uma base de dados - o CanisTecOme;

3. Caracterizacdo do proteoma do cdo nomeadamente a identificacdo dos
processos biol6gicos em que participam as proteinas exclusivas envolvidas em

doenca depositadas no CanisTecOme;

4. ldentificacdo de possiveis biomarcadores;

5. ldentificacdo e analise das redes de interacdo entre proteinas de espécies
distintas;

6. Estabelecimento de protocolos de recolha e armazenamento de amostras de

saliva;

7. Desenvolvimento de um cédigo Unico de identificacdo de cada amostra para
posterior armazenamento no futuro repositorio biolégico e seu uso em

trabalhos futuros.
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3. Materiais e métodos

Os mecanismos que permitem o funcionamento dos sistemas biol6gicos envolvem
processos moleculares complexos. Para esclarecer esta complexidade a criacdo de
instrumentos que integrem todo o conhecimento existente nomeadamente a
informacéo sobre as proteinas implicadas em condic¢des fisiolégicas e também em
condi¢cdes decorrentes de alteracdes patoldgicas, contribuem para esclarecer os
mecanismos de patogénese.

Apresentamos nesta seccdo as metodologias utilizadas para a criagdo e respetiva
consulta da base de dados dedicada ao proteoma do cdo — o CanisTecOme.

O fluxograma da figura 7 representa a metodologia seguida:

Componente in silico
Compilagéo, reviséo e anotagdo das proteinas

identificadas em Canis lupus familiaris.

Organizagédo da informag&o numa base

g:l de dados- CanisTecOme.

Caracterizagéo das proteinas anotadas no CanisTecOme, nomeadamente:

1. Implicadas em doenca e exclusivas;
2. Candidatas a biomarcadores;
3. Biomarcadores ja sugeridos pela bibliografia.

Identificacdo dos processos biolégicos em que
participam as proteinas do CanisTecOme:

1. Proteinas exclusivas em doenca;
2. Construgéo de uma tabela funcional das
proteinas identificadas em saliva.

Estabelecimento das redes de interagdo em que participam
as proteinas do céo capazes de interagir com proteinas de
Leptospira interrogans causadora de leptospirose.

Componente experimental

Saliva como possivel fluido de diagndstico:

Estabelecimento das metodologias de recolha e
armazenamento das amostras de saliva de cao.

Figura 7- Fluxograma que ilustra a estratégia seguida para a elaborac¢éo do trabalho.
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Componente in silico
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3.1 Compilacéo do proteoma de Canis lupus familiaris

A consulta bibliografica referente a artigos de proteémica e de estudos dirigidos
dedicados a identificag&do de proteinas em Canis lupus familiaris foi realizada utilizando
como motores de busca o NCBI-Pubmed, NCBI-Pubmed Europe, Science direct,
usando como palavras-chave: Dog, saliva, protein/proteome/proteom*, Dog, protein/
proteom*/proteome e Dog, protein/proteome/proteom*, diseases. A figura 8 mostra um
exemplo do resultado da pesquisa.

(dog) AND proteome

Edit
Builder A

| Al Fields ¥ | |dog
'.AND ¥ _'.AII Fields ¥ | |proteome
[AND v || All Fields v

or Add to history

&2 NCBI  Resources(¥) How To

Pmee‘igW | Publed v | (dog) AND proteome |
US National Library of Medicine
National Institutes of Heafth ) RSS Save search Advanced
Show additional filters Display Settings: [~¥] Summary, 20 per page, Sorted by Recently Added Send to:
Article types
Review Results: 1 to 20 of 130 Page [1 |of7 MNext= Last==
Mare .. _

o [ Identification of serum biomarkers in dogs naturally infected with Babesia canis canis using a
Text availability 1. proteomic approach.
Abstract . ) . :
Free full text Kules J, Mrljak V, Bari¢ Rafaj R, Selanec J, Burchmore R, Eckersall PD.
Full text BMC Vet Res. 2014 May 12;10:111. doi: 10.1186/1745-6148-10-111.

PMID: 248853808 [PubMed - in process]  Free PMC Article

Publication dates B o Related citations
5 years
10 years ] Characterization of the canine urinary proteome.
Custom range... 2. Brandt LE, Ehrhart EJ, Scherman H, Olver CS, Bohn AA, Prenni JE.
Species Wet Clin Pathol. 2014 Jun;43(2):193-205. doi: 10.1111/vcp.12147. Epub 2014 Apr 28.
Humans PMID: 24?’?%128 [PubMed - in pracess]

(Wi

Figura 8- Pesquisa bibliografica com uma das ferramentas usadas neste trabalho. A. Exemplo
de duas das palavras-chave “dog” e “proteome” usadas no NCBI-PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) B. Resultado da pesquisa: artigos com interesse para a analise.

Os artigos anotados na base de dados gerada por este trabalho foram publicados no
periodo de 2005 até Junho de 2014. A bibliografia obtida constava de artigos de
revisdo, estudos prospetivos e ensaios clinicos, os quais permitiram a identificacdo

das proteinas presentes em diversos fluidos e tecidos, nomeadamente urina, soro,
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lagrimas, saliva, fluido cérebroespinal, bidpsias das glandulas mamarias, nddulos
linfaticos, ovarios (fluido folicular), musculo, SNC (medula espinhal, tronco cerebral e
hipocampo), figado, pele, bexiga, préstata e também fezes. No que diz respeito ao
proteoma da saliva de céo, o fluido para o qual pretendiamos obter mais informacao
visando a sua futura utilizagdo no diagndstico nao invasivo, apenas foram encontrados
no periodo de tempo referido, 2 artigos. Sendo que um dos artigos remetia para
alergias no cdo em que o objetivo do estudo foi avaliar a saliva como fonte de
alérgenos * e o segundo artigo apenas caracterizava a proteina “thymosin B4” na
saliva de mamiferos 1°.

Para cada artigo o primeiro passo consistiu na compilacdo das proteinas identificadas
e a sua inser¢do num livro de excel, visando a elaboracéo de uma base de dados.

A informac&o obtida por pesquisa bibliogréafica e que foi anotada na base de dados foi
adicionada a informag&o sobre as proteinas de cdo que se encontravam depositadas

no UniProt e que ja tinham sido alvo de revisdo manual (Figura 9).

UniProt 3

canis AND lupus AND familiaris

BLAST Align Upload Lists

¢ Quote terms: "canis lupus familiaris"

Results

Filter by # Columns | $ | & Download |

Download selected (0)

N
1 Revi d (991
? eviewed (991) '® Download all (29803)
viiss-Prot Organism Length
; Format:

Unreviewed
(28,812) ) P11614 SHTID_CANFA My Canis

|Excel v |
TrEMBL | | familiaris
Preview | Go (Dog) (Canis
Popular lupus
organisms H familiaris)
Dog (28,583) [] P49256 LMAN2_CANFA " Vesicular integral- LMAN2 Canis 356
ADECG (B) membrane familiaris
ADECC (22) BESESES

(Dog) (Canis

Figura 9- Pesquisa bibliografica no UniProt (http://www.uniprot.org/) das proteinas revistas do
Canis lupus familiaris.

Apesar da informag&@o anotada na base de dados ser referente as proteinas revistas
de Canis lupus familiaris, a informagéo a ser usada para a andlise das proteinas da
base de dados foram apenas das que estavam envolvidas em doenca.

Para isso no UniProt fomos pesquisar as proteinas revistas e envolvidas em doenca
(Figura 10).
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TalHTA NP FOr MR B

Results * o "l Mt P =
Filter by Cpmscamm = iimamoimes b =T

I B Reviewsd (991 I
Nwar nen - Prwd

h L awad

Downlosd pelacted (0) X
= Diownlosd all {29003

Langth Envebrement in disease  Pubbed [0 Eappeead Pol)

Fasrmiat;
128, 812) | Plisad SHTID_CANFA Cafis ¥ 1541505;
TribbaiiL, H Ell:i —_— ' Parnilisis FL50E30;
B | Praview G0 (Bag) (Canig L LER T
opular iupus ITIRATS
organisms familiaris)
Dog (38,383) O P4SIS6 LMANZCAWFA R Vesiculerintegral | LMANZ Camis ¥54 BLSPOLL;
ADECE [6) nsebrane familiars E205613)
ADECE {22) probein... (Dog) (Canig ERIAH1F!
ADECR {22] Ipﬂ : LIATIT4S:

183308

Allgrgenic propenties
| photechnologlzal uie
| DHsruption phanotype
# prvolvement In ditsata
Pharmaceutical uis

" Tosle doge
* pubMad 10

# Mappad PubMed 1D

= Family & Domains = Taxonomic lineage « Tazonamy Id

Figura 10- Pesquisa bibliografica no UniProt (http://www.uniprot.org/) de todas as proteinas revistas do Canis lupus familiaris envolvidas apenas em doenca.
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3.2 Revisao e anotacéo do proteoma de Canis lupus familiaris

A construcdo da base de dados dedicada ao proteoma de cao tomou como modelo a
base de dados do proteoma da cavidade oral humana, o “OralOme” (Figura 11), a qual
pode ser consultada pela ferramenta bioinformatica “OralCard”

(http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/). Assim 0s campos/termos constantes no

“OralOme” serviram como guia dos campos e termos que seriam necessarios
preencher durante o processo de revisdo e anotacao do proteoma de cdo. No entanto
foi necessario criar novos campos/termos para descrever as especificidades do
proteoma de Canis lupus familiaris, assim como também alguns campos/ termos do
“OralOme” nao foram utilizados nesta base por ndo terem aplicagao.

UniProtKBAC |Name |Crganism | Parotid Ezzrs?:‘jle SM/SL Minor V;:li[: Cr:ﬂj:lar Mucosa | Tongue | InVitro | Health
ADASE4 Uncharat Homao sapi X X x
PE2258 14-3-3 pr Homo sapiens (Human) X X
ADL3I9 DMA repl Magnetococcus sp. (strain MC-1) X X
ADLCKS Protein tr Magnetococcus sp. (strain MC-1) X X
Qo4917 14-3-3 pr Homo sapiens (Human) X X
PE1981 14-3-3 pr Homo sapiens (Human) X X
ADMNSGS Rheumal Homo sapiens (Human) X X
014746 Telomer: Homo sapiens (Human) X
Disease D . |Social Methods of |Methods of  |Type of : Citation
(OMIM ID) (N}eDi;‘;H Regulation | Age group | Gender Habits* |Sampling™ |Analysis™* S‘{Edy PTM Biomarker (NCBI D) Obs.
Adult 18361515
125853 68003924 -2,3 36-62 MIF Mon-smoke Unstimulated Five saliva sam Proteomics 19118452
36,6 MiF nonsmokin GCF was coll Purified peptide Proteomics 22623421
36,6 MF nonsmokin GCF was coll Purified peptide Proteomics 22623421
125853 68003924 -3 36-62 MIF Mon-smoke Unstimulated Five saliva sam Proteomics 19118452
125853 68003924 36-62 MiF Mon-smok Unstimulated Five saliva sam Proteomics 19118452
260950 68055113 isolated GCF LC-ESI-MSMS ; Proteomics 21794177
275355 68009062 + 42-81 MiF biopsy immunohistochemistry/RT-PCR 17487355

Figura 11- Organizagdo dos campos e respetivos termos da base de dados OralOma Human.

A tabela 1 ilustra os campos do “OralOme” que foram mantidos na CanisTecOme e 0s

campos que eram distintos ou inexistentes no CanisTecOme.
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Tabela 1- Campos e termos da base de dados OralOme e CanisTecOme — Construcdo do
endereco de informacdo. Campos iguais estdo anotados com o simbolo v e 0s campos
distintos ou inexistentes com o simbolo X.

OralOme Modificagoes CanisTecOme

UniProtkKBAC v UniProtkKBAC

Name v Name

Organism v Organism

Parotid exosome x Serum, urine, cerebrospinal

SM/SL x fluid,saliva, tear, biopsy from different

Minor % regions of the CNS (spinal cord,

Whole saliva » b'rainsterm, hipocampu§), biopsy liver,
- - biopsy lymphnodes, biopsy mamary

Crevicular fluid x gland, biopsy muscle, biopsy follicular

Mucosa X fluid, biopsy skin, biopsy bladder,

Tongue X prostate and feces

In vitro X Breed

Health v Age

Disease (OMIM ID) v Gender

Disease (MesH ID) v Castrated

Regulation v Health

Age group v Disease

Gender v Regulation

Social habits x Disease type

Mehods of sampling v Disease name

Methods of analysis v Type of microorganism

Type of study v Microorganism

PTM x Mehods

Biomarker v Type of study

Citation (NCBI ID) v Biomarker

Obs. v Year of article

Citation (NCBI ID)

Obs.

O processo de anotacao da informacao referente a cada proteina identificada em cada
um dos artigos consultado comecga com o registo do seu codigo UniProtKBAC (ver no
item 3.2.1. desta dissertagédo), seguido do nome da proteina (“Protein name”) e do

nome do organismo (“Organism”) no qual foi identificada cada proteina.

UniProtKBAC ‘Protein name Organism I

z

O campo seguinte é referente ao tipo de amostra bioldégica onde foi estudada a

proteina. De acordo com a origem da proteina esta pode ser anotada com um X na
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coluna referente a cada um dos termos correspondente ao tipo de amostra biologica
ou seja: “Serum”, “Urine”, “Cerebrospinal fluid”, “Saliva®”, “Tear”, “Biopsy: Lymph
nodes”, “Biopsy: Mammary gland”, “Biopsy: Muscle”, “Biopsy:Ovarian (folicular fluid) e
“Biopsy: Spinal cord”, “Biopsy: Brainstem”, “Biopsy: Hippocampus”, “Biopsy: Liver”,

“Biopsy: Skin”, “Biopsy: Bladder”, “Biopsy: Prostate” e “Feces”. Este critério & aplicado

a cada proteina identificada em cada um dos artigos consultado.

Serum Urine  Cerebrospinal fluid Saliva Tear Biopsy: Spinal cord Biopsy: Brainstem  Biopsy: Hippocampus
Biopsy: Liver Biopsy: Lymph nodes Biospy: Mammary gland Biopsy: Muscle Biopsy: Follicular fluid

Biopsy: Skin Biopsy: Bladder Biopsy: Prostate  Feces

Como existem varias racas denro da mesma espécie dedicou-se um campo especifico
para identificar a raga de cdo onde foi identificada a proteina que esta a ser anotada
(“Breed”). Para uma melhor caracterizagdo do individuo dador da amostra é registada
a informacéao relativa a idade (“Age”), género (“Gender”) e se o0 animal foi castrado ou
nao (“Castrated”). Esta ultima informagao é anotada na base de dados com um X na

coluna adequada consoante seja ou néo castrado.

Breed Age Gender |Castrated

Os campos seguintes continuam a caracterizagcdo do individuo dador da amostra
nomeadamente a indicagdo se a proteina foi identificada em amostras de individuos
saudaveis (“Healthy”) ou com patologia (“Disease”), anotando-se com um X na coluna
adequada.

O campo (“Regulation”) diz respeito a informacao sobre os dados quantitativos ou
qualitativos da proteina, reportados no artigo. Os dados quantitativos sdo anotados
com o0s respetivos valores, enquanto os dados qualitativos sdo anotados com
“Increased” ou “Decreased”.

Relativamente ao campo (“Disease type”) é anotada a forma mais geral da doenca,
isto é, doenga infeciosa do tipo cutanea e visceral, o campo (“Disease name”) refere-
se ao nome da doencga, por exemplo leishmaniose. Ambos os campos sdo anotados

de forma descritiva.
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Para as patologias promovidas por microrganismos sao identificados o tipo de
espécies microbianas por exemplo protozoérios, sendo esta informagéo registada no
campo “Type of microorganism”.

O campo “Microorganism” é relativo ao género do microrganismo, por exemplo a

Leishmania.

Disease [Disease

type

Type of
microorganism

Healthy |Disease [Regulation name Microorganism ‘

Para cada proteina sdo também registados os métodos empregues na identificacao de
cada proteina (“Methods”), bem como o tipo de estudo se de protedmica ou um estudo
dirigido (“Type of study”). Na base de dados fica também registado se a proteina ja foi
proposta como biomarcador (“Biomarker”), sendo anotado o facto como um X.

Os trés ultimos campos remetem para 0 ano em que o artigo que contém a informacao
sobre as proteinas foi publicado, sendo registada a sua identificacdo no NCBI
(“Citation NCBI ID”). A coluna referente a “Obs.” (observacgdes) é dedicada ao registo
de informacdes que néo foi possivel anotar nos outros campos mas que € importante
para a interpretagdo dos dados (por exemplo registar que as proteinas anotadas sao

de um artigo de revisao).

Year of |Citation
Methods Type of study |Biomarker |article |(NCBIID) |Obs.

O anexo 1 apresenta toda a base de dados criada no ambito de presente trabalho.
Para ilustrar o processo de anotagcdo descrito anteriormente passaremos a apresentar
0 procedimento para a anotacdo da informacéo relativa as proteinas identificadas em
soro num artigo dedicado a obesidade em caes.

Inicialmente comecgou-se por inserir no campo “UniProtKBAC” os respetivos cédigos
UniProt e no campo “Protein name” o nome referente a cada proteina. No campo
“Organism” inseriu-se o nome cientifico do organismo, Canis lupus familiaris, uma vez

que se trata de amostras de cdo (Figura 12).
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1

A proteomic analysis of serum from dogs before and after a
controlled weight-loss program

A. Tvarijonaviciute®, A.M. Gutiérrez?, . Miller®, E. Razzazi-Fazeli®, F. Tecles®,
JJ. Ceron™*

Protein identification

Retinol-binding protein 4 (Canis lupus familiaris)
Clusterin precursor (Canis lupus familiaris)
Serpin peptidase inhibitor, clade A (a-1
antiproteinase, antitrypsin), member | (Canis

il

lupus familiaris)
Entry | Entry nome Protein names Gene names I Organism
P25473 CLUS_CANFA N. Clusterin cLu Canis familiaris (Dog) (Canis
.

lupus familiaris)
F1Q409 F1Q4D9_CANFA Uncharacterized RBP4 Canis famillaris (Dog) (Canis

protein lupus familaris)
A1TL0_CANFA Alpha 1 antitrypsin Canis familiaris (Dog) (Canis

lupus famikaris)

P?.$473 CIustéﬁh . V Canis-ldpus famitiaris
F1Q4D% Retinol.binding protein4 Canis lupus famifioris
AlIUO Alpha-1-antitrypsin Canis lupus familiaris

Figura 12- Catalogacéo das proteinas. 1) Titulo do artigo e respetivas proteinas detetadas; 2)
Cddigos UniProt (http://www.uniprot.org/) € em que organismo estao presente; 3) Catalogagéo na
base de dados “CanisTecOme”.

De seguida anotou-se o tipo de amostras em que foram identificadas as proteinas,
sendo no caso 3 proteinas, a “Clusterin”, “Alpha 1 antitrypsin® e “Retinol-binding
protein”, tendo sido todas obtidas a partir do soro, colocando-se dessa forma um X na
coluna correspondente ao “Serum” (Figura 13).
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Cerebrospinal Biopsy: Biospy: Biopsy: Biopsy:
Serum  Urine fluid Saliva Tear Lymph nodes Mammary gland Muscle Follicular fluid Feces

Figura 13- Anotacao do tipo de amostra a partir da qual se identificaram as proteinas.

O artigo referiu que o estudo foi feito em cées Beagles fémeas, ndo castradas, com
idades entre 5,2-6,5 anos e que as proteinas identificadas tanto estdo presentes em
saude como em patologia, encontrando-se no ultimo caso duas proteinas aumentadas
e uma diminuida. A figura 14, ilustra a anotagédo seguida para registo da informacéao,
considerando-se como critério de anotacdo referente ao aumento da expressao

“Increased in disease” no caso das proteinas “Clusterin”,” Retinol-binding protein 4” ou

“Decreased in disease” no caso da “Alpha-1-antitrypsin”.

Breed Age Gender Castrated Healthy Disease Regulation

Beagles (5,2-6,5) F % % Increased in disease
Beagles (5,2-8,5) F % % Increased in disease
Beagles (5,2-6,5) F % % Decreased in disease

Figura 14- Anotacdo das caracteristicas do organismo, como a raca, idade, género, castrado
ou nao, condicdo em que foram identificadas as proteinas (saude/patologia) e a sua regulacéo.

A doenca estudada no céo foi a obesidade sendo anotado como Obesity na coluna
correspondente a “Disease”. Como o artigo ndo menciona qualquer microrganismo
como causa da doenca, as colunas “Type of Microrganism” e “Microrganism” nao sao

preenchidas com qualquer informacao.
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Este artigo descreve que os métodos usados neste estudo foram a electroforese em
gel 2D e a espectrometria de massa, sendo esta informacdo anotada na coluna

correspondente a “Methods”, mantendo os termos em inglés (Figura 15).

Type of
Disease type Disease microorganism Microrganism Methods
Two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis, two-dimensional
electrophoresis gel image analysis, Mass
spectrometry identification and Mass
Obesity spectrometry data analysis

Two-dimensional polyacrylamide gel

electrophoresis, two-dimensional

electrophoresis gel image analysis, Mass

spectrometry identification and Mass
Obesity spectrometry data analysis

Two-dimensional polyacrylamide gel

electrophoresis, two-dimensional

electrophoresis gel image analysis, Mass

spectrometry identification and Mass
Obesity spectrometry data analysis

Figura 15- Anotacdo da patologia abordada no estudo e métodos usados para identificacéo das

proteinas.

Este estudo aplica técnicas de protedbmica e portanto essa informagédo € anotada na
coluna “Type of study”. Como as proteinas estudadas no artigo foram sugeridas pelo
autor como marcadores da condicdo de obesidade, essa informacédo € anotada na
coluna “Biomarker” com um x. Os ultimos dados a anotar nesta base de dados foram o
ano do artigo neste caso 2012 e a identificagdo no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), sendo 22591953 (Figura 16).
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Type of study Biomarker Year of article Citation (NCBI 1D)

Proteomic ® 201z 22591953

Proteomic ® 2012 22591953

Proteomic ® 2012 22591953

Figura 16- Anotacao da informacdo constante no artigo, como tipo de estudo, ano do artigo,
codigo NCBI.

Para identificar e associar a cada proteina o seu codigo UniProtKkBAC usamos a

ferramenta UniProt (www.uniprot.org).

A base de dados UniProt retne informacéo sobre a estrutura e a fungéo de proteinas
de todos os organismos. Atualmente inclui duas secc¢des: a UniProtKB/Swiss-Prot que
€ anotada e revista manualmente e a UniProtKB/TrEMBL que resulta da anotagéo
automética e nao é revista.

As proteinas que estdo anotadas no CanisTecOme possuem todas como identificador
0 codigo UniProtkB AC para garantirmos que correspondiam a proteinas ja anotadas
no UniProt.

A pesquisa dos cédigos para serem inseridos na base de dados foi realizada na nova
plataforma da ferramenta UniProt.

E inserido o nome da proteina na janela de pesquisa do UniProt, que a identifica em
diversos organismos. Nessa lista é escolhido o cddigo da “Serum albumin” identificada

em Canis lupus familiaris (Figura 17).
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ReSU|tS * Quote terms: “serum albumin®

2 on 26
Filter by £ Cohamen [ y— 410250566 P Shom 28

| prot
Entry | Entry name l ol Gene namos Organism Length
PODJIS  SAAL_HUMAN '.‘j Serum amyloid SAAL Homo saplens (Human) 122
c A-1 protein
POS759 ALBUA_XENLA ,i Serum albumin A alb-a Xenopus laevis (African 606
s clawed frog)
P14872 ALBUB_XENLA 5. Serum albumin 8 alb-b Xenopus laevis (African 607
= clawed frog)
PO2769 ALBU_BOVIN "i Serum albumin  ALB Bos taurus (Bovine) 607
DSH440 DSHA40_ONCMY Serum albumin 1 serum albumin 1 Oncorhynchus mykiss 281
protein (Rainbow trout) (Salmo
galrdneri)
PO2768  ALBU_HUMAN !i Serum albumin  ALB, GIG20, GIG42, PRO0903, Homo saplens (Human) 609
= PRO1708, PRO2044, PRO2619,
PRO2675, UNQE96/PRO1341
PO2770 ALBU_RAT "‘ Serum albumin Alb Rattus norvegicus (Rat) 608
P49B22  ALBU_CANFA ’i Serum albumin ALB Canis familiaris (Dog) (Canis 608
g lupus famillaris)
PO7724 ALBU_MOUSE ,i Serum albumin Alb, Alb-1, Alb1 Mus musculus (Mouse) 608

Figura 17- O codigo UniProtkKB AC relativo a proteina “Serum albumin” do organismo Canis
lupus familiaris.

Ao longo da pesquisa dos cédigos UniPrtot foram encontradas algumas limitacdes,

nomeadamente alguns artigos:

1. Apresentam codigos em que a consulta no UniProt mostra que ndo pertencem
ao organismo Canis lupus familiaris. A figura 18 mostra a titulo de exemplo que

0 codigo P12763 corresponde a uma proteina de Salmonella typhimurium.

Gene AC' N° Pratein name

AJAP P2EB00 Alpha-2-antiplasmin Bos taurus

ACTG QBUWYS  Adin-gamma Acremanium chrysegenum
AHSG P12763 Alpha-2-H5-ghycoprotein Solmonella Lyphimurium
APOAT PO2G48 Apolipoprotein A- Canis familiaris

Figura 18- Existéncia de um cdodigo UniProtKB AC relativa a cada proteina em que apenas um
corresponde ao organismo Canis lupus familiaris.
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Para proteinas em que os artigos ndo apresentavam qualquer cddigo ou
apresentavam um cédigo UniProKB AC de outro organismo, pesquisou-se pelo nome
da proteina no UniProt associando-a ao organismo Canis lupus familiaris. Para
algumas proteinas conseguiu-se obter de imediato o cédigo, mas para outras esta
metodologia ndo se adequava. Como alternativa comecou-se por procurar a proteina
homdloga em humano e depois realizou-se uma comparacdo de sequéncias usando

ferramenta apropriada UniProt BLAST (http://www.uniprot.org/blast/) que encontra

regides de similaridade entre sequéncias bioldgicas.

Com os resultados pesquisou-se a proteina com maior percentagem de identidade
associada a Canis lupus familiaris. A titulo de exemplo a figura 19 ilustra a pesquisa
realizada referente a proteina “Alpha-2-HS-glycoprotein” no UniProt e selecdo do
respetivo cddigo UniProt referente ao humano. Seguidamente selecionou-se e
percorreu-se o “BLAST” até se encontrar sequéncias similares da mesma proteina em

outros organismos, neste caso no Canis lupus familiaris.
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Uanmt 3 | "alpha 2 hs giycoprotein”

BLAST Align Upload Lists

Results
Filter by £ Columns. & Download.
ﬁ Reviewed (13) 1 .
Seewt-Fror ® |Entry | Entry name Protein names Cc-m | Organism
Unreviewed (29) PO2765 FETUA_HUMAN 5‘ Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG, FETUA, Homo saplens (Human)
e . PRO2743
P02765 - reTua_HUMAN
Protain Iuﬂa-a-us-gmww.

AHSG, FETUA, PRO2743

Gene

Organtsm Homo saplens (Human)
2 Slatus l -'I Qevewed - @EE®@ - Experimental evidence at proten level
Display \‘ Soast 0 Brermat @ Addte basket O vistery,

Plroce v
1 Advanced

s v I gaj oo cpoons sopertes and nences
ar————— -

BLAST

10 L] & 0 bl Q
entity
Filter by £ B a0 it Orcter By: Scoee ¥
s — O'-"ef"v'ie'-‘d
. SDow o 290
B Unreviewed (229
IO e L oo — o™, .
bV AlphY- 2-MS-giycoprcten (Peropes decto

Hotetmes (16) FlU04 ’ E—— T6.0%
- 3 S Fetun-A [ Ateles Lelreboth = E]
NGIRSINS v ==} N
Marman (10 DU acterized protein [Canis famiiarh)

MG —_— 0%
Miouse (9 W UNNCRerized protein (Fells cabin)

Figura 19- Sequéncia de obtenc¢do do cddigo UniProt — BLAST. 1) Proteina identificada como
outro organismo; 2) alinhamento das sequéncias através da ferramenta BLAST no UniProt; 3)
escolha da proteina com a identidade mais préxima de 100% que indica o grau de homologia
entre as proteinas, sendo o resultado final da proteina com o codigo correspondente ao
organismo Canis lupus familiaris.

2. Utilizagado do cédigo “Gl number” apresentados pelo artigo (Figura 20) que néo

tém qualquer correspondéncia aos cédigos UniProt UniProtKB AC.

Spot  Accession Protein identification

label* Not

1 gil73998292  Retinol-binding protein 4 (Canis lupus familiaris)

2 gils0e79240  Clusterin precursor (Canis {upus familiaris)

3 gill21583756  Serpin peptidase inhibitor, clade A (e-1
antiproteinase, antitrypsin), member 1 {Canis
lupus familiaris)

Figura 20- Existéncia de um cdédigo “gi number” sem correspondéncia a um cédigo UniProtkKB
AC.
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O numero Gl (por vezes escrito em letras minusculas, "gi") é simplesmente uma série
de digitos que sdo atribuidos consecutivamente a cada registo de sequéncias
processado pelo NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Sitemap/sequencelDs.html).

Quando se utilizou o codigo gi da proteina” Retinol-binding protein 4”, para se transpor
para um cédigo UniProtKB utilizando para o efeito uma ferramenta disponivel no
préprio UniProt (“ID Mapping”) (http://www.uniprot.org/uploadlists/), ndo se obteve

sucesso (Figura 21).

Upload Lists

1. Provide your identifiers

OR upload your own file: | Escolher Scheind

2. Select options

Gl number™ T UniProtkB v GO

Upload your list and view results

Results ittt ==

BLAST Abge  Betriever|D Mapping

Sorry, no results found for your search term.

Wiyt oy s Rogksn,

Figura 21- Exemplo de um cdédigo gi da proteina “Retinol-binding protein 4’sem
correspondéncia a um cadigo UniProt.

Para contornar esta limitacdo pesquisou-se pelo nome da proteina e pelo organismo

gue se pretendia e s6 assim se obteve um cddigo UniProtKB AC (Figura 22).
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| “retanol binding™ AND protein AND 4

1102501161 p Show 2

Filter by (Lsohmen, - Downioad

[ revenes (53

S W totry  ntry name Protein names Gone names Organinm Length

B uvevewod (108 0 POIISI  RETE_MUMAN By Retmolbadng proten ¢ REPY, PROIIIT Moo sapearss (Human) 201

L

D TS S PIO7AS  RET) panaan a Ratinol bndng groten 3 Lol HomO sapwens (Maaman) 1,247

Mouse (17 )

Hamman (16 L PO2056 RETI_RAT s Ratinol bnding proten 1 Rbpl, fbp 1 Rattus norvegous () s
Bovre

2 o P12661  RETI_BOVIN a Ratmol-bndng proten 3 RAPI Bos taurus {(Govine) 1,266

at (8) ¢

Zebralah Q7SZI? RETI_XEMA B Retmol-bndng proten ) rop3 Xenopus taeves (Afacan clawed frog L9
:m g =3 PI8S02  RET4_BOVIN ﬁ Retrol-bndng proten 4 REPY Bos taurus (Bovne) 183

Show help for UniFrotst

Results
- a 1to20f2 Show |25 *
Filter by Lcokmns, & Cownload |
“:_ urrevewed (2)
Trasag B Entry | Eotry name | Protein names Gene names Organicm Length
XWTI5  NPTIS_CANFA h Uncharacterized proten ADH4 Canes fambans (Deg) (Cams lupus famibans) Ere]
e I L FI1G409 FIQHD9_CAWFA | Uncharactenaed proten R8PS Canes fambiars (Deg) (Cares lupus fanskaris) m |

UP0D0002254 (2)

Figura 22- Resultado de um possivel codigo UniProt da proteina “Retinol-binding protein 4”.

Como as imunoglobulinas apresentam regifes variaveis com alta diversidade intra e
inter-espécies poucas sdo anotadas com o codigo UniProt. Assim ao longo da base de

dados vao aparecer imunoglobulinas sem qualquer cédigo UniProtKBAC (Figura 23).

UniProtKBAC E Protein name Organism
Immunoglobulin heavy chains Canis lupus familiaris
Immunoglobulin gamma heavy chain B Canis lupus familiars

Immunoglobulin gamma heavy chain C Caonis lupus familiars

Figura 23- As imunoglobulinas ndo apresentam qualquer cédigo UniProtKBAC associado.
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3.3 Justificacdo do nome da base de dados

A base de dados dedicada ao proteoma de Canis lupus familiaris foi designada por
CanisTecOme, tendo como pressupostos os constantes na figura 24.

Assim “Canis” porque se trata de uma base de dados dedicada apenas a Canis lupus
familiaris (cdo), “Tec” porque envolve novas tecnologias (ferramentas bioinformaticas)
e “Ome” porque esta ferramenta vai ser dedicada ao proteoma em salde e em
patologia).

Para a construcao da CanisTecOme recorreu-se a utilizacdo da lingua inglesa para
gue a base de dados possa ser consultada por toda a comunidade cientifica.

Toda a informagao introduzida na base de dados CanisTecOme resulta de anotacdo
manual.

CanisTecOme

Ome

Compilagéo do proteoma
do céo (saude e/ou
patologia)

Uso de novas tecnologias
(ferramentas
bioinformaticas

Canis

Base de dados dedicada ao
organismo Canis lupus
familiairis

Figura 24- Representacdo esquematica dos pressupostos para a atribuigdo do nome da base
de dados CanisTecOme.
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3.4 Caracterizacdo funcional das proteinas exclusivas em situacao de

doenca

A base de dados CanisTecOme constituiu 0 suporte para toda a fase seguinte de

caracterizacao das proteinas que constituem o proteoma de cao.

Numa primeira fase a andlise das proteinas tinha como objetivo identificar quais as:

1. Implicadas em doenca e exclusivas;

2. Candidatas a biomarcadores;

3. Biomarcadores ja sugeridos pela bibliografia.

1. Proteinas exclusivas implicadas em cada doenca

Como havia interesse em identificar quais as proteinas que foram identificadas em

exclusivo em cada patologia entre as diversas doencas anotadas na base de dados,

foram aplicados filtros nos campos “Healthy” e “Disease” (Figura 25).

INSERIR ESQUEMA DE PAGINA

|_|rq =] Ligagses

W BASE
A Partir do Access D D
.¢,.

A Partir da Web

De Outras  Ligagtes  Atualizar
Do Texto Origens =  Existentes  tudo~
Obter Dados Externos Ligacdes
27 - f_\- Canine leishmaniasis
v W X

Breed T | Age T | Gender -
German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

German shepherd and Mongrel M/F

FORMULAS

DADOS | REVER
o G2 O

El COrdenar

Castrated

Filtrar

Ordenar e Filtrar

V- Avancadas

Y =
E&=
E;
Texto para
=)
colunas =
AB
Regulation | Disea
Increazed Infect
Infect
Infect
Infect
Infect
Infect
Overexpressed Infect
Infect
Increazed Infect
Infect
Infect
Infect

Figura 25- Metodologia de aplicagéo de filtros nos campos “Healthy” e “Disease” para obtengéo

das proteinas envolvidas em cada patologia.
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Apbs aplicar os filtros obteve-se as proteinas identificadas em cada doenca que estédo
anotadas na base de dados.
Num novo ficheiro Excel anotaram-se em cada coluna uma determinada doenca e

abaixo colocaram-se as respetivas proteinas como mostra a figura 26.

gieglaliied EASE INSERIR ESQUEMA DE PAGINA FORMULAS DADOS REVER WER

AD &% Calibri A1l A A === #®- EfMoldarTexto Geral -
By -
Colar & NI 5- H-. H-A- === &=3= HunireCentrar - - 95 00 §f P§  Formatagio Form
- Condicional = T
AreadeTr.. @ Tipo de Letra [F] Alinhamento [F] Mimero [F] Est
M18 v I
A B C D E F G H
Acute kidney  Acute Autoimmune
1 |Acatalasemia injury pancreatitis  Alergies Alzheimer's disease uveitis Breast cancer  Canine bal
2 097492 Q29416 T2KENG JONWQ2 Q28280 Q28281 E2R5B2 P51742
3 E20XJ0 E2RTE5 T2KENG
4 JoNZ24 P54714 FEY713
5 P45822 E2RSF2 P02643
3 018873 QBEIZ0 E2RES2
7 H2B3G5 E2RSWE
& 018874 E2RE76
9 E2QXE7 F1PIX3
10 D7PBH4 JoP430
11 F1PZR4
12 E20QUV3
13 P15006
14 E2RAV3
15 P25473
16 E2RB33
17 Q4G&

Figura 26- Anotacdo em um separador de Excel das doencas e respetivas proteinas.

2. Proteinas candidatas a biomarcadores

Posteriormente através de uma pesquisa manual foi-se procurar a exclusividade de
cada proteina. Para isso selecionou-se as teclas “Ctrl L” para localizar cada proteina
nesse ficheiro.

A figura 27 exemplifica a pesquisa por uma proteina com codigo UniProtKkBAC
097492 identificada na doenga Acatalasemia. O resultado obtido apresentou que esta
proteina ndo se encontra em qualquer das outras doencgas, assim marcou-se como

exclusiva através de uma cor.
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glellatied  BASE INSERIR ESQUEMA DE PAGINA FORMULAS DADOS REVER VER

"D 5{). Calibri 11 - A A T == #- EMoldarTexto Geral - [
Colar & N I 5~ Hi- D-A- === &= HunireCentrar - 57~ g o0 4 f§  Formatagio Forma
- Condicional = T4
AreadeTr. & Tipo de Letra ] Alinhamento [F} Mdmero ] Esti
A2 - Jr | oomam
A B C D E F G H
Acute kidney  Acute Autoimmune
1 |Acatalasemia injury pancreatitis  Alergies Alzheimer's disease uveitis Breast cancer  Canine bab
2 |097492 .Q29416 T2KENG JINWQ2 Q28280 Q28281 E2R5B2 P51742
3 E20X10 E2RT65 T2KENG
4 J9NZ24 P54714 FEY713
5 P49822 E2RSF2 P02648
& f Localizar e substituir M 2
7 We
8 | tociiar | substtu | 75
9 ) X5
10 *» Logalizar: 0974582 |Z| E
11 R4
13 6
14 Localizar tudo ] [ Localizar seguinte ] [ Fechar ] |vs
15 73
16 ! ! ! ! 'E2R833
17 Q4AGX49

Figura 27- Pesquisa manual para encontrar possiveis proteinas exclusivas em doenca.

Todo este procedimento poderia ser realizado por um programa de elaboracdo de
diagramas de Venn, s6 que devido ao facto de o numero de doencgas anotadas na

base de dados de dados ser muito elevado o programa nédo suportou tanta informagéo.

3. Proteinas sugeridas como biomarcadores pela bibliografia

Apbs leitura e andlise de todos os trabalhos de prote6mica verificou-se que alguns
autores sugeriram proteinas como possiveis candidatos a biomarcadores.

Como esta informacéao foi anotada no CanisTecOme no campo “Biomarker” aplicaram-
se neste campo filtros para selecionar apenas as proteinas que cumpriam esse
requisito (Figura 28).
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Methods ~ | Type of study - |Biomarker ||
MS5/MS, Cromatografia
bidimensional, iTRAQ

2] OrdenardeAaZ

MS/MS, Cromatografia | 4| OrdenardeZa A
bidimensignal, iTRAQ
MS/MS, Cromatografia Ordenar por Cor 3

bidimensicnal, iTRAZ

MS/MS, Cromatografia

bidimensignal, iTRAQ

MS/MS, Cromatografia

bil:lilmensil}nal, iTRAQ Filtros de Texto »
M5/M3, Cromatografia -

bidimensicnal, iTRAZ Procurar p

- [M] (Selecionar Tuda)
o
[]{Em branco)

MS/MS, Cromatografia
bidimensignal, iTRAZ

MS/MS, Cromatografia ’ QK ] [ Cancelar ]
hidimanzigoal iTRAD

Figura 28- Filtros aplicados no campo “Biomarker” para identificacdo das proteinas que
cumprem esse requisito.

ApOs selecdo de todos os dados necesséarios para a posterior fase do trabalho,
procedeu-se a caracterizagdo funcional de cada proteina. Para esta fase a ferramenta
usada foi o PANTHER.

Como também se tinha interesse em poder vir a usar no futuro a saliva como fluido de
diagndstico estavamos interessados em saber se para uma determinada patologia as
proteinas identificadas como sendo exclusivas poderiam ser encontradas no fluido
salivar. Assim as ferramentas usadas foram o BLAST do UniProt (pesquisa de

homologia de proteinas) como ja referido na figura 19 e o OralCard.

A. PANTHER

No sentido de esclarecer em que mecanismos funcionais participam as proteinas
exclusivas de cada patologia do CanisTecOme, utilizou-se a ferramenta bioinforméatica
PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships)
(http://www.pantherdb.org/).

Inicialmente selecionaram-se do CanisTecOme os cédigos referentes as proteinas de
cada patologia e exportaram-se os codigos para a ferramenta PANTHER como mostra

a figura 29.

36


http://www.pantherdb.org/

PANTHER

Classification System

o T

PANTHER 9.0 released  Click to view details

Search ST Bowee ¥ SequenceSearch W cSNP Sconng

All v
Please refer to Nature Protocol publication for details to how to use page.
Quick links Help Tips : : :
Winole gename funeton Steps: 1. Enter ids and or select file for batch upload. Else select file ol
views + 1. Select list and from workspace for comparing to a reference list.
— list type to Enter IDs: P18708 -
Genome statistics analyze Supported IDs P18640 T | separate IDs by = space or com
How to cte PANTHER # 2. Select Organism P12278 p
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Click for additional info.
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subscription L ol Canis familiaris
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Enter your Emails Ll
3. Select Analysis.
& Functional classification viewed in gene list
mmg- @ Functional classification viewed in pie chart
O Statistical overrepresentation test
O Statistical enrichment test

Figura 29- Ferramenta bioinformatica PANTHER (http://www.pantherdb.org/). 1. Na opcao
“Enter IDs” colar no espago em branco os cédigos UniProtKBAC, e na opgao “Select List Type”
selecionar “ID List; 2. Na opcao “Select organism” deve-se selecionar o organismo de
interesse; 3. Na opcao “Select Analysis” selecionar “Functional classification viewed in pie
chart”.

Apo6s a submissao dos codigos foi selecionada a opgéao “Select Ontology: Biological
Process”, para se obter um gréfico circular com todos os processos biolégicos em que

as proteinas estdo envolvidas (Figura 30).
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Figura 30- Selecdo da opc¢éo “Select Ontology: Biological Process”, para se obter um gréfico
circular com os processos bhiolégicos em que as proteinas estédo envolvidas.
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Ao selecionar uma das por¢des do grafico circular correspondente a um dos processos
biol6gicos gerais, obtém-se 0s processos biol6gicos mais especificos associados a
cada um, ou seja permite identificar “child terms” o que permite identificar fungdes
mais especificas em que as proteinas de cada processo biologico participam (Figura
31).
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Figura 31- Selecdo de uma das porgbes de um processo biologico geral “Localization” do
gréfico circular para obter os processos biolégicos mais especificos.

ApOs selecionar o processo biolégico especifico obtém-se quantas e quais as

proteinas que estdo associadas a esse processo (Figura @ 32).
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Figura 32- Ferramenta bioinformatica PANTHER. 1) Sele¢céo do processo bioldgico mais especifico “Transport”; 2) Obtengédo das quantas e quais as
proteinas associadas a este processo biolégico.
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B. OralCard

Como temos patrticular interesse em poder vir a utilizar no futuro a saliva como fluido
de diagnéstico estdvamos interessados em saber se para uma determinada patologia
as proteinas identificadas como exclusivas poderiam ser encontradas no fluido
mencionado.

Assim utilizou-se como estratégia para verificar se as proteinas exclusivas também
podiam estar presentes em saliva, procurando as proteinas homologas humanas.

Utilizou-se para o efeito o BLAST (http://www.uniprot.org/blast/) da ferramenta UniProt.

Com a identificacao das proteinas homélogas humanas estas foram pesquisadas pela
ferramenta OralCard (http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/) (Figura 33).

{,10ralCard

Web Information System for Oral Health

,'-_\;'UC”Z_I salivary protein names, denes, Uniprot codes,

dlsease codes or (}rganlsms
ery with P: for proteir n, D: for disease or O for organism.

Need help? You ¢

dle
You should always start you

Try P06733, MMP8, Aggressive Periodontitis or Bacillus halodurans.

You can also search for MeSH Entry Terms. Try Dental Carles

Figura 33- Ferramenta bioinformatica OralCard (http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/). 1)
Insercéo do cédigo UniProtKBAC pertencente a uma proteina humana.

Esta pesquisa tinha a finalidade de ver se as proteinas ja tinham sido identificadas em
amostras de saliva humana. Caso a proteina em analise tivesse presente na cavidade

oral aparecia associada a saude e/ou doenca e a outros parametros (Figura 34).
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Y 0ralCard

Search Results

Type Id Mame Action

Protein PO2765 Alpha-2-H5-gheoproteln Wiew

b, {0ralCard

: : Alpha-2-HS-ghycoprotein
! Protein PO2765

| Diseases

i Export
¢ Bources F
. Pathways
| g0 : Saurce Health EI':'LE‘:::' OMIM  MeSH Regulatian :::“p Gender f.‘::l'l‘:" Sam pling Analysis  Study PTH Biomarker
: UniFrok
: Panther true Chronic GEOS5113 43-77F SUF 4 Each uanofiow Proneomics falzs
: PDA Periodontitis
| SMART frug Adult falzs
: PharmGKB B :
H Li duh fale
| BRENMDA e Aduh alze
| Metwork true Chronic Gaoss11y 168 3564 MF MNon Stimulaced Whole Proteomics false
H T P——— K Saliva Feriodontitis smoking
Whole frue Diabetes 125053  GHOO3924 35562 MVF MNon- Unstimulated Five Proteommics false
Salha Mellitus, Srrichsy
Type 2
rue Breast 114480 G2O01943 - Aduh falze
Neoplasms

frue Aguh Ghessvlation  false

rue Aguh  ALF Uristimulated Gheosylation  false

rue Agult fales

Salhva

Figura 34- Ferramenta bioinformatica OralCard (http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/). 1) Resultado associado a proteina “Alpha-2-HS-gycoprotein” (P02765)
mostrando em que amostra foi identificada, condicdo de salde em que esta envolvida, o seu cddigo OMIM, cédigo MesH, regulacdo, género, habitos sociais,
métodos de identificagdo, tipo de estudo, PTM, biomarcador e cddigo NCBI.
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3.5 Caracterizagédo funcional das proteinas identificadas em saliva do
Canis lupus familiaris

No sentido de esclarecer em que mecanismos funcionais participam as proteinas do
CanisTecOme, utilizou-se a ferramenta bioinformatica AgBase
(http://www.agbase.msstate.edu/).

Inicialmente selecionaram-se do CanisTecOme os codigos de interesse referentes a
cada proteina e exportaram-se os cddigos para um novo Excel guardado num formato
“text” (tab delimited).

O formato “text” das proteinas foi usado na ferramenta bioinformatica “ Go Retriever”
gue permite saber rapidamente as anotagdes GO existentes para um conjunto de
proteinas, tendo o cuidado de escolher a opg¢ao “UniProt ID” na secado “Accession
Type” (figura 35 e 36).

MISSISSIPPI STATE

_A&gBase [Version: 2.00] _ ' l e UNIVERSITY

AgBase is a curated resource for

0 functional analysis of agricultural plant
@ and animal gene products including

Gene Onrtology annotations.

HOME | SEARCHES | TOOLS ANIMALS |

Tools Overview
corwofie:  AgBase Search

Genome2Seq . " . . . .
tformation click here, For help using this tool click here)
GO. Select Database: | All AgBase Databases and GO ¥ s ..LJ-‘ u_ Iy
Browse By: | >Select name type ¥ w4 .ﬁ.,,.. "
- " (s
GOanna2ga Enter Multiple Queries (new line separated) T o
GOSEmViewer Chickspress
(B ird Base
GA2GEO

Bird Base

Figura 35- Ferramenta bioinformatica AgBase (http://www.agbase.msstate.edu/) para obter as
opgdes “GORetriever” e “GOSIlim Viewer” basta selecionar o campo “Tools”.
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MISSISSIPPI STATE

UNIVERSITY

AgBase is a curated resource for
functional analysis of agricultural plant
and animal gene products including
Gene Ontology annortations.

wowe | smwowes | Toois | axwais | s | wicromss | pamasmss |

AgBase GORetriever

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

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

| =3elect Accession Type v

=Select Accession Type
: ; w3 1D Mot Specified
File to Upload : . . UniProt ID
(Please upload a plain text file): | Escolher ficheiro | Nenhum ficheiro selecionado UniPrat Accession
Genbank Accession
EntrezGene ID

T g

GO ID

Select Accession Type*: | >Select Accession Type v

Figura 36- Pagina inicial da ferramenta GORetriever da plataforma bioinformatica AgBase
(http://www.agbase.msstate.edu/). Figura adaptada da ferramenta bioinformética GOSIlimViewer
consultavel no portal Web AgBase.

Numa fase posterior, descarregou-se o ficheiro “GO Summary file (for use in GOSIlim
Viewer)” e realizou-se a aquisicdo desse ficheiro na ferramenta “SlimViewer” do
Agbase selecionando a opgao “Generic”. O ficheiro apresentava os codigos UniProt
das proteinas, ID da ontologia bem como a classificagdo a que estao associadas: “P”
(processo bioldgico), “C” (componente celular) e “M” (fungdo molecular) (Figura 37 e
38).

O “SlimViewer” é usado para fornecer um resumo de alto nivel das fungfes para um
conjunto de dados usando um conjunto de “GO slims”, o que facilita a interpretacéo
dos resultados. Os “GO Slims” sao listas de GO, que foram selecionados a partir de

todo o conjunto de termos disponiveis no projeto Gene Ontology.
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MISSISSIPPI STATE

UNIVERSITY

vBase .....

AgBase is a curated resource for

functional analysis of agricultural plant
@ and animal gene products including

Gene Ontology annotations.

HOME | SEARCHES | TOOLS | ANIMALS

A

GORetriever Results 1 Accessions GO:IDS Ontological classification
2 [o7eema_Joomoosz ¢

3 |D7PBHA  GO:00055F

4 |D7PBH4  GO:00068:P

5 |[E20XE7  GO:00055.C

Number of Input IDs: 11 6 |[E2QXE7 GO:00082(F
7 [E20XJ0  GO:00082F

Input filename: COD._SALIVA.txt 8 |H2B3G5  GO:00052:F
Evidence Codes to return: IC,IDA,IEA,IEP, IGLIMP,IPLISS,NAS,ND,RCA, TAS,NR,EXP,ISO,0 |H283G5  GO:00055:F

0 |H2B3G> GO:00055°C

View GO annotation file in tab-delimited format(can be opened in Excel) 11 |H2B3G5 | GO:00068!P
12 |H2B3G5  GO:00360¢F

View ID List without GO annotation

I GO S il in GOSlimView | » |3 19P127 GO:00037 F
SUMMary file (for use in imViewer) » 14 |19p127 GO:00057:C
5 |J9P127 GO:00070: P

Figura 37- Descarregar o ficheiro “ GO Summary file (for use in GOSlimViewer)” para posterior
utilizacdo na ferramenta “SlimViewer”. Figura adaptada da ferramenta bioinformatica
GOSlimViewer consultavel no portal Web AgBase.

MISSISSIPPI STATE

tha‘se Despion:2.00] ' UNIVERSITY

AgBase is a curated resource for

functional analysis of agricultural plant
@ and animal gene products including

Gene Onrology annotations.

HOME

| searcHEs | ToOLS ANIMALS | PLANTS

coproiie: AgBase Search

1formation click here, For help using this tool click here)

‘Select Database: | All AgBase Databases and GO ¥
Browse By: | >Select name type ¥

Enter Multiple Oueries (new line separated)
GOslimViewer

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

An example of an input file is given here. A 5 c

For help using the tool click here. 1 Accessions GO:IDS Ontological classification
An online tutorial for this tool is available here. 2 |D7PBHA .GD:DOOEZ' F
More information about the tool can be found hg 3 |D7PBH4 G0:00055:F

A standalone version of the taol can be found here. 2 [D7PBHa  |GO:000621P
5 |[E20XE7 GO:00055C
E20XE7  GO:00082(F
E20X)0  GO:00082(F
H2B3G5  GO:00052:F
H283G5  GO:00055:F

0|H2B3G5  GO:00055IC
Search Reset

11 |H2B3G5  GO:00068.P

T | H28365  GO:00360(F

13|)9P127  GO:00037IF

L4 |)9P127 GO:00057:C
L5 |J9p127 GO:00070:P

Upload GO Summary File: o7\ im ficheira selecionado
(“Please upload text file!*)

Select GOSlim Set: | Generic v

0w~ o o;

Figura 38- Pagina inicial da ferramenta informatica GoSlimViewer obtida através da plataforma
AgBase (http://www.agbase.msstate.edu/ ).Selecdo da opg¢do “Generic” na secédo “select
GoSlim Set”. Fazer o upload do ficheiro descarregado na opg¢éo “Go Summary file (for use in
GOSIlim Viewer) na ferramenta GoRetriever. Figura adaptada da ferramenta bioinformatica
GOSlimViewer consultavel no portal Web AgBase.
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Apods ter escolhido a opcgédo “View Biological Process”, obtiveram-se 0s processos
biol6gicos em que as proteinas estédo envolvidas e quantas destas estdo associadas a
cada processo (Figura 39).

MISSISSIPPI STATE

UNIVERSITY

AovBase....
' L

$hiseq AgBase is a curated resource for
11010’ functional analysis of agricultural plant
and animal gene products including
Gene Ontology annotations.

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

GOSlimViewer Results
To download, right click a file and select Save As

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

View Cellular Component

. GO:0006461 protein complex assembly 1
GO:0006810 transport 5
GQ:0006950 response to 3tress 1
View accessions for each slim id G0: 0007010 cytoskeleton organization 1
B Go:o0002150 biological_process 2
GO:0008219 cell death 1
G0:0044403 symbiosis, encompassing mutualism through parasitism 1
GO:0065003 macromolecular complex assembly 1

Figura 39- Selecionar a opgao “View Biological Process”, a seguir, obtém-se 0s processos
biolégicos em que estdo envolvidas as proteinas. Ao lado do nome do processo esta indicado o
nuamero de proteinas envolvidas em cada um destes. Figura adaptada da ferramenta
bioinformatica GOSlimViewer consultavel no portal Web AgBase. Figura adaptada da
ferramenta bioinformética GOSlimViewer consultavel no portal Web AgBase.

Essas informagfes foram transportadas para uma folha do Microsoft Excel 2013. Com
esta informacdo obteve-se a informacdo sobre os processos bioldgicos em que as
proteinas estdo envolvidas e o nUmero de proteinas envolvidas em cada um.

Assim, com objetivo de realizar uma analise referente a classificagcdo das ontologias
para cada proteina, selecionou-se a opc¢ao “View accessions for each slim id”, a seguir
descarregou-se o ficheiro “View accessions for each slim id text only”,e, finalmente,
organizou-se a informagao obtida, abriu-se esse ficheiro numa folha do Microsoft Excel
2013 (Figura 40).
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MISSISSIPPI STATE

Base [Version: 2.00] UNIVERSITY

AgBase is a curated resource for

functional analysis of agricultural plant
and animal gene products including

Gene Ontology annotations.

I

GOSlimViewer Results
To download, right click a file and select Save As

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

View Cellular Component B
View Molecular Function GOSlimViewer accession detail for each slim id
View Biological Process A I View accessions for each slim id text only
Index
View accessions for each slim id 1 Cellular C Accession
2 Molecular Function Accessions
3 Biological Process Accessions
A B c 0 E F
1 6O slim_GO_ID Slim_GO_Name Input_Accession Input_GOID Input_GO_Name
2|c 160:0005576 extracellular region E20XE7 BO:0005576 extracellular region
C 3le GO:0005576 extracellular region H2B3GS BO:0005576 extracellular region
ale 60:0005576 extracellular region 018873 600003575 extracellular region
s 60:0005576 extracellular region 01887 G0:0003575 extracellular region
6 |c GO:0005576 extracellular region PASE22 GO:0005576 extracellular region
7 e 60:0005615 extracellular space Pass22 600005615 extracellular space
8lc 60:0005615 extracellular space astRss 600005615 extracellular space
alc 60:0005737 cytoplasm 19p127 60:0005737 cytoplasm
wlc 50:0043234 protein complex Pass22 60:0043234 protein complex
ule GO:0002674 molecular_function Pagg22 GO:0015643 toxic substance binding
3 GO:0003674 molecular_function H283G5 60:0005550 pheromone binding
ulF GO:0002674 molecular_function 013574 G0:0005550 pheromone binding
1 [F G0:0003674 molecular_function Passn G0:0019825 axygen binding
15 [F G0:0003674 molecular_function Pase GO:0008143 drug binding
16 [F G0:0003674 molecular_function Passzz G0:0030170 pyridoxal phosphate binding
17 [F G0:0003674 molecular_function D7PBHA GO:0005549 odorant binding
18 [F G0:0003674 molecular_function Pags22 GO:0005504 fatty acid binding
19[F G0:0003674 molecular_function H283GS GO:0036094 small molecule binding
n|F G0:0003674 molecular_function D7PBHA GO:0005215 transporter activity
nlf G0:0003674 molecular_function H283GS GO:0005215 transporter activity
nF G0:0003674 molecular_function 018874 GO:0005215 transporter activity

Figura 40- A) Selecionar a opgao “ View accesions for each clim id” na pagina dos resultados
da ferramenta bioinforméatica GOSIlimViewer, B) o ficheiro obtido do GoSlimViewer “View
accessions for each slim id text only” foi descarregado e aberto numa folha do Microsoft Excel
20013 (C). Figuras adaptadas da ferramenta bioinforméatica GOSIlimViewer consultavel no
portal Web AgBase e do Microsoft Excel ® 2013.

Apo6s recolha de toda a informacédo do AgBase relativamente aos processos biolégicos
importantes para a caracterizacao das proteinas, usou-se o ficheiro descarregado em
formato de Excel para construir uma tabela dindmica (Figura 41).

Para a construcdo da tabela dindmica os itens importantes a usar do ficheiro
descarregado do AgBase séao: “Input_GO_Name” e “Input_Acession” com posterior

associacdo de cada codigo com o nome da proteina (Figura 41).
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1

$tim_GO_0
G0:0000003
GO:0000003
GO20000003
GO:0000003
G0O20000003
GO:0000003
GO:0002376
GO:0002376
GO0002376
G020002376
GO:0002376
GO:0002376
G0:0002376
GO0002376

Slim_GO_Name
reproduction
reproduction
reproduction
reproduction
reproduction
reproduction

immune system process
Immune system process
Iimmune system process
Iimmune system process
Iimmune system process
Immune system process
Immune system process
immune system process

2

Input_Accession Input_GOID

Input_GO_Name

positive regulation of response to interferon-gamma

negative regulation of cytokine secretion involved in immune response

positive regulation of activation of membrane attack complex

F1Q405 GO0048807  female genitalia morphogenesis
F1Q409 GO0060065  uterus development
F1Q405 GO:0008584  male gonad development
£10409 GO: vagina development
F1Q405 GO0007283  spermatogenesis
QswWN22 GO:0035234  ectopic germ coll pcogrammed cell death
FIPZRS G0:0060332
P51742 GO:0050901  leukocyte tethering or rolling
p51742 GO:0002740
P51742 GO0045670  regulation of osteoclast differentiation
Pi17a2 GO:0030316  osteoclast differentiation
FiPixg G0:0001970
QBWN22 G0:0002328  pro-B cell differentiation
QBWN22 GO:0030098  lymphocyte differentiation
BASE INSERIR ESQUEMA DE PAGINA FORMULAS
— s S .
19 i W o Loja
abelas Dindmicas Tabela Dustragdes & As Minhas Aplicagbes
Recomendadas s
Tabelas Aplicagdes
Al y f‘ Input_GO_Name
A B
1 [iInput_GO_Name linput_Accession
2 |sequestering of actin monomers J9P127
3 transport D7PBH4
4 transport H2B3G5
5 |transport 018873
6 transport 018874
7 transport P49g22
& cellular response to starvation P49322
9 |actin cytoskeleton organization J9P127
10 |sequestering of actin monomers 9P127

Figura 41- Construg¢édo de uma tabela dindmica. 1) Ficheiro descarregado em formato de Excel
do AgBase; 2) ltens importantes (Input_ GO_Name e Input_Acession) a considerar para a
construcdo da tabela.

z

Seguidamente toda esta informagdo é convertida no formato de tabela dindmica

(Figura 42).

GO

activation of cysteine-type endopeptidase activity involved in apoptotic process

activation of MAPK activity
activation of MAPKKK activity

acute-phase response

antigen processing and presentation

antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class |

apoptotic signaling pathway
aromatic compound catabolic process

autophagy

B cell lineage commitment

blood coagulation

J9PBS3
p51742
P51742
E2QUV3
F1PDJ7
F1PDJ7
p51742
E2RPW3
J9PBs3
QaWN22
P0O2677

P51742

E2QWb1 P19006
Q4GX49
Q4GX49

P63213  PB000OS

P13708

Figura 42- Exemplo da converséo do ficheiro inicial descarregado do AgBase numa tabela

dinamica.

Com as tabelas dindmicas organizadas, ou seja para cada processo bioldgico estao

associadas as respetivas proteinas que participam, foi construida uma tabela funcional
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gque integra para cada doenca as proteinas e respetivos processos biolégicos em que
participam.

Esta metodologia permitiu organizar os resultados obtidos a partir das ferramentas do
AgBase.

\

Esta tabela foi construida em Microsoft Excel recorrendo a formula:
=IF(ISERROR(HLOOKUP(A$1;TAb_Dinam).

A funcao desta tabela € simplificar a analise do papel funcional das proteinas de uma
dada amostra de acordo com 0s seus processos bioldgicos gerais e especificos em
gue cada proteina identificada participa (Figura 43).

UniprotkBAC P19708 P18649 P12278 FGY2P4  PO1785 HO9GWYLl P40321 Q697L1
Name

GoSlimOn Ontology

activation of cysteine-type endopeptidase activity involved in apoptotic process
activation of MAPK activity

activation of MAPKKK activity

acute-phase response +

antigen processing and presentation

antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class |

apoptotic signaling pathway

aromatic compound catabolic process

autophagy

B cell lineage commitment

blood coagulation

blood vessel morphogenesis

brain development

brown fat cell differentiation

calcium ion transmembrane transport +
calcium ion transport +
carboxylic acid catabolic process

cardiac muscle tissue development

cation transport +

Figura 43- Resultado da conversao da tabela dinamica numa tabela funcional.
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3.6 Estabelecimento das redes de interacdo em que participam as
proteinas do Canis lupus familiaris

Mesmo com o0s avangos notorios da proteémica ha ainda uma necessidade em
compreender o organismo ao nivel sistémico, na qual uma proteina ndo € mais
estudado como uma entidade isolada mas sim como sendo parte de uma rede
complexa de interacdes proteina-proteina (PPIs).

Os estudos de interatdmica in silico permitem prever interacdes entre proteinas

contribuindo para o esclarecimento de mecanismos funcionais.

3.6.1 Proteinas do Canis lupus familiaris capazes de interagir com as proteinas
da Leptospira interrogans causadora de Leptospirose

A leptospirose foi a doenca abordada nesta sec¢do dos materiais e métodos em que o
principal objetivo desta secao foi prever as interaces entre as proteinas da saliva de
Canis lupus familiaris depositadas no CanisTecOme e as proteinas da Leptospira
interrogans depositadas na base de dados UniProt.

O algoritmo Oralint (http:/bicinformatics.ua.pt/software/oralint) ? e o software

Cytoscape (http://www.cytoscape.org) 2 foram as ferramentas usadas neste projeto.

O ponto de partida desta secgdo consistiu em selecionar da base de dados
CanisTecOme os codigos UniProtKBAC de todas as proteinas anotadas e colar num
novo ficheiro em formato Excel.

Posteriormente como o CanisTecOme é exclusivo para proteinas do céo teve de se
pesquisar através dos termos “Leptospira interrogans” na base de dados UniProt

(http://www.uniprot.org/) para ter acesso ao proteoma deste organismo (Figura 44).
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leptospira AND interrogans

=3

* Quote terms: “leptospira rkxg:\s‘

¥ Entry  Entry name

PR7044  POT044_LEPIR
PO7042 PR7042_LEPIR
050636 O50636_LEPIR

050637 050637_LEPIR

B Hﬂ sty name -
PIT0M_LEDIR
9970-: PIT0L2_LEPIR
050636 Q50636 _LEPIR
050637 0%0637_LEPIR
PITOK  PIIMO_LEPIR
050639 00639 LEPIR
QBF4I0  METX_LEPIN
PA1ISA  DMAS_LEPWN
QBEXVE  SAMM_LEPWN
QSEYUA  ONU_LEPIN
QBFATS  ENO_LEPIN
QBFEAD  GLYA_LEPIN
QBF6Y3  POXM_LEPIN
QBEYFO  PURT_LIPWN
QBFEIL  SYI_LEPIN
QBEZDS  SYM_LEPIN
O8FE32  CARE_LEPIN
Q9NEY  DEF_LEPIN
051541  FLAB_LEPIN
QSXDI4  IF1 LEPIN

« 110 250f 307,95

Protein names Gene names Organism
DNA for 55 riRNA Leptospira Interrogans
DNA for 58 rRNA Leptospira interrogans
Leptospira interrogans Leptospira interrogans
gene, 19kb r...
Leptospira interrogans Leptospira Interrogans
gene, 19kb r...

St - Proteinmames - Geoerames - Organism

unreviews DNA for 55 rRNA (L Interrogatl g

ONA for 55 rRNA (L Interrogat

UNFEVIeWs Leptospira interrogans gene, 19kb regl Leptospira anropM

unreviews Leptospira interrogans gere, 19kb regl Leptospira interrogans

unteviews Leptospies interrogans gere, 196D regl Leplospira interrogens

unreview: Leptospira interrogans gene, 19«b regl Leptospira interrogans

feviewed Homosarine O-ascetmetx LA_X061 L P OEANS sercgroup
teviewed Aspartate-semialideasd LB_355 L OFans serogroup Ic
reviewed Adenosylhomocyst abeY L1060 L OFAns serogroup icte
feviewed DNA ligate (EC 6.5, NgA LA 4119 L OFANS sercgroup
teviewed Enclase (EC4.2.1.11en0 LA 1951 u-plownlﬂ-nmmmmmmmmrﬁqwm

5k}

Eae s

nmntd Sarine hydroxymet glyA LA_1409 Ogans serogroup haemorrhagise sen

e/ py P LA 1166 L EAns sercgroup b aglae sen
reviewed Imownonbowlgm PurT LA_4266 LEDLOSDIrs INtRerogans Serogroup Ictecohanmonrhagise wen
reviewed isoleucine--1ANA Ii oS LA 1323 L ofa ogroup rhagiae sen
reviewed Methionine—tANA metG LA_1918 ! OFAns serogroup icteroh. hagise sen
reviewed Carbamoyl-phosph carB LA_0727 [ 0fans sercgroup agiae son
reviewed Peptide deformyla def paf LA 2433 | g cgroup agise sen
reviewed Flagellar filamant 11148 NaB2 LA_2019 Leptospira Interrogans serogroup Icterohaemorrhagiae sen
reviewed Translation initiatic infa LA 0781 Leotosoira Interrogans sercarouo Icterchaemorrhagise sen

[ »
W (Selecona Tudat -
Bacin 1p. |

Lepto1pes Borgaeternenu
¥ Leptolors iMerogant
¥ Leptoipes Intenogant Lrsgrowg
¥ Leplo10es Men0gant 1er5gIoue
o Leptorpes INteogant Lersgrove
o Lepto1ows Intenogani Leesgrove
W Leptoipis intenogam Leraver Ay

Figura 44- A) Pesquisa dos termos “Leptospira interrogans” na base de dados UniProt, B)
ficheiro descarregado com eliminacdo dos organismos sem interesse ficando apenas o
proteoma total da Leptospira interrogans.

Tendo em consideracéo estes ficheiros com o proteoma de cada organismo foram

assim enviados para o algoritmo Oralint.

O préximo passo constou em visualizar o resultado dado pelo Oralint e aplicar filtros

avancados para detetar as possiveis interagfes com as proteinas da saliva anotadas

no CanisTecOme (Figura 45).
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Figura 45- Exemplo da utilizacéo de filtros avancados para a obtencdo dos dados de um dado proteoma com interacao.
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Apbs as interacdes estabelecidas, o passo seguinte foi utilizar apenas as proteinas da
Leptospira interrogans que tém interacdo com as proteinas da saliva Canis lupus

familiaris num novo Excel e guardou-se num formato “text” (tab delimited) (Figura 46).

Canis Leptospira Canis Canis Leptospira

Q4LAL7  METTI9 JoNWa2 018874 |MEM3D6

Q4LALT  MEVIZS E2ax10 O18874 |MBGQSL . T | o 0
QALAL7  MEAB1O J9Nz24 018874 |M6zZPI7

Q4LAL7  MGEU32 Pass22 o574 |waws N T = DA
Q4ALAL7  MBLNIG 018873 018874 |M6EGIX6 |

Q4LAL7  MGLZTS Paog22 018874 |NIULLZ X Cortar

Q4LAL7  MBNZS1 H2B3GS 018874 |MS5ZM25 | Emy Copier

Q4LAL7 MEPDYS 018874 018874 [MSZIVO | = 0 s de Colagem:
Q4LAL7 MGRSK3I E20XE7 018874 |MSZUE3 o o o
QALAL7  M6ALI9 D7PBHE 018874 |MBAZ97 22
Q4LAL7  M6B924 19P127 018874 |MEBAO7 Colar Especial...
Q4LAL7  MBCOVS 018874 |MEC770 Inserie

Q4LAL7 MGGHB4 018874 |MGES99 I

Q4LAL7  MGHA00 018874 |MBGUYL =

Q4LAL7  MEHHCL 012874 |M6EHI78 Limpar Contetido
Q4LAL7  MEJ555 018874 |MEHDQO Formatar células...
QALAL7  MEKACD 018274 |MGIKF8 Largurs da Coluns..
Q4LAL7  MEKJUL 018874 |M6EK229 eutar

Q4ALAL7  MGLEA2 018874 |M6LZPS

041 AL7__MGMOPS 018874 _|MEM7ZKG Mostrar

Figura 46- Selecao apenas das proteinas de Leptospira para posterior processamento no
AgBase.

Posteriormente foi realizado todo o procedimento do AgBase ja explicado na secc¢éo
3.5 e num novo Excel organizaram-se 0s processos biolégicos para puder futuramente

relacionar uma determinada proteina com 0s seus processos (Figura 47).

GO Type Slim GO ID Slim GO Name Input_Accession Input GOID Input GO Name

P G0:0005975 carbohydrate metabolic process M6A030 G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process MBAPFS G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process MBAX06 G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process MEBXRE G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process M6ENH9 G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process MBK2Z3 G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process MELWLS G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process M6QIWT G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process MBR316 G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process MEVEVS G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process MEYSTO G0:0042121 alginicacid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process Q725%4 G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process QBF2K0 G0:0042121 alginic acid biosynthetic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process N1TYI9 G0:0005976 polysaccharide metabolic process
P G0:0005975 carbohydrate metabolic process M6T430 G0:0005975 carbohydrate metabolic process

Figura 47- Ficheiro descarregado do AgBase com os processos bioldgicos das proteinas da
Leptospira interrogans envolvidas na intera¢cdo com as proteinas da saliva.

ApOGs estas etapas e como as interacdes geradas pelo Oralint, ndo nos permitem
visualizar através de uma imagem as interacdes, houve a necessidade de utilizar

outras ferramentas que permitissem a visualizagédo da informacéao.
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A ferramenta Cytoscape 3x foi a versédo usada neste trabalho que permitiu gerar uma
imagem das redes de interagdes.

O primeiro passo consistiu na importacdo dos dados das interagbes (Canis e
Leptospira) resultantes do algoritmo Oralint em formato Excel (Figura 48).

toscape [T Edit View Select Layout Apps Tools Help 9P 11:38 = 4
0 e Recent Session > | Session: New Session

New ™ y % s %
‘ E | open.. "2 B B HENE SRR rEes

Control P:  Save %8S Ox
Save As... 0%

Network |

Eport Table
Style...
Run... Ontology and Annotation... |

Print Current Network.. #®P

Table Panel

% [ 2= oo 3 @ ®0 fr [NoNetwork

Figura 48- Importacéo do resultado gerado pelo Oralint, do Canis lupus familiaris e da

Leptospira interrogans.

Estes resultados no Cytoscape ficaram divididos em duas colunas diferentes, cada
uma referente aos organismos em estudo (Canis familiaris e Leptospira interrogans)
(Figura 49).
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LIEEEE:E R R R e =

it jece Impart Netwark From Table
Style Select seicct a Network Collection
Lot Nal| Network Collection | Creats new nemwark callection Bl
Node Identifier Magping Column: | shared name :]

Interaction Definition
Source Interaction Interaction Type Target Interaction

| Column 1 +| 4% | Default Interacti... : @# | Column 2

—
@ Columns in BLUE will be loaded as EDGE ATTRIBUTES.
Advanced
| Show Text File Import Options
Proview

3 Excel™ Workbook Left Click: Enable/Disable Column, Right Click: Edit Column

A B [ it |

¥ Canis |+ Leptospira |

Q4LAL? METTI9
Q4LALT MEV]ZS
QALALT MBAB1D
Q4LALT MEEU32
QALALT MELNIG
QaLALT MELZTS
Q4LALT MENZ51
QALALT MEPDYS

Ok | | Cancel |

Figura 49- Resultado da importacao dos resultados do Oralint, dividido em duas colunas, A:
Fonte de interacdo, isto &, referente aos resultados (cédigos UniProt das proteinas) do Canis
lupus familiaris e B: Interacao alvo, isto €, referente aos resultados (codigos UniProt das
proteinas) da Leptospira interrogans.

Seguidamente importaram-se 0s primeiros atributos de interesse associando a cada
cbdigo da proteina o organismo onde se identifica a proteina e o nome correspondente
(Figuras 50 e 51).

toscape [T Ecit View Select Layout Apps Tools Help R 1145 T B

Recent Session > Session: New Session
New .
3 0

D'I.eoq ———

QOpen...

Save

Export
Run...

Print Current Network... 3P

Table Panel

& [ == oo W =o f(z) [Folhal g
shared... name

Q4LAL7  Q4ALAL7
M6TT99  METT99
MeV)zZs MEBVZ5
M6AB10  M6AB10
M6EU32  MBEU32
M6LNIE MELNIE
M6LZTS ~ MBLZTS
M6NZS1  M6NZS1
M6PDYS  MGPDYS

L LLERE T Edge Table | Network Table

Figura 50- Importacéo dos ficheiros correspondentes aos atributos de interesse.
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Control Panel

Network
<: Folhal
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Figura 51- Resultado da importacao dos atributos de interesse dividido em duas colunas, A:

DR stvle | Select |
.

Nodes

46282...

% enter search term

Import Columns From Table [

@

Target Table Data

Where to Import Table Data | To a Network Collection

Select a Network Collection

Network Collection | Folhal +]

Key Column for Network: | shared name i)
Importing Type

Import Data as: | Node Table Columns &)

Advanced
(7 Show Mapping Options [_] Show Text File Import Options (¥ Case Sensitive

Preview
Excel™ Workbook Left Click: Enable/Disable Column, Right Click: Edit Column/
¥ Entry | Organism | Protein names
QSIFPL  Canis familiaris (Dog) (Canis lupus fa... 3 beta-hydroxysteroid
Q28280  Canis familiaris (Dog) (Canis lupus fa... Amyloid beta A4 prote
QOTQX6  Canis familiaris (Dog) (Canis lupus fa... Acyl-CoA-binding pro
P11613  Canis familiaris (Dog) (Canis lupus fa... Atypical chemokine re
Q72U18  Leptospira interrogans serogroup Icte... Holo-[acyl-carrier-pr¢
Q8F136  Leptospira interrogans serogroup Icte... Holo-[acyl-carrier-pr¢
Q75FW6  Leptospira interrogans serogroup Icte... Acyl carrier pro
- File Size: Unknown
| oK | | Cancel |

Referente ao nome cientifico do organismo e B: Referente ao nome das proteinas.

A visualizacdo das redes de interacdo permitiu analisar as interagfes utilizando

diferentes opgbes de perspetivas criando imagens distintas por forma a facilitar a

interpretacdo dos resultados.
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Componente experimental
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3.7 Criacdo de uma colecao de amostras de saliva de Canis lupus
familiaris

Durante a criacdo da base de dados CanisTeCome e do estabelecimento das redes de
interacao foi realizado também um trabalho experimental envolvendo a saliva de cées
de raga portuguesa.

A escolha de caes de raca portuguesa para este trabalho foi devido a inexisténcia de
trabalhos de protedbmica usando este tipo de ragcas e por isso seria uma mais-valia
para trabalhos futuros.

O trabalho desenvolvido neste capitulo teve como objetivos a criacdo de uma colecao
de amostras de saliva de cées de raca portuguesa, criacdo e estabelecimento de
protocolos de colheita, armazenamento e controlo de qualidade das amostras, bem

como estabelecimento do procedimento para a catalogacdo das amostras.
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3.7.1 Estabelecimento da metodologia para a obtencdo das amostras de saliva

1. Material e protocolo de recolha da saliva

A criag&o de um protocolo com todo o material necessério e o processo de recolha de
saliva suscitou certas preocupacdes que teriam de ser tidas em consideracéo
nomeadamente como estimular a salivacdo do animal, a reacdo do cdo ao
procedimento de recolha, qual o material a usar na recolha e as condi¢cbes de
assepsia.

ApoOs rever e analisar a bibliografia e considerar todas estas preocupacdes, o material
mais adequado para protocolo de recolha de saliva consistia num tubo de 50ml, pinca
hemostatica e “rolhdes”.

Os “rolhdes” foram a solugdo mais aceitavel para efetuar a recolha da saliva, pois é

um bom material absorvente da saliva e é resistente, a0 manuseamento e

processamento posterior (Figura 52).

Figura 52- Material absorvente adequado para a recolha de saliva (rolhdes).

Relativamente aos tubos de 50ml tiveram de ser adaptados (Figura 53) para a recolha
de saliva nomeadamente para permitir uma filtragdo da saliva embebida no rolh&o
utiizando a centrifugagéo. Assim para o efeito foram colocadas no fundo do tubo
pontas de micropipetas p1000, permitindo que os rolhdes fiquem no topo. Apds
centrifugac@o a amostra da saliva desce até ao fundo do tubo, podendo ser recolhida

para a realizacdo dos teste e/ou armazenamento.

58



Figura 53- Procedimento realizado para adaptar o tubo para a recolha de saliva. A) Pontas de
micropipeta P1000, B) Tubo de 50ml, C) Colocar as pontas no interior do tubo de 50ml e D)
Resultado final: sete pontas colocadas no fundo do tubo.

Apo6s delinear todo o material e elaborar o protocolo provisério (anexo 2) foi necessario
testar no terreno para detetar possiveis imperfeicdes que nao tenham sido percetiveis
anteriormente. A avaliagdo do protocolo foi realizada em seis cédes pertencentes a
Escola Superior Agréaria de Viseu (Figura 54).

4

Figura 54- Avaliacdo do protocolo provisorio em cées da Escola Superior Agréaria de Viseu. 1)
Rolhdes seguros por uma pinga hemostéatica; 2 e 3) Passar pela cavidade oral do animal
durante 30-40 segundos e apds recolha colocar os rolhdes nos tubos de 50ml adaptados.

Na andlise ao protocolo verificou-se que o cdo aceitou bem o material colocado na
boca, ndo reagiu de forma agressiva e as condi¢cdes em que foi realizada a recolha

foram aceitaveis.

2. Recolhade saliva
A recolha de saliva dos cées foi executada pelos alunos de Enfermagem Veterinaria
da Escola Superior Agraria de Viseu em clinicas onde iriam estagiar. Para que tudo

fosse realizado da melhor maneira elaborou-se uma carta explicativa de todo o projeto

para permitir o consentimento dos diretores das clinicas (anexo 3).
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3. Clinicas veterinarias

As clinicas que participaram foram apenas da regido de Viseu, para que o transporte
das amostras fosse realizado em condicdes ideais.

As clinicas da regido de Viseu que participaram neste trabalho foram: o Centro
Veterinario Beira Alta, Centro Veterinario Lusitanea, Clinica Veterindria Companhia de
4 Patas, Clinica Veterinaria Serravet, Diogo Themudo Sociedade Unipessoal Lda.,
Hospital Veterinario de Viseu, SOS Animal Hospital Veterinario de Viseu e Tutti-Natura
Hospital Veterinario.

4. Selecdo das racas caninas

Seguidamente como o protocolo de recolha de saliva se mostrou viavel e com
aceitacdo por parte dos diretores clinicos, o proximo passo foi ponderar que racas
seriam usadas neste trabalho.

Como a comunidade cientifica tem direcionado os seus estudos para caes de raca
estrangeira, as racas em foque neste trabalho foram as racas portuguesas (Cao Serra
da estrela, Cao Serra de Aires, Cio de Agua, Castro Laboreiro, Rafeiro Alentejano,
Fila de S&o Miguel, Perdigueiro Portugués, Podengo Portugués, Cao de Gado
Transmontano, Barbado da Terceira e Cao do Barrocal Algarvio) e incluiram-se
também a raca Golden Retriever e racas indeterminadas (denominados rafeiros) para

uma comparacado entre racas em trabalhos futuros.

5. Kits derecolha de saliva

Para que o material tivesse sempre organizado e fosse de facil acesso, foi elaborado
um kit de recolha que foi distribuido para cada clinica que participou no projeto. O kit

de cada clinica continha a etiqueta de identificagdo correspondente (Figura 55).
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Figura 55- Etiqueta para identificacao do kit de recolha de saliva consoante cada clinica
veterinaria.

Este kit consistia em duas caixas, uma para conter os tubos e outra caixa para 0s
rolhdes (Figura 56).

Figura 56- Kit de recolha de saliva. 1) Kit elaborado para conter os rolhdes; 2) Kit elaborado
para conter os tubos adaptados; 3) Identificacdo de cada Kit.

6. Historia clinica de cada organismo

Seguidamente com os kits prontos para cada clinica foi necessario elaborar uma
tabela para anotar todas as informagdes referentes a cada animal (anexo 4).

Foram considerados como parametros a registar nos campos da tabela referente a
Colecao de amostras de Saliva de Cao: nome, género, idade, se era ou nao castrado,
tipo de comida, vacinacdo e desparasitacdo, medicagéo, saudavel, cancro, o estado
de saude oral, ledes orais ou outras doencas, se nos ultimos trés meses teria
apresentado alguma doenca e por fim a data de recolha.
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Esta tabela foi concebida de forma a ser preenchida de forma rapida. A maioria dos
campos a serem anotados é preenchida com X na opgéo a considerar.

7. Criagcdo de um codigo para as amostras

Como este trabalho tinha como objetivo criar uma colecdo de amostras de saliva de
cdo, a concecdo de um cédigo unico foi fulcral para o registo das amostras obtidas.
Como as amostras eram provenientes de diferentes clinicas criou-se um codigo para

cada clinica e também para cada tipo de raca (tabela 2).

Tabela 2- Cédigos referentes as clinicas veterinérias e a cada raca.

Clinicas Cédigo Ragas Cédigo
Centro Veterinario Beira Alta EV131409 Barbado da Terceira BT
Centro Veterinario Lusitanea EV131413 Barrocal Algravio BA
Clinica Veterinaria Companhia de 4Patas EV131418 Cao de agua CA
Clinica Veterinaria Serravet EV131430 Castro Laboreiro CL
Diogo Themudo Lda. EV131437 Fila de Séo Miguel FM
Hospital Veterinario de Viseu EV131450 Gado Transmontano GT

SOS Animal Hospital Veterinario de Viseu = EV131462 Perdigueiro Portugués PP

Tutti-Natura Hospital Veterinario EV131463 Podengo Portugués PO
Rafeiro Alentejano RA
Serra da Estrela SE
Serra de Aires SA
Golden Retriever GR
Indeterminada UN

Para além dos cddigos também se colocou no respetivo tubo a data em que foi feita a
recolha e o nimero da amostra, para assim puder associar a amostra com a descricdo
da amostra na tabela fornecida a cada clinica.

A figura 49 mostra um exemplo de como se procedeu a identificacdo no tubo de cada
amostra.

O caédigo 30 corresponde a clinica Veterinaria Serravet, a data 18.02 é o dia em que foi

feita a recolha 18 de Fevereiro, a um cao com o cddigo SE, que corresponde ao céo
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Serra da Estrela e é a amostra numero 001 pertencente a uma recolha realizada

naquela clinica (Figura 57).

Figura 57- Exemplo da catalogac¢do dos tubos de recolha de saliva. A) Cédigo da clinica, B) Dia

da recolha, C) Cddigo da raga e D) Niumero da amostra.

3.7.2 Estabelecimento do processo de registos de amostras colecdo de
amostras de saliva

Para a adequada conservagdo das amostras ap0s a recolha, os tubos foram
colocados numa mala frigorifica com gelo ou num congelador, por um periodo maximo
de 48h.

Cada tubo de 50ml tem uma identificagéo, e antes do seu armazenamento é anotado
numa outra tabela a sua identificacdo (clinica, data da recolha, ra¢a do cdo, numero da
amostra e a data de armazenamento).

Seguidamente foi elaborado um protocolo de armazenamento para os procedimentos
se manterem de amostra para amostra (anexo 5).

Explicando de uma forma sucinta, colocaram-se as amostras numa centrifuga a
20.000rpm durante 10 minutos a 4°C. Apds centrifugacdo a saliva é fracionada em
aliquotas de 250ul, que mantém a identificagcdo da amostra original. Foi criado um

codigo de cores e de letras como evidenciado na tabela 3.
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Tabela 3- Cédigos a inserir nas aliquotas 250pl.

Ragas Portuguesas Letra correspondente Numero de Série  Marcadores
Barbado da Terceira A \Y Laranja
Cdo Barrocal Algarvio B \Y Laranja
C3o de agua C \Y% Laranja
Cdo Serra da Estrela D \Y Laranja
C3o Serra de Aires E \Y Laranja
Castro Laboreiro F Vv Laranja
Podengo G \Y Laranja
Cdo de Gado Transmontano H \Y Laranja
Fila de Sdo Miguel I \Y Laranja
Rafeiro Alentejano J \Y Laranja
Perdigueiro Portugués K \Y Laranja
Outras ragas

Golden Retriever L \Y Azul
Indeterminada M \Y Azul

A figura 58 mostra a aliquota numero 3 pertencente a uma amostra de cédo da raga

portuguesa Serra da Estrela com marcador laranja e com o cddigo de identificacédo
VD/3.

Figura 58- Exemplo de uma catalogacg&o pertencente a um céo de raga portuguesa.

ApoOs centrifugacd@o sdo retirados com ajuda de uma pinga, os rolhdes como também
as pontas colocadas dentro desse tubo. Com uma pipeta P1000 sdo pipetadas as
aliquotas de 250pl de saliva. As amostras sdo armazenadas numa arca a -80°C
Atualmente a colecdo de amostras de saliva abrange 24 amostras pertencentes a 6
racas diferentes (tabela 4).
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Tabela 4- Catologacdo das amostras armazenadas no respositério biolégico modelo.

Nimeroda Cédigodaclinica Codigodaraca Data recolha Data de Cadigo de
amostra armazenamento armazenamento
003 30 FSM 18.02 20.02 VIl
003 50 SE 17.02 20.02 VD2
005 30 SE 11.03 18.03 VD1
004 30 UN 11.03 18.03 VM1
001 30 PP 11.03 18.03 VK1
009 30 PO 29.03 02.04 VG2
008 30 PO 29.03 02.04 VG3
010 30 UN 29.03 02.04 VM2
007 30 SE 29.03 02.04 VD3
006 30 SE 28.03 02.04 VD4
002 30 PO 17.02 20.02 VGl
001 50 GR 19.03 29.04 VL1
002 50 GR 20.03 29.04 VL2
011 30 FSM 09.04 29.04 VI2
012 30 FSM 07.05 09.05 VI3
013 30 PP 07.05 09.05 VK2
014 30 FSM 26.05 28.05 Vi4
015 30 FSM 26.05 28.05 VI5
016 30 FSM 26.05 28.05 V16
019 30 FSM 26.05 28.05 VI7
020 30 FSM 26.05 28.05 VI8
021 30 FSM 26.05 28.05 VI9
024 30 FSM 26.05 28.05 VI10
025 30 FSM 26.05 28.05 Vill
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4. Resultados e discussao

O conceito do CanisTecOme foi sugerido pela primeira vez no ambito deste trabalho,
como sendo o proteoma total do Canis lupus familiaris. Deu-se a designacdo de
CanisTecOme a base de dados dedicada a catalogar toda a informacao relativa ao
proteoma de cdo. A criacdo desta base de dados teve como principio catalogar toda a
informacé&o relativa as proteinas que tenham sido identificadas em amostras biologicas
de céo. Para a anotagdo da informacdo no CanisTecOme foi necessario proceder a
compilacdo dos proteomas do céo ja publicados e realizar uma revisédo da informagéo
disponibilizada sobre cada proteina identificada. A vasta informacdo reunida permite
pesquisar, integrar e visualizar a informacao relativa as proteinas e mecanismos em
que estas participam.

As seccdes dedicadas a apresentacdo dos resultados e discusséo estdo identificadas

na figura 59.

3- Estabelecimento
das redes de
interacdo PPl que
estabelecem com
outros organismos

4- Catalogacgéo
das amostras de
saliva de Canis
lupus familiaris

Figura 59- Esquema referente as diferentes secgfes a desenvolver no capitulo de resultados e
discusséo.
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4.1 Compilacéo do proteoma de Canis lupus familiaris

A bibliografia disponivel sobre o proteoma do c&o ainda nédo é tdo extensa como a do

humano. Mesmo assim, este trabalho conseguiu reunir 34 artigos de protedmica, em

que o periodo de ano do artigo aceitavel era de 2000 a 2014.

A tabela 5 lista os artigos o nimero de artigos de protedmica analisados em cada ano

e 0 numero de proteinas anotadas na base de dados.

Tabela 5- Os artigos de protedmica que contribuiram para a anotacdo manual do

CanisTecOme.

Ano do artigo Numero de artigos

2005
2007
2008
2010
2011
2012

2013
2014

2 18
3 27
2 12
2 41
4 127
3 53
10 107
8 141

Numero de proteinas identificadas

A base de dados CanisTecOme dedicada ao proteoma do cdo contém até a data a

informacg&o disponibilizada por 34 artigos de protedmica como referido anteriormente.

A tabela 6 lista 0 ano de publicacgéo dos artigos, referéncia bibliografica, nimero de
proteinas resultantes da revisdo e anotacdo manual e o nimero de proteinas

identificadas por condi¢édo saude/doencga do dador.
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Tabela 6- O nimero de proteinas identificadas pelos artigos de proteémica organizadas de
acordo com o numero de proteinas identificadas por condi¢cdo salide/doenca do dador.

Ano de Referéncia Proteinas resultantes da Numero de proteinas identificadas
publicagio  Pubmed revisdo e anota¢do manual
Saude Doenga Presentes em saude e doenga
2005 16244971 1 1
2005 15902658 17 17
2007 17438110 6 1 5
2007 17693109 12 12
2007 19754795 9
2008 18319571 8 8
2008 18164356 4 4
2010 20440645 22 22
2010 21040564 19 19
2011 21441719 1 1
2011 21410286 85 2 2 81
2011 21942679 40 40
2011 22014164 1 1
2012 22251802 37 37
2012 22591953 3 3
2012 22578690 13 13
2013 23375365 5 5
2013 23464525 10 10
2013 23952327 31 31
2013 23369383 21 10 11
2013 23369386 12 12
2013 23532922 9 9
2013 23499240 1 1
2013 23262355 1 1
2013 23582658 1 1
2013 23831215 16 16
2014 24553975 1 1
2014 24566125 10 10
2014 24835808 18 17 1
2014 24773128 70 70
2014 24704347 10 10
2014 24768907 26 26
2014 24338489 5 5
2014 24366156 1 1

No que diz respeito ao proteoma da saliva de céo, o fluido para o qual pretendiamos

obter mais informacdo visando a sua futura utilizacdo no diagndstico ndo invasivo,

apenas foram encontrados no periodo de tempo referido, 2 artigos publicados ambos

em 2013. Sendo que um dos artigos era dedicado a alergias no cao e tendo como
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objetivo avaliar a saliva como fonte de alérgenos!* e o segundo artigo apenas se
destinava a caracterizagédo da proteina “thymosin f4” na saliva de mamiferos'® como

mostra a tabela 7.

Tabela 7- Lista de dois trabalhos de protedmica utilizando a saliva como amostra biolégica.

Amostra Ano de publicagdo Referéncia Numero de proteinas identificadas Condigao de saude
biolégica Pubmed Satde Doenca
Saliva 2013 23464525 10 Alergias

2013 23262355 1 Saude

4.2 Revisao e anotacao do proteoma do Canis lupus familiaris

s

Como ja referido o CanisTecOme é uma base de dados que descreve todas as
proteinas identificadas em Canis lupus familiaris, em que para cada uma das proteinas

sao apresentadas as informacdes relativas aos campos da tabela 8.

Tabela 8- O tipo de informacdo anotada para cada proteina no CanisTecOme, tomando como
exemplo a proteina miotrofina.

Q86324 Myotrophin  Canis lupus x Goden 0,4

familiaris Retriever

X Overrepresented  Neuromuscular disorder Duchenne muscular dystrophy

- - CICAT Labeling and Mass Spectrometry, Immunoblot

Assays, Real-Time Reverse Transcription PCR and Gene

Ontology Annotation

Proteomic 2011 21410286 -
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A base de dados CanisTecOme tem até a data anotadas 526 proteinas assinaladas
juntamente com os restantes campos referidos na seccéo 3.2 dos materiais e métodos
(anexo 1).

A falta de anotacado das proteinas com os respetivos codigos UniProtKkBAC em alguns
artigos levaram-nos a encontrar solugdes como as descritas no capitulo de material e
métodos no entanto nao foi possivel para algumas proteinas associar-se um cédigo.
No CanisTecOme estao anotadas vinte e duas proteinas sem qualquer cédigo UniProt,
como o exemplo da “IgA heavy chain constant region” e da “aspartate
aminotransferase 1” (Figura 60).

UniProtkBAC Protein name Organism

?

IgA heavy chain constant region Canis lupus familiaris

?
aspartate aminotransferase 1 Canis lupus familiaris
F1PIWwW2 perilipin 4 Canis lupus familiaris

Figura 60- Exemplo de duas proteinas em que nao foi possivel associar um cédigo UniProt.

Alguns dos artigos analisados ndo apresentavam caracteristicas do dador em estudo,
nomeadamente a raga, idade e género o que dificultou possiveis conclusdes (tabela
9).

Tabela 9- Exemplo de uma proteina em que nao foi possivel anotar a raca, idade e género do
dador da amostra.

UniProtKkBAC Protein name Organism Serum| Breed Age Gender
F6Y713 Alpha-1- acid glycoprotein Canis lupus % - - -
familiaris

Mas nem todos os artigos apresentavam essa falta de informag¢éo. Um dos exemplos
foi o estudo feito por Zamani-Ahmadmahmudi et al 2013 que apresenta para a
proteina “Cytokeratin 10” a indicagdo de que foi identificada num cao fémea, da raca

Terrier com 6 anos (tabela 10).
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Tabela 10- Exemplo de uma proteina em que foi possivel anotar toda a informacao necessaria
sobre o dador da amostra.

UniProtKBAC Protein Organism Biopsy: mammary gland |Breed Age  Gender
name

Q6EIZ0 Cytokeratin  Canis lupus x Terrier 6 F
10 familiaris

4.3 Caracterizacédo funcional das proteinas anotadas no CanisTecOme

A base de dados CanisTecOme tem anotadas proteinas e para mostrar que com esta
informacdo se consegue retirar concluses importantes para trabalhos futuros,
passaremos a exemplificar o tipo de informacéo que é possivel obter.

A base de dados tem anotadas proteinas, que foram identificadas a partir de diferentes
amostras bioldgicas e em diferentes condi¢des de saude do dador.

A tabela 11 mostra os catorze tipos de amostras biol6gicas usadas nos artigos de

protedmica analisados neste trabalho, para identificagéo de proteinas.

Tabela 11- Amostras biolégicas usadas em cada um dos artigos de protedmica analisados e
anotados na base de dados CanisTecOme.

Amostras bioldgicas

Fluidos Tecidos
Soro Glandulas mamarias
Urina Musculo
Saliva Nodulos linfaticos
Lagrimas Ovario (fluido folicular)
CSF SNC (medula espinhal, tronco cerebral e Hipocampo)
Figado
Pele
Préstata
Fezes
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As proteinas importadas dos artigos de protedmica analisados bem como as proteinas
importadas do UniProt envolvidas em doenca neste trabalho foram analisadas as
amostras de diversas ragas de caes, selecionadas de acordo com o tipo de patologia
que cada raca pode vir a desenvolver. No entanto em alguns casos em que utilizaram
dadores de diversas racgas, as proteinas identificadas ndo eram associadas a qualquer
raca (Figura 61). Na figura 61 pode-se constatar o exemplo da raga Labrador Retriever
gue aparece associado a uma proteina em especifico (barra amarelo) e no caso de

uma dada proteina ser associada a raca Labrador e a outras racas (barras a verde).
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Figura 61- Distribuicdo das proteinas depositadas na base de dados CanisTecOme de acordo com a raca do organismo Canis lupus familiaris.



Beagle e o Golden Retriever foram as duas racas em que se identificaram maior
ndamero de proteinas.

O CanisTecOme contém até a data informacéo relativa a 131 proteinas identificadas
em amostras de saliva, soro, urina, ovario (fluido folicular) e musculo de individuos

saudaveis distribuidas de acordo com a informac&o apresentada na figura 62.

19

o

39

Musculo = Ovdrio (fluido folicular) = Saliva = Soro = Urina

Figura 62- Total de proteinas da base de dados CanisTecOme identificando o numero de

proteinas em estado de saude e em que tipo de amostra biolégica foram identificadas.

4.3.1 Proteinas implicadas em cada doenca

A identificagdo das proteinas que apenas existem em amostras de individuos com
uma determinada patologia constituiu informacéo relevante para a pesquisa de

biomarcadores (Figura 63).
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Proteinas do
CanisTecOme

Exclusivas
‘ em doenga

Possiveis
biomarcadore

Figura 63- Abordagem utilizada para a obtencdo da informacéo relativa & identificacdo de
biomarcadores.

A base de dados CanisTecOme contém até agora 82 patologias em que foram
identificadas proteinas distintas para cada uma delas, sendo que para 46 patologias a
informacéo foi obtida por anotagdo manual e 35 foram obtidas a partir da informacéo
revista depositada na base de dados UniProt. Para estas ultimas apenas é possivel
pelos dados do UniProt associar a proteina a uma patologia, no entanto toda a outra
informacédo sobre o dador de amostra e outros parametros nao é possivel obter
diretamente do UniProt (Tabela 12).

Tabela 12- Fonte de pesquisa das proteinas identificadas em doenca e anotadas no
CanisTecOme.

Fonte de pesquisa das doencas

UniProt Artigos de protedmica Comum

35 46 1

Assim com a juncdo da informagdo da anotacdo manual & informacdo recolhida
diretamente do UniProt o CanisTecOme tem hoje informacao relativa a 243 proteinas
associadas a patologias.

A apresentacao de informagdo quantitativa relativa as proteinas identificadas em cada
patologia € de grande relevancia para selecionar proteinas que pudessem ser
propostas como biomarcadores. No entanto todos os artigos de proteGmica

consultados nédo apresentavam dados de quantificacdo, apenas dados qualitativos.
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Alguns artigos apresentavam informacéo que a proteina estava presente em doenca
mas sem informacao qualitativa ou quantitativa.

A figura 64 retrata 0 nimero total de proteinas identificadas em doenca e a informacgéo
sobre a regulacao das proteinas.

243

151

40
29 23

Numero de proteinas Proteinas aumentadas Proteinas diminuidas  Proteinas contra-  Proteinas sem dados
das patologias do (™) (V) reguladas de regulagdo
CanisTecOme

Figura 64- Distribuicdo do niumero de proteinas identificadas em doenc¢a, niumero de proteinas
aumentadas (1), numero de proteinas diminuidas (]) e sem dados qualitativos e/ou
quantitativos.

Como referido anteriormente as proteinas anotadas no CanisTecOme foram obtidas a
partir do UniProt e da revisédo e anotacdo manual de artigos de proteémica. Assim
relativamente a pesquisa realizada com a ferramenta UniProt importaram-se 37

proteinas identificadas em 36 doengas (Tabela 13).
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Tabela 13- Numero de proteinas importadas a partir do UniProt e respetivas doencas onde foram

identificadas.

Doengas

Numero de proteinas

Acatalasemia

Autoimmune uveitis

Autosomal dominant retinitis pigmentosa
Autosomal recessive centronuclear myopathy
Autosomal recessive myotonia congenita
Cancer

Canine ectodermal dysplasia

Canine X-linked severe combined immunodeficiency
Cone degeneration

Congenital hypothyroidism with goiter
Copper toxicosis

Degenerative neurological diseases
Dysmyelinating disease

Epidermolysis bullosa

Fucosidosis

Globoid cell leukodystrophy

Glycogen storage disease la
Hematopoietic tumors

Hemophilia B

Hereditary cataract

Inherited hemolytic anemia
Megaloblastic anemia 1
Mucopolysaccharidosis type |
Mucopolysaccharidosis type VI
Narcolepsy

Neuronal ceroid lipofuscinosis
Osteogenesis imperfecta

Photoreceptor dysplasia

Primary ciliary dyskinesia

Progressive rod-cone degeneration
Rod/cone dysplasia

Secondary amyloidosis

Severe combined immune deficiency

Willebrand disease
X-linked hereditary nephritis
X-linked progressive retinal atrophy

R R R R R R R R R R NRRRRRRRR R R R RB R R R R R R R R R R R R @2

Das 36 doengas a “X-linked hereditary nephritis” € a unica proteina que também tinha

sido identificada por um dos artigos de protedémica analisados neste trabalho.
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A consulta bibliografica possibilitou a identificacdo de proteinas correspondentes a 46

doencas e cuja informagdo se encontra anotada na base de dados CanisTecOme. O

numero de proteinas identificadas em cada doenca é variavel (Tabela 14).

Tabela 14- Distribuicdo das proteinas de acordo com a doenca em que foram identificadas.

Patologias Numero de proteinas
Raiva 24
Leishmaniose 24
Babesiose canina 15
Osteoartrite 14
Mastocitoma cutdneo canino 12
Lethal acrodermatitis 11

Linfoma multicéntrico

Carcinoma de células transicionais
Alergias

Carcinoma prostatico
Dirofilariose cardiopulmonar canina
Lesdo renal aguda induzida por cisplatina
Cancro mamario

Tumor glandula mamaria

Linfoma

Piometra

Doencga renal crénica

Nefropatia hereditaria ligado ao X
Obesidade

Parvovirose

Distrofia muscular de Duchenne
Aminoglycoside-nephrotoxicosis
Cancro

Ehrlichiosis

Kennel Cough

Trypanosomiasis

Urolitiase

Meningoencefalite

Leptospirose

Carcinoma mamario canino
Diabetes mellitus

Doenga Cushing

Doenca de Alzheimer

Encefalite

Escheichia coli sepsis
Hemangiosarcoma

Hérnia de disco intervertebral

P P PP R RPRPRRPRREPRPNNNNNMNNNWWWWWRSUGVUOOOOKDOK O O
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Hipercortisolismo
Hipotireoidismo
Insuficiéncia renal
Lesdo renal aguda
Pancreatite aguda
Paniculite
Pielonefrite
Poliartrite

N e e e

As patologias com maior numero de proteinas depositadas no CanisTecOme retiradas
tanto de artigos como do UniProt sdo a Leishmaniose e a raiva. A figura 65 apresenta o
namero de proteinas para cada uma das patologias mencionadas bem como o nimero
de proteinas para as quais foram apresentados dados qualitativos sobre se a expressao
se encontrava aumentada ou diminuida e ainda o n° de proteinas que foram identificadas

em exclusivo em cada uma das patologias.

24 24 24
21
18
12
3
0 0 0 0 0

Numero de Proteinas Proteinas Proteinas contra- N&do mencionado NuUmero proteinas
proteinas aumentadas (1) diminuidas ({/) reguladas exclusivas

envolvidas na
Leishmaniose e
raiva
respectivamente

Figura 65- Distribuicdo do nimero de proteinas identificadas nas doencas Leishmaniose (verde) e
a Raiva (laranja) com maior nimero de proteinas anotadas no CanisTecOme.

A leishmaniose canina como ja referido na introducéo é uma doenca zoonética, endémica
e bastante frequente em Portugal. Esta zoonose é causada pelo protozoério Leishmania
infantum, em que os cées sao os principais hospedeiros reservatorios da infecdo para os
seres humanos.

A raiva também é uma doenca zoonética provocada por um virus do género
Lyssavirus. E uma doenca grave e muitas vezes fatal, que afeta especificamente a

matéria cinzenta do cérebro do cdo e do seu sistema nervoso central (SNC)?°.
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Como estas patologias podem vir afetar o ser humano € importante haver um diagndstico
precoce para ndo se propagar a doenca, logo a identificacdo de biomarcadores é
essencial, bem como a descoberta de possiveis alvos terapéuticos.

81



4.3.2 Proteinas candidatas a biomarcadores

As proteinas candidatas a biomarcadores devem cumprir 0 requisito de s6 terem sido
identificadas numa patologia (proteinas exclusivas) ou se também estiverem em saude
estando contra-reguladas ou seja aumentada numa situacdo e por oposicao diminuida na
outra situacao.

A andlise das proteinas candidatas a biomarcadores foi realizada considerando por um
lado as proteinas cuja informacdo foi obtida do UniProt e para as quais ndo existe
informag&@o quantitativa nem qualitativa (tabela 15). A informacéo relativa as proteinas
obtidas por anotacdo manual sédo apresentadas na tabela 16 e para estas é apresentada

a informacao sobre se encontram aumentadas ou diminuidas face a situagdo em saude.
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Tabela 15- Proteinas exclusivas identificadas em doenca resultantes da informacao do UniProt.

Doengas Cddigo UniProt Nome da proteina Ragas

Acatalasemia 097492 Catalase ND

Autoimmune uveitis Q28281 S-arrestin Some breeds

Autosomal dominant retinitis pigmentosa P32308 Rhodopsin English mastiff

Autosomal recessive centronuclear myopathy Q4W1W1 Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 1 Labradors

Autosomal recessive myotonia congenita Q9MZT1 Chloride channel protein 1 Miniature Schnauzer

Cancer Q29537 Cellular tumor antigen p53 ND

Canine ectodermal dysplasia B5RHS5 Forkhead box protein 13 Mexican and Peruvian hairless dogs e in Chinese crested

Cone degeneration Q8MID7 Cyclic nucleotide-gated cation channel beta-3 Alaskan Malamute and German Shorthaired Pointer

Congenital hypothyroidism with goiter Q8HYB7 Thyroid peroxidase Toy Fox Terriers

Copper toxicosis Q8WMDO COMM domain-containing protein 1 Bedlington terriers

Degenerative neurological diseases 046501 Major prion protein ND

Dysmyelinating disease P23294 Myelin proteolipid protein ND

Epidermolysis bullosa Q9N281 Collagen alpha-1(XVIl) chain ND

Fucosidosis P48300 Tissue alpha-L-fucosidase ND

Globoid cell leukodystrophy P54804 Galactocerebrosidase ND

Glycogen storage disease la 019133 Glucose-6-phosphatase ND

Hematopoietic tumors Q28350 Myc proto-oncogene protein ND

Hemophilia B P19540 Coagulation factor IX ND

Hereditary cataract Q1HGE8 Heat shock factor protein 4 Staffordshire Bull terriers, Boston terriers e Australian shepherds

Mucopolysaccharidosis type | Q01634 Alpha-L-iduronidase ND

Mucopolysaccharidosis type VII 018835 Beta-glucuronidase ND

Narcolepsy Q9TUP7 Orexin receptor type 2 Labradors, dobermans e dachshunds
Q5JzQ7 . Protein CLN8 . English setters

Neuronal ceroid lipofuscinosis Q5JzQ9 . Protein CLN5 . Border collie

Osteogenesis imperfecta Q9XSJ7 Collagen alpha-1(l) chain ND

Progressive rod-cone degeneration QOO0LT9 Progressive rod-cone degeneration protein ND

Rod/cone dysplasia P33726 Rod cGMP-specific 3',5'-cyclic phosphodiesterase subunit beta ND

Willebrand disease Q28295 von Willebrand factor Scottish Terrie

X-linked hereditary nephritis Q28247 Collagen alpha-5(1V) chain ND

X-linked progressive retinal atrophy QIN1T2 X-linked retinitis pigmentosa GTPase regulator Siberian husky
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Para a doenga “Neuronal ceroid lipofuscinosis” foram identificadas duas proteinas
exclusivas. Para as restantes patologias apresentam pelo menos uma proteina exclusiva
da doencga.

Relativamente as proteinas resultantes da anotacdo manual dos artigos de protedmica
consultados, os dados correspondentes sdo apresentados na tabela 16 para as
patologias com uma a quatro proteinas exclusivas. A tabela 16 associa a cada patologia
as proteinas exclusivas bem como o tipo de amostra em que foram identificadas e para
aguelas que possuem dados qualitativos sendo estes também apresentados.

A informacdo relativa as patologias com numero de proteinas exclusivas superior a

quatro sera retratada mais a frente.
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Tabela 16- Proteinas exclusivas identificadas em doenca resultantes da anotacdo manual de artigos de protedmica.

Doencgas

Acute kidney injury
Alzheimer’s disease

Breast cancer

Canine babesiosis
Encephalitis

Intervertebral disc herniation

Lymphoma

Pyometra

Renal insufficiency
Canine cardiopulmonary

dirofilariosis

Multicentric lymphoma

Mammary gland tumor

Prostatic carcinoma

Cisplatin-induced AKI

Cddigo UniProt
Q29416
Q28280

E2RT65

P51742
Q6YKA4
E2R3H9

F1PNS6
Q9NOV1
E2RCEO

P09582
P60529

F1PH87
E2QW61

Q6EIZ1
Q6EIY9
E2RSU3

F1PIC7
F1PRBO
F1PW98

F1PVWO
P41324
P52203
P48749

Nome da proteina

IL-2

B-amyloid

Phosphoglycerate mutase 1

TNF-a

HMGB1 (High-mobility group box 1)
Protein tau

Xaa-Pro dipeptidase
Alkaline phosphatase
Cystatin C

Arginine esterase precursor
Hemoglobin subunit alpha
a-antichymotrypsin
Lipopolysaccharide binding protein
Cytokeratin 2

Cytokeratin 1

Elongation factor-like protein
GRP78

Keratin 7
Keratin 8

Lactate dehydrogenase
I1L-8
Monocyte chemoattractant protein-1

Tipo de amostra biolégica Dados de regulagao

Urina

Fluido cerebroespinal

Soro
Soro
Fluido cerebroespinal

Fluido cerebroespinal
Glanglios linfaticos
Urina

Soro

Urina

Soro

Glandulas mamarias

Prostata

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor Urina

ND
ND

ND
ND
Aumentada

Aumentada

ND
ND
Aumentada

ND
ND

ND
ND

ND
ND
ND

Aumentada
Aumentada
Aumentada

ND
ND
ND
ND

Raga
ND
ND

Terrier, Mixed breed e German shepherd

Varias ragas

Beagles

ND

Mixed greed, Newfoundland, Dalmatian, Pembroke
Welsh corgi, e Australian shepherd

ND

Varias ragas

ND

ND

German shepherd, Boxer e Labrador retriever
German shepherd, Boxer e Labrador retriever

Terrier
Terrier
Terrier

Mongrel, Cairn terrier; poodle e Labrador retriever
Mongrel, Cairn terrier; poodle e Labrador retriever
Mongrel, Cairn terrier; poodle e Labrador retriever

ND
ND
ND
ND
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Das tabelas 15 e 16 as proteinas apresentadas sdo exclusivas em uma determinada
doenca, logo possiveis candidatas a biomarcadores. Apesar de apenas seis proteinas
apresentarem dados qualitativos e as restantes sO serem exclusivas entre as
patologias da base de dados, os dados quantitativos seriam mais promissores e
acertivos para os considerar biomarcadores.

Posteriormente as patologias com mais do que quatro proteinas exclusivas foram
analisadas de forma mais detalhada (tabela 17), sendo caracterizado o0 processo

bioldgico em que estas proteinas participam.

Tabela 17- Patologias com nimero de proteinas exclusivas superior a quatro para futura
andlise.

Patologias Numero proteinas exclusivas
Alergias 8
Carcinoma de células transicionais 6
Leishmaniose 12
Lethal acrodermatitis 7
Mastocitoma cutaneo canino 5
Osteoartite 7
Raiva 18

A caracterizacdo das proteinas serviu por forma a se identificar as proteinas que
poderiam estar mais implicadas nos mecanismos de fisiopatologia da doenga. Assim
sendo foi novamente testada a possibilidade de biomarcadores, para os quais s6
existe quantificacdo qualitativa, aumentada (+) ou diminuida (-) (biomarcadores ndo

quantificados).

1. Mastocitoma cutdneo canino

Esta doenca é uma neoplasia de grande importancia em termos de salde em animais
de companhia devido sua alta incidéncia, sendo mais incidente em animais de meia-
idade a idosos!’. A andlise das proteinas exclusivas desta patologia, evidenciou
existirem cinco proteinas, que foram identificadas em diversas racas, em amostras de

pele, existindo dados de regulacdo em estado de patologia como mostra a tabela 18.
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Tabela 18- Proteinas exclusivas identificadas na doenca de Mastocitoma cutaneo canino.

Cddigo Nome da proteina Tipo de amostra Dadosde Raga
UniProt biologica regulacdo
F1PR93 WD repeat domain 1 Pele + Dachshund, Weimaraner, Mixed breed,
American Pit Bull terrier, Boxer,
Staffordshire mixture, Beagle e Shar-Pei
F1P679 Actin related protein 3 Pele + Dachshund, Weimaraner, Mixed breed,
American Pit Bull terrier, Boxer,
Staffordshire mixture, Beagle e Shar-Pei
F1P797 5-aminoimidazole-4- Pele + Dachshund, Weimaraner, Mixed breed,
carboxamide American Pit Bull terrier, Boxer,
ribonucleotide Staffordshire mixture, Beagle e Shar-Pei
formyltransferase/IMP
cyclohydrolase
E2ROL9 T-complex protein 1, Pele + Dachshund, Weimaraner, Mixed breed,
alpha subunit American Pit Bull terrier, Boxer,
Staffordshire mixture, Beagle e Shar-Pei
P15944 Tryptase alpha/beta 1 Pele - Dachshund, Weimaraner, Mixed breed,

American Pit Bull terrier, Boxer,
Staffordshire mixture, Beagle e Shar-Pei

Posteriormente para se obter a informacao relativa aos processos biolégicos em que

participam as proteinas envolvidas em cada patologia, utilizou-se a ferramenta

bioinforméatica PANTHER. Relativamente a doenca de Mastocitoma cutédneo canino as

cinco proteinas exclusivas desta doenca estao envolvidas nos processos biolégicos

descritos pela figura 66.
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Figura 66- Processos biologicos em que participam as proteinas exclusivas identificadas na

doenca Mastocitoma cuténeo canino.

87



A ferramenta também permitiu identificar para cada proteina o seu processo biol6gico

mais especifico. Assim para cada uma das proteinas apresenta-se esse resultado:

o Proteina “WD repeat domain 1” (FIPR93) estad envolvida no movimento de
componentes celulares;

o Proteina “Actin related protein 3" (F1P679) esta envolvida na organizacédo da
componente celular, ciclo celular, citocinese, morfogénese estrutura anatémica
e no transporte;

o Proteina “6-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
formyltransferase/IMP  cyclohydrolase” (F1P797) envolvida no processo
metabdlico primario;

o Proteina “T-complex protein 1, alpha subunit” (E2ROL9) envolvida na
biogénese da componente celular e no processo metabdlico primario;

o Proteina “Tryptase alpha/beta 1” (P15944) esta envolvida no processo
metabdlico primario.

Todas as proteinas exclusivas envolvidas no Mastocitoma Cutédneo Canino tem dados
de regulacdo qualitativos em caso de patologia e sédo caracterizadas, por isto serem
futuras candidatas a biomarcadores.

2. “Lethal Acrodermatitis”

A doenca “Lethal Acrodermatitis” € genética e rara que afeta cdes de raca bull terrier.
O fendétipo é semelhante a acrodermatite enteropatica em seres humanos, mas que
ndo tem atualmente tratamento’®. Por isso o diagnéstico precoce para esta doenca é
fundamental, constituindo a identificacdo de biomarcadores e/ou alvos terapéuticos em
cées é essencial. A andlise de proteinas exclusivas para esta patologia, mostrou que
ja foram identificadas sete proteinas, identificadas em cédes de raga bull terrier em

amostras de figado como mostra a tabela 19.
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Tabela 19- Proteinas exclusivas identificadas na doenga de "Lethal Acrodermatitis”.

Cadigo Nome da proteina Tipo de amostra biolégica Dados de Raca
UniProt regulagdo

F6UYJ9 Calreticulin Figado ND Bull terrier
F1PL97 Prolyl-4-hydroxylase Figado - Bull terrier
F1PBJ8 Aldehyde dehydrogenase Figado ND Bull terrier
Q8HZM5 Glutamine synthetase Figado ND Bull terrier
F1Q2N5 Glutamate dehydrogenase 1 Figado ND Bull terrier
E2R2G3 Regucalcin Figado ND Bull terrier
Q6FHP5 Prohibitin Figado - Bull terrier

Novamente para obter os processos bioldégicos em que as proteinas estdo envolvidas,
utilizou-se a ferramenta bioinforméatica PANTHER.

Relativamente a doencga de “Lethal Acrodermatitis” das sete proteinas exclusivas para
esta doenga, seis sdo caracterizadas e envolvidas em trés diferentes processos
bioldgicos (Figura 67).
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Figura 67- Distribuicdo dos processos bioldgicos das proteinas identificadas na doenca ”Lethal
Acrodermatitis”.

Relativamente a cada proteina associou-se 0 seu processo biolégico mais especifico:
o Proteina “Regucalcin” (E2R2G3) estd envolvida na comunicagdo celular,
transporte e no processo metabdlico primario.
o Proteina “Glutamine synthetase” (Q8HZM5) esta envolvida no processo
metabdlico do composto de nitrogénio e no processo metabdlico primario.

“w

o Proteina “Calreticulin® (F6UYJ9) esta envolvida no processo metabdlico

primario.
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o Proteina “Prolyl-4-hydroxylase” (F1PL97) estd envolvida no processo
metabdlico primario.

o Proteina “Aldehyde dehydrogenase” (F1PBJ8) estd envolvida no processo
metabdlico primario.

o Proteina “Glutamate dehydrogenase 1” (F1Q2N5) esta envolvida no processo
metabdlico primario.

Apesar nao existirem dados de regulacéo para cinco proteinas, estas foram exclusivas

entre outras patologias, por isso serem consideradas para ja possiveis candidatas a

biomarcadores. Das restantes proteinas a “Prolyl-4-hydroxylase” e “Prohibitin”

apresentam-se diminuidas (-) em caso de patologia e apenas se sabe que a primeira

proteina esta envolvida no processo metabdlico primario.

3. Osteoartitre

Esta doenca é comum em caes de meia-idade e idosos. Trata-se de uma patologia
gue causa a degradacao da cartilagem articular, levando a dor, inflamacéo e perda do
movimento da articulagdo. Esta patologia é diagnosticada em estadios tardios e
irreversiveis, quando o tratamento apenas vai diminuir a dor e a progressdao da
doenca®.

Por isso o diagnéstico precoce para esta doenca € fundamental e a identificacdo de
biomarcadores serd um bom contributo.

A identificacdo das proteinas exclusivas para esta patologia, mostrou que sete
proteinas cumprem o requisito. As proteinas exclusivas foram identificadas em caes
mesticos e foram identificadas em amostras de soro. Os dados de expresséo

correspondentes estdo apresentados na tabela 20.

Tabela 20- Proteinas exclusivas identificadas na doenca de Osteoartrite.

Caédigo Nome da proteina Tipo de amostra Dados de Raca
UniProt biolégica regulacao
F1IPMM1 Peroxisomal D3, D2-enoyl-CoA Soro + Caes
isomerase cruzados
F1P6E1 Complement C1s Soro - Caes
cruzados
F1PWR2 Complement C4 Soro - Caes
cruzados
E2RLO1 Acetyl-coenzyme A carboxylase Soro - Caes
alpha cruzados
F1Q1K9 Hyaluronan binding protein 2 Soro - Caes
cruzados
J9P8M2 Fibronectin preprotein Soro - Caes
cruzados
E2QZ19 Afamin Soro - Caes
cruzados
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Depois para obter os processos biolégicos em que as proteinas estdo envolvidas,
utilizou-se a ferramenta bioinformética PANTHER para se obter a classificagdo das
proteinas. Relativamente a doenca de Osteoartrite das sete proteinas exclusivas para
a doenca apenas trés estdo caracterizadas e participam em seis processos biolégicos
(Figura 68).
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Figura 68- Distribuicdo dos processos biolégicos das proteinas identificadas na doenca
Osteoartrite.

Relativamente a cada proteina associou-se 0 seu processo biolégico mais especifico:

o Proteina “Complement C4” (FIPWR2) esta envolvida na regulacdo da fungéo
molecular, processo celular, resposta imune, processo metabdlico primario.

o Proteina “Complement C1s” (F1P6E1) esta envolvida no processo celular,
resposta imune, processo metabodlico primario, geracdo de gametas e na
resposta ao estimulo externo.

o Proteina “Acetyl-coenzyme A carboxylase alpha” (E2RL01) esta envolvida no
processo metabdlico primario.

Apenas trés proteinas exclusivas na doenca de Osteoartitre apresentam um processo

em comum, estando envolvidas no processo metabdlico primario.

4. Carcinoma de células transicionais

Esta doenga é o cancro mais comum da bexiga urinaria em cades. Geralmente é
diagnosticado numa fase avancada da doenga, com resposta limitada a quimioterapia.
Os testes de rastreio comerciais carecem de especificidade e o0s processos de

diagnéstico sdo invasivos?.
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Por isso o diagnostico precoce para esta doenca € fundamental. Foram identificadas

seis proteinas exclusivas para a patologia em diversas ragas em amostras de urina

como mostra a tabela 21.

Tabela 21- Proteinas exclusivas identificadas na doenca de Carcinoma de células transicionais.

Cddigo Nome da proteina Tipo de amostra Dados de Raga

UniProt biologica regulacdo

E2R002 Prostaglandin reductase 1 Urina ND Scottish Terrier, American Eskimo,
isoform 1 Welsh Corgi e mixed breed

Q7YQC6 Heat shock protein 70 Urina ND Scottish Terrier, American Eskimo,

Welsh Corgi e mixed breed

Q4KKT6 Collagen alpha-3(VI) chain Urina ND Scottish Terrier, American Eskimo,
precursor Welsh Corgi e mixed breed

F1PBZ4 NAD(P)H dehydrogenase Urina ND Scottish Terrier, American Eskimo,
[quinone] 1 Welsh Corgi e mixed breed

F1PBL1 14-3-3 protein zeta/delta Urina ND Scottish Terrier, American Eskimo,
isoform 2 Welsh Corgi e mixed breed

Q3YIX4 Phosphatidylethanolamine Urina ND Scottish Terrier, American Eskimo,

-binding protein 1

Welsh Corgi e mixed breed

Os processos hiolégicos em que as proteinas estdo envolvidas foram obtidos através

da ferramenta bioinformatica PANTHER.

Relativamente a doenga carcinoma de células transicionais, das seis proteinas

exclusivas para esta doenca apenas duas foram caracterizadas e estdo envolvidas em

dois processos bioldgicos (Figura 69).
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Figura 69- Distribuicdo dos processos biolégicos das proteinas identificadas na doenca
Carcinoma de células transicionais.
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Relativamente a cada proteina associou-se 0 seu processo biolégico mais especifico:
o Proteina “14-3-3 protein zeta\delta isoform 2” (F1PBL1) esté envolvida no ciclo
celular e na comunicagéo celular.
o Proteina “Prostaglandin reductase 1 isoform 1’ (E2R002) esta envolvida no
processo metabdlico primario.
Apesar ndo existirem dados de regulacdo e a sua caracterizagdo ser pouco ilucidativa
para estas seis proteinas. Apesar disto estas mostraram-se exclusivas entre outras
patologias, por isso serem consideradas para ja possiveis candidatas a
biomarcadores. Apesar de que dados de regulacdo qualitativos ou quantitativos sédo

essenciais para os considerar biomarcadores.

5. Raiva

A raiva € uma doenga viral que ataca o sistema nervoso e pode causar encefalite, &
considerada uma das zoonoses mais perigosas.

Esta patologia pode se manifestar de duas formas: a furiosa e a muda ou paralitica.
Na primeira, ocorrem manifestacdes de inquietacdo e excitacédo, na segunda incidem
mais os atos depressivos do sistema nervoso?®.

Para esta patologia foram identificadas dezoito proteinas. Estas foram identificadas em
amostras de diferentes regides do SNC (medula espinal, tronco cerebral e hipocampo)
em estado de patologia, apresentando-se contra-reguladas em caso de raiva em fase

paralitica e a fase furiosa como mostra a tabela 22.
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Tabela 22- Proteinas exclusivas identificadas na doenca de Raiva.

Cadigo Nome da proteina Tipo de amostra Dados de Raga

UniProt bioldgica regulacdo

E2RB31 Oxygen-regulated protein Medula espinal Contra- ND
precursor reguladas

E2R5B9 Glutathione S-transferase Mu 3 Tronco cerebral Contra- ND
reguladas

Q8MJ04 Oxygen-regulated protein 1 Medula espinal Contra- ND
reguladas

B4YUEO Dynamin Hipocampo Contra- ND
reguladas

F1PYU3 Fascin 1 Tronco cerebral Contra- ND
reguladas

E2RS09 Glial fibrillary acidic protein, Medula espinal Contra- ND
astrocyte (GFAP) isoform 1 reguladas

F6UNP7 NEFM protein Medula espinal Contra- ND
reguladas

Q8HZW3 Neurofilament, heavy polypeptide  Tronco cerebral Contra- ND
200 kDa reguladas

F1PQD4 Septin-8 Medula espinal Contra- ND
reguladas

E2RFJ7 Tubulin, alpha-2 chain (Alpha- Hipocampo e tronco  Contra- ND
tubulin 2) isoform 7 cerebral reguladas

AOAO077LQA5  Tubulin, alpha-1 isoform 9 Tronco cerebral Contra- ND
reguladas

F1PKR3 Vinculin (Metavinculin) Medula espinal Contra- ND
reguladas

F1PCJ6 Xin actin-binding repeat containing Medula espinal Contra- ND
2 isoform 1 reguladas

E2RNB6 Alpha Crystallin B chain Medula espinal, Contra- ND
hipocampo e tronco  reguladas

cerebral

E2R0OT6 Heat shock cognate 71 kDa protein  Medula espinal Contra- ND
reguladas

P42929 Heat shock protein beta-1 Medula espinal Contra- ND
reguladas

F1PUL9 SARM1 protein Hipocampo Contra- ND
reguladas

F1PoU4 Dihydropyrimidinase related Medula espinal, Contra- ND
protein-2 hipocampo e tronco  reguladas

cerebral

Das dezoito proteinas exclusivas identificadas em

caracterizadas e estdo envolvidas em oito processos bioldgicos (Figura 70).

raiva apenas nove foram
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Figura 70- Distribuicdo dos processos biolégicos das proteinas identificadas na Raiva.

Relativamente a cada proteina associou-se 0 seu processo biolégico mais especifico:

O

Proteina “150KdA oxygen-regulated protein precursor” (E2RB31) esta
envolvida na biogénese da componente celular, processo metabdlico primario e
na resposta ao stress.

Proteina “Heat shock cognate 71kDa protein” (E2R0OT6) estda envolvida na
biogénese da componente celular, sistema imune, processo metabdlico e na
resposta ao stress.

Proteina “Glial fibrillary acidic protein, astrocyte (GFAP) isoform 17 (E2RS09)
esta envolvida na organizagcdo da componente celular e na morfogénese da
estrutura anatémica.

Proteina “NEFM protein “ (F6UNP7) estd envolvida na organizagdo da
componente celular e na morfogénese da estrutura anatomica.

Proteina “Tubuli, alfa-2 chain isoform 7 “ (E2RFJ7) estd envolvida na
organizacdo da componente celular, ciclo celular, movimento da componente
celular, morfogénese da estrutura anatémica e no transporte.

Proteina “Septin-8 “ (F1PQD4) esta envolvida no ciclo celular e na citocinese.
Proteina “Fascin 1 (F1IPYU3) esta envolvida no movimento da componente
celular.

Proteina “Alpha crystallin B chain (E2RNB6) esta envolvida no sistema imune,
processo metabdlico primario, processo multicelular de um Unico organismo e
na resposta ao stress.

Proteina “Dihydropyrimidinase related protein-2“ (F1P9U4) esta envolvida no

processo metabdlico primario.
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A leishmaniose canina € uma doenca causada pela espécie Leishmania infantum e é
uma zoonose potencialmente fatal nos caes caso ndo seja tratada.

O diagnostico precoce € muito importante nesta patologia, pois quanto mais cedo for
diagnosticada, menos disseminado estara o parasita, mais sucesso tera a terapéutica
e melhor sera o prognostico?.

A andlise das proteinas exclusivas desta patologia, evidenciou doze proteinas, que
foram identificadas nas racas Pastor Alemao e sem raca definida em amostras de soro

como mostra a tabela 23.

Tabela 23- Proteinas exclusivas identificadas na doenca de Leishmaniose.

Cdodigo  Nome da proteina Tipo de Dados de Raga
UniProt amostra regulagdo
biolégica
P12278 | Apolipoprotein C-11 Soro ND Pastor Alemdo e
sem raca definida
F6Y2P4 | Probable phospholipid-transporting Soro ND Pastor Alemao e
ATPase sem raca definida
P01785 | Ig heavy chain V Soro ND Pastor Alemao e
sem raca definida
Q697L1 | Transient receptor potential cation Soro ND Pastor Alemao e
channel subfamily V sem raca definida
E2QUSO | Probable dimethyladenosine Soro ND Pastor Alemdo e
transferase sem raca definida
P01618 | Ig-kappa chain Soro ND Pastor Alemdo e
sem raca definida
P02677 | Fibrinogen beta chain Soro ND Pastor Alemdo e
sem raca definida
P56595 | Apolipoprotein C-1 Soro ND Pastor Alemado e
sem raca definida
Q50KA9 | Nucleoside diphosphate kinase A Soro ND Pastor Alemao e
sem raca definida
E2R141 Complement C8 Soro ND Pastor Alemdo e
sem raca definida
Q9GLD3 | Transferrin receptor protein 1 Soro ND Pastor Alemao e
sem raca definida
F1PAX2 | Ceruloplasmin Soro ND ND

A ferramenta bioinformatica PANTHER permitiu a classificacdo das proteinas de
acordo com o processo biolégico. Assim as doze proteinas exclusivas para esta
doenca apenas cinco sdo caracterizadas e estdo envolvidas em nove processos

biolégicos (Figura 71).
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Figura 71- Distribuicdo dos processos hiolégicos das proteinas identificadas na Leishmaniose.

Relativamente a cada proteina associou-se 0 seu processo biolégico mais especifico:

O

Proteina “Ceruloplasmin” (F1LPAX2) esta envolvida na adesdo celular,
regulagdo da funcdo molecular, comunica¢do celular, desenvolvimento
ectoderme, desenvolvimento mesoderme, desenvolvimento do sistema,
transporte, processo metabodlico primario, processo multicelular de um Unico
organismo e na resposta a um estimulo externo.

Proteina “Complement 8 (E2R141) estd envolvida na adesdo celular,
comunicacao celular, resposta imune, transporte, processo metabdlico e na
resposta a um estimulo externo.

Proteina “Probable phospholipid-transporting ATPase” (F6Y2P4) esta
envolvida no processo homeostatico, transporte e no processo metabdlico
primario.

Proteina “Apolipoprotein C-II* (P12278) estd envolvida no transporte e no
processo metabdlico primario.

Proteina “Tubuli, alfa-2 chain isoform 7 “ (E2QUSO0) esta envolvida no processo

metabdlico primario.

Apesar ndo existirem dados de regulacdo, estas proteinas foram exclusivas entre

outras patologias, por isso serem consideradas para ja possiveis candidatas a

biomarcadores. Apesar de que dados de regulagdo qualitativos ou quantitativos séo

essenciais para os considerar biomarcadores.

Como a leishmaniose canina € endémica em Portugal. Como temos particular

interesse em poder vir a utilizar no futuro a saliva como fluido de diagndstico,

estavamos interessados em saber se para esta patologia as proteinas identificadas

como exclusivas poderiam ser encontradas no fluido mencionado. Até ao momento
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ainda ndo foram utilizadas amostras de saliva para a identificacdo de proteinas na
saliva de animais com a patologia. Assim utilizou-se como estratégia para verificar se
as proteinas exclusivas também podiam estar presentes em saliva pesquisando as
proteinas homélogas humanas.

Utilizou-se para o efeito o BLAST da ferramenta UniProt. Com a identificagdo das
proteinas homodlogas humanas estas foram pesquisadas pela ferramenta OralCard
para ver se as proteinas ja tinham sido identificadas em amostras de saliva humana
(Tabela 24).

Tabela 24- Proteinas humanas homdlogas com as proteinas exclusivas de céo para a patologia
leishmaniose para determinar a possibilidade de as detetar em amostras de saliva através do
OralCard.

UniProt Canis familiaris UniProt Homo Sapiens OralCard Amostra no OralCard
P12278 P02655 Presente Fluido crevicular
F6Y2P4 Q9Y2G3 Ausente -

P01785 Q0ZCG6 Ausente -

Q697L1 Q8NER1 Ausente -

E2QUSO0 Q9UNQ2 Ausente -

P01618 P01614 Presente Saliva

P02677 P02675 Presente Saliva

P56595 P02654 Presente Fluido crevicular
Q50KA9 P15531 Presente Saliva

E2R141 P07358 Presente Saliva

Q9GLD3 P02786 Presente Saliva

F1PAX2 P00450 Presente Saliva

Das doze proteinas exclusivas para a doenca de leishmaniose em céo todas elas tém
homologia com proteinas humanas, mas apenas seis proteinas ja foram identificadas
em saliva humana. As que estdo presentes em fluido crevicular tém uma forte
probabilidade de virem a ser identificadas em saliva.

A proteina “Ig kappa chain V-Il region Cum” (P01614) esta presente na saliva humana
em situacdo de doenca como o sindrome de Sjogren’s e as caries.

A proteina “Apolipoprotein C-/I” (P02655) esta presente no fluido crevicular humano
em situacdo de doenga como periodontite cronica e a gengivite.

A proteina “Fibrinogen beta chain” (P02675) esta presente na saliva humana em
situacdo de saude e doenca como a periodontite cronica, gengivite neoplasias orais e
o sindrome de Sjogren’s.

A proteina “Apolipoprotein C-I” (P02654) esta presente no fluido crevicular humano em

situacdo de doenca como periodontite cronica e a gengivite.

98



A proteina “Nucleoside diphosphate kinase A” (P15531) esta presente na saliva
humana em situagédo de salde e doenga como as neoplasias orais e 0 sindrome de
Sjogren’s.

A proteina “Complementem component C8 beta chain” (P07358) esta presente na
saliva em situacdo de doenca como a Diabetes Mellitus tipo 2.

A proteina “Transferrin receptor protein 1” (P02786) esta presente na saliva humana
em situacdo de saude e doenca como a periodontite crénica.

A proteina “Ceruloplasmin” (P00450) esta presente na saliva humana em situacdo de
saude e doenca como a periodontite crénica e a gengivite.

De acordo com este resultado pode-se concluir que estas seis proteinas poderdo ser

possiveis de identificar em saliva de cao.

4.3.3 Proteinas exclusivas da saliva de Canis lupus familiaris candidatas a
biomarcadores

Com o presente trabalho de criagdo do CanisTecOme temos por objetivo que possam
vir a ser desenvolvidos trabalhos futuros para validar a saliva como fluido de
diagndstico, mais adequado por ser menos doloroso e invasivo para o animal. Assim
uma caracterizacdo pormenorizada das proteinas ja identificadas na saliva deste
organismo é essencial para a investigagédo que ird decorrer no futuro.

A criagcdo de tabelas funcionais que representam a atribuicdo de fungbes biol6gicas
especificas para as proteinas envolvidas em cada uma das patologias em estudo
permite a simplificacdo da analise do papel funcional de cada uma das proteinas de
interesse.

A tabela 25 apresenta a organizacdo funcional para cada uma das proteinas ja

identificadas em amostras de saliva de cao.
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Tabela 25- Caracterizagao funcional das proteinas exclusivas da saliva do organismo Canis lupus familiaris.

UniprotKBAC JONWQ2 E2QXJO JONZ24 018873 H2B3G5 018874 E2QXE7 D7PBH4
Protein name Uncharacterize Uncharacterize Uncharacterize Major Lipocalin Minor Uncharacterized Allergen Can f
d protein d protein (BPI d allergen Can -Canf6 allergen protein (BPI fold- 4
(Angiopoietin- fold-containing  protein (Mucin- f1 allergen Canf2 containing family A
related protein family A 5B) member 1)
5-like) member 2)
GoOntology Ontology
Biological Cell adhesion +
adhesion
Cellular process Cell communication + +
Immune system Macrophage activation + +
process
Localization Transport + + + + + +
Metabolic Primary metabolic + + +
process process
Response to Defense response to + +
stimulus bacterium
Response to Response to +
stimulus pheromone
Response to Response to stress + +
stimulus
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Como ja referido a partir da construcdo das tabelas funcionais (Figuras 41,42 e 43)
descrita anteriormente foi possivel caracterizar de forma mais visual as proteinas
exclusivas da saliva.

Ao contrério do que se pensa o0 ser humano ndo € alérgico ao pélo do cdo, mas sim as
células de pele morta, saliva e secre¢fes das glandulas sebaceas do animal, por isso o
estudo feito por Polovic et al 2013 em que se detetou as dez proteinas concluiu que a
saliva do cdo é uma importante fonte de alérgenos.'*

Das oito proteinas exclusivas identificadas em saliva que estdo anotadas no
CanisTecOme, apenas uma nao foi caracterizada pelo AgBase e por essa razdo néao foi
possivel identificar a informacéo anotada relativa ao seu papel funcional.

A proteina Major allergen Canf 1 (018873) e a Minor allergen Can f 2 (018874) sao os
mais importantes alérgenos e ambas estdo envolvidas no transporte e tem localizacdo na
regiao extracelular.

Para além das proteinas mencionadas anteriormente a proteina BPI fold-containing
familiy A member 2 (E2QXJ0), BPI fold-containing familiy A member 1 (E2QXE7),
Lipocalin-Can f 6 alllergen (H2B3G5) e a proteina Allergen Can f 4 (D7PBH4) estédo
também envolvidas no transporte.

A “Mucin-5B” (J9NZ24) de Canis lupus familiaris ndo esta caracterizada, apenas se sabe
que € uma proteina altamente glicosilada e que constitui um dos principais componentes
do muco.

A proteina Angiopoietin-related protein 5-like (JONWQZ2) esta envolvida na adeséo e
comunicagéao celular e localizada na regido extracelular.

A proteina BPI fold-containing familiy A member 2 (E2QXJ0) para além do transporte esta
envolvida na ativacdo de macrofagos, processo metabdlico primario, resposta de defesa
a bactéria e na resposta ao stress.

Conclui-se essencialmente que as oito proteinas exclusivas detetadas na saliva de céo
estdo maioritariamente localizadas na regido extracelular e envolvidas no transporte,
podendo por essa raz&o vir a constituir bons alvos para a identificagdo em ensaios de

validacdo de biomarcadores.
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4.3.4 Proteinas sugeridas como biomarcadores pela bibliografia

Apbs a revisdo dos trinta e quatro artigos identificaram-se proteinas candidatas a
biomarcadores em patologias.

A proteina tau e a proteina HMGB1 (High-mobility group box 1) sdo duas das moléculas
identificadas no fluido cérebroespinal do céo e considerados possiveis biomarcadores da
hérnia do disco intervertebral 2 e encefalite respetivamente 22 respectivamente (Tabela
26).

Tabela 26- Biomarcadores propostos para as duas patologias identificadas em fluido cerebrospinal
do céo.

UniProtKBAC Protein name Cerebrospinal fluid Disease name Citation (NCBI ID)
E2R3H9 Protein tau ® Intervertebral disc herniation 23499240
Q6YKA4 HMGE1 (High-maobility group box 1) ® Encephalitis 21441?19'

Em outras amostras biologicas como o soro, foram também propostos biomarcadores.
Para a obesidade sédo sugeridas as proteinas “Clusterin”, “Retinol-binding protein 4” e
“Serpin peptidase inhibitor, clade A” que s6 foram identificadas em cées obesos e ndo em
normais?.

A “Cystatin C” € uma proteina considerada como um possivel marcador da funcao renal
em cées, pois 0 aumento da sua concentragéo € indicativo de progresséo da insuficiéncia
renal crénica?..

As restantes dezoito proteinas representadas na tabela 27 que estdo envolvidas na

doenca de babesiose canina também foram propostos como biomarcadores?®.

Tabela 27- Biomarcadores propostos para as patologias obesidade, insuficiéncia renal e
babesiose canina e identificadas em soro do céo.

UniProtKBAC Protein name Serum  Disease name Citation (NCBI ID)
P25473 Clusterin % Obesity 22591953
F104D9 Retinol-binding protein 4 (RBP4} ® Obesity 22591953
AlIUO Serpin peptidase inhibitor, clade A (o-AT) x Obesity 22591953
E2RCEQ Cistatin C ® Renal insufficiency 16244571
FEY713 Alpha-1-acid glycoprotein (AGP) x Canine babesiosis 24885808
P02648 Apolipoprotein A-1 [APOAL) X Canine babesiosis 24885808
E2RES2 Antithrombin-11 (AT 111} x Canine babesiosis 24885808
E2R5W6E Vitamin D-binding protein (DBP) x Canine babesiosis 24885808
E2RE76 Apolipoprotein A-1V (APOA4) X Canine babesiosis 24885808
F1PIX8 Complement C3 x Canine babesiosis 24885808
J9P430 Transferrin ® Canine babesiosis 24885808
F1PZR4 Hemopexin x Canine babesiosis 24885808
E20UV3 Alpha-2-H5-glycoprotein x Canine babesiosis 24385808
P15006 Haptoglobin x Canine babesiosis 24885808
E2R4AV3 Alpha-2-antiplasmin x Canine babesiosis 24885808
P25473 Clusterin x Canine babesiosis 24385808
E2R833 Leucine-rich-a2-glycoprotein x Canine babesiosis 24885808
Q4GX49 Zinc-alpha-2-glycoprotein x Canine babesiosis 24885808

Immunoglobulin gamma heavy chain B x Canine babesiosis 24885808

Immunoglobulin gamma heavy chain C x Canine babesiosis 24885808

Igh heawy chain constant region x Canine babesiosis 24885808
T2KENG C-reactive protein {CRP) x Canine babesiosis 24885808
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Na urina também foram identificados possiveis biomarcadores para diversas patologias

(Tabela 28), como mostra o estudo feito por Loor et al 2013,

Tabela 28- Biomarcadores propostos em diversas patologias identificadas na urina do céo

UniProtkBAC Protein name

P45322

F104D9
F10Q4D3
F10Q4D3
P19341
J9MNUIG

E2RTH3
E2RTH3
E2RTH3
FIPYWO
QINOV1
Q8623
Q86273
Q29416
P41324
P52203
P43749

Albumin

Immunoglobulin G
Immunoglobulin G
Immunoglobulin G
Immunoglobulin G
Immunoglobulin G
Immunoglobulin G
Immunoglobulin A
Immunoglobulin A
Immunoglobulin A
Retinol-binding protein
Retinol-binding protein
Retinol-binding protein

beta 2-Microglobulin
al-Microglobulin
M-acetyl-B-D-glucosaminidase
M-acetyl-B-D-glucosaminidase
M-acetyl-B-D-glucosaminidase
M-acetyl-B-D-glucosaminidase
T-Glutamyltransferase
T-Glutamyltransferase
T-Glutamyltransferase

Lactate dehydrogenase
Alkaline phosphatase
Tamm—Horsfall Protein {uromodulin)
Tamm—Horsfall Protein (uromodulin)
IL-2

IL-8

Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1})
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

Keratinocyte derived chemokine (KC)

Urine Disease name

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Chronic kidney disease
Leishmaniasis

leptospirosis

pyometra

hypercortisolism

X-Linked Hereditary Nephropathy
Chronic kidney disease
Leishmaniasis

leptospirosis

pyometra

Chronic kidney disease

X-Linked Hereditary Nephropathy
urolithiasis

X-Linked Hereditary Nephropathy
¥-Linked Hereditary Mephropathy
Pyometra
aminoglycoside-nephrotoxicosis
Splatin-induced acute kidney injury
pyelonephritis

Pyometra
aminoglycoside-nephrotoxicosis

cisplatin-induced AKI, naturally occurring AKI

Cisplatin-induced AK
Pyometra

Chronic kidney disease
urolithiasis

Acute kidney injury
Cisplatin-induced AKI
Cisplatin-induced AKI
Cisplatin-induced AKI
Cisplatin-induced AKI

Citation (NCBI ID)
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327
23952327

103



4.4 Redes de interacdo em que participam as proteinas do Canis lupus
familiaris

Neste trabalho foi importante ter nocdo da rede de interacdes entre proteinas. Isto
porque a interacdo de uma determinada proteina com outra/s é essencial para 0s

mecanismos fisiolégicos que ocorrem no organismo.

4.4.1 Interacao das proteinas do Canis lupus familiaris com as proteinas da
Leptospira interrogans causadora da Leptospirose

O algoritmo Oralint foi essencial para esta fase do trabalho, pois foi a ferramenta que
serviu para criar possiveis redes de interacdo entre as proteinas do Canis lupus
familiaris com as proteinas da bactéria Leptospira interrogans. Deste algoritmo gerou-
se um ficheiro em Excel com o resultado da interacdo prevista entre os proteomas dos

dois organismos, resultando em 4.677 interagdes possiveis (Figura 72).

Canis Leptospira
Q3YI¥4  |M6MS3De
Q3YIxXa M6ZPJ7
Q3YIXa N1UuLus
Q3YIxX4 M6GIX6
Q3YIX4 M&6GQA61
Q3YIX4  |MGZEB9
Q3YIX4  |MeGIu4
Q3YIxXa MeHGNA
Q3YIXa M6THUS
Q3YIxX4 M6THV2
Q3YIX4 NI1ULL3
Q3YIX4  |M5ZM25
Q3YIX4  |M5ZTVS
Q3YIxXa M5ZUE3
Q3YIXa MB6AZST
Q3YIxX4 M6BAOT
Q3YIX4 M6C770
Q3YIX4  |MBES99
Q3YIX4  |MeGUY1
Q3YIxXa M6H978

Q3YIXa MeHDQO
Q3YIX4 MGIKFS
Folha4 ® [l

NTO CONTAR: 4677

Figura 72- Excerto da tabela com os pares de interagcdes entre proteinas de Canis e Leptospira
previstos com o algoritmo Oralint.

Uma vez que a andlise das 4677 interacBes ndo seria possivel no ambito desta tese
focamo-nos na interacdo com as proteinas da saliva depositadas no CanisTecOme.
Verifica-se assim um resultado de 234 interacdes (Tabela 29) previstas entre as
proteinas de Leptospira interrogans e apenas uma proteina da saliva de Canis lupus

familiaris.
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Tabela 29- InteracBes possiveis entre os organismos Canis lupus familiaris e Leptospira
interrogans e posterior interacdo com proteinas da saliva.

Tipos de interagdo InteracBes possiveis
Proteinas entre os dois organismos 4.677
Proteinas salivares depositadas no CanisTecOme 234

O objetivo desta secdo era a analise das interacfes entre as proteinas do cao
identificadas na saliva e as proteinas de Leptospira mais especificamente 0s
serogrupos Icterohaemorrhagiae e Canicola que levam ao desenvolvimento da
leptospirose no cao.

Na figura 73 estd apresentada o resultado com uma rede de interacfes entre a Unica
proteina salivar com os 37 diferentes serogrupos da bactéria Leptospira interrogans.

Figura 73- Rede de interac@o entre a proteina salivar do Canis lupus familiaris (verde) e as
proteinas dos diferentes serogrupos da Leptospira interrogans (azul).

Seguidamente foi-se perceber se algumas destas proteinas de Leptospira interrogans
pertenciam aos serogrupos de interesse (Icterohaemorrhagiae e o Canicola). Como
mostra a figura 74 que surgiu como resultado de uma ampliacdo do resultado da figura
73 e com uma analise pormenorizada percebeu-se que a proteina salivar interage com
duas proteinas que pertencem a um dos serogrupos (Icterohaemorrhagiae) que levam

ao desenvolvimento da doenca leptospirose em caes.
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M6RHHO

MBRGN1

Figura 74- Rede de interacdo entre a proteina salivar do Canis lupus familiaris (verde) e as
proteinas da Leptospira interrogans com principal enfoque no serogrupo Icterohaemorrhagiae
(vermelho).

Para interpretar e concluir algo destas interacdes fomos caracterizar ao nivel funcional
estas trés proteinas.

A proteina salivar “Minor allergen Can f 2” (018874) é uma lipocalina que esta
envolvida na resposta a estimulos mais propriamente na resposta a feromonas, como
ja referido na seccéo 4.3.3 dos resultados e discusséo.

As feromonas para o cdo desempenham um papel importante no seu olfato, pois
através destas substancias conseguem detetar e ir ao encontro de uma fémea. Estas
moléculas existem na secrecdo vaginal volatil que anuncia o periodo de cio da cadela
e a necessidade de um parceiro para copular?’.

Relativamente as proteinas “Methyltransferase, UbiE/COQ5 family” (M6RHHO0) e “O-
methyltransferase domain protein” (M6RGN1) da Leptospira interrogans do serogrupo
Icterohaemorrhagiae estdo envolvidas na metilacdo e este processo biolégico pode
levar a modificagbes da fung¢éo de algumas proteinas, nomeadamente as histonas.
Neste caso, estas duas proteinas produzidas pela Leptospira interrogans
Icterohaemorrhagiae podem levar a uma possivel alteragcao da proteina salivar “Minor
allergen Can f 2” do cao, podendo assim bloquear possivelmente a sua funcédo, o que
gue ir4 originar alteracdo do faro do animal. Isto é apenas uma possibilidade, pois
ainda nao existe bibliografia que associe estas trés proteinas e sdo necessarios
estudos laboratoriais para comprovar experimentalmente esta possibilidade.
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Componente experimental
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4.5 Catalogacéo das amostras de saliva de Canis lupus familiaris

A etapa experimental consistiu na recolha de amostras de saliva de cdo e no seu
armazenamento em um repositério bioldégico modelo. Atualmente possui armazenadas
24 amostras de saliva de cdo em que estdo anotadas todas as caracteristicas e a
histéria clinica de cada animal (tabela 30).
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Tabela 30-Tabela de catalogacdo das amostras de saliva correspondente a cada animal.

Cédigo de

armazenamento amostra
VI2 11
VI3 12
VD2 3
VD3 7
VG3 8
VGl 2
VL1 1
VL2 2
Vi1 3
Vi4 14
VI5 15
VI6 16
VI7 19
VI8 20
VI9 21
VI10 24
Vi1l 25
VG2 9
VK1 1
VK2 13
VD1 5
VD4 6
VM1l 4
VM2 10

Numero Cddigo Coédigo
clinica raga

30 FSM
30 FSM
50 SE
30 SE
30 PO
30 PO
50 GR
50 GR
30 FSM
30 FSM
30 FSM
30 FSM
30 FSM
30 FSM
30 FSM
30 FSM
30 FSM
30 PO
30 PP
30 PP
30 SE
30 SE
30 UN
30 UN

Nome
Kiko
Mary
Nina
Lucas
Dick
Rocha
Teddy
Oscar
Black
Loba
Junior
Juca
Archie
Rex
Oliver
Marley
Mel
Kikas
Junior
Lucas
Pepe
Ted
Bonnie
Rex

M(x) F(x) Idade Castrado (x)

X

X

X X X X X X

X X X X

7

[uny
o VR RO

S v uwNNoN

O N UV P P NOOOPA~N

Tipo comida: Tipo de comida:
Dieta regular Mistura

X

X

X X X X X X X X

X

Medicagdo

Vacinagido/
Desparasitagdo
X

X

X

X X X X X X X X X X X

X

X

X X X

Saudavel Cancro
X

X X X X X X X X X X X X X X X X

X

Boa saude oral*
X
X

X

X X X X X X X X X X X X

X

Ma satide oral *
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As amostras de saliva de cédo divididas por diversas aliquotas de cées racas de Fila de
Sao Miguel, Podengo Portugués, Perdigueiro Portugués e o Serra da Estrela, Golden
Retriever e racas indeterminadas (Figura 75).

m Serra da Estrela
= Podengo
' « Fila de S50 Miguel

= Perdigueiro Portugués
m Golden Retriever

= Raca indeterminada

Figura 75- Distribuicdo das amostras de saliva de Canis lupus familiaris.

As amostras estdo devidamente identificadas de acordo com o cédigo Unico de
identificacdo onde est4 anotado numa tabela bem como as informac¢des de cada
animal como referido na sec¢éo 3.7.1 de materiais e métodos.

Das 24 amostras armazenadas das varias ragas portuguesas séo tanto de machos
como de fémeas. A figura 76 ilustra o nimero de amostras de cdo por género

armazenadas no repositorio.

m Masculing = Femenino

Figura 76- Distribuicdo por género das amostras de saliva de Canis lupus familiaris.
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De modo a estabelecer um controlo de qualidade das amostras a incluir na colecéo de
amostras de saliva escolhemos a titulo exemplificativo oito amostras para ser avaliado
o seu perfil de proteinas recorrendo a eletroforese SDS-PAGE.

As amostras usadas pertenciam a racas de cées Fila de Sdo Miguel, Serra da Estrela,
Podengo Portugués e o Golden Retriever, por cada raca usou-se duas amostras
(Tabela 30).
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Tabela 31- Amostras usadas no gel SDS-PAGE.

1 011 30 FSM Kiko 11 X 7 x X x x

2 012 30 FSM Mary 12 x 6 x x X X x

3 003 50 SE Nina 1 X 1 X X x x

4 007 30 SE Lucas 7 X 1 x x x X X

5 008 30 PO Dick 8 X 5 X X x x x X
6 002 30 PO Rocha 2 x 12 x X x x X X
7 001 50 GR Teddy 1 X 2 X x x x

8 002 50 GR Oscar 2 X 6 x X X x

O padréo de peso molecular usado foi EZ-Run Pre-Stained Protein Marker que é ideal para géis de separagéo de proteinas. Apos correr as
amostras num gel SDS-PAGE conseguimos observar pelo resultado (Figura 77) que as amostras de saliva (1 a 8) conseguem ter uma
guantidade de proteinas visualmente aceitavel.

112



Figura 77- Gel SDS-PAGE: MM-marcador molecular Fisher BioReagents™ EZ-Run™ Prestained Protein Marker, Perfil de proteinas obtido para cada
amostra de saliva correspondente ao dador de acordo com a tabela 30.
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5. Conclusdes

Ao longo da realizagdo deste trabalho foi possivel retirar diversas conclusoes.

Algumas das dificuldades apareceram ao longo da leitura dos artigos de prote6mica
gue causaram dificuldades na interpretacdo e em retirar conclusdes de cada artigo. As
dificuldades passaram pela falta de informagédo de cada animal em estudo (idade,
género e racga); falta de anotagdo de cddigos UniProt, cédigos UniProt em que na
maioria das vezes correspondiam a outro organismo e a falta de dados relativos a
regulagéo proteica.

Base de dados como por exemplo o UniProt tem informagdo mais funcional de cada
proteina, logo o CanisTecOme surgiu como uma anotacdo de proteinas e outras
informacdes referentes de cada artigo.

Deste modo a elaboracdo de uma base de dados como o CanisTecOme era
emergente na area da veterinaria.

O CanisTecOme esta em constante atualizacao, inserindo informagdes relevantes néo
s6 da proteina (regulagéo) como também do organismo onde foi identificada e entre
outros.

Com analise e revisdo da informacgdo anotada no CanisTecOme, concluimos que este
trabalho permitiu obter possiveis biomarcadores para determinadas patologias de
acordo com uma andlise de exclusividade de proteinas em doenga entre as amostras
biol6gicas. Este é um resultado, mas dados quantitativos das proteinas seriam
necessarios para associar a melhor proteina que caracteriza a patologia.

No que diz respeito & metodologia estabelecida para a recolha, armazenamento e
caracterizacdo de amostras de saliva esta mostrou-se com a qualidade adequada para

0 estabelecimento de um futuro repositério biologico de saliva animal.
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6. Perspectivas futuras

Como este trabalho tem fundamento e é promissor vai continuar a ser desenvolvido no

futuro.

As nossas perspetivas futuras sao:

1. Continuacédo da pesquisa de novos dados publicados de protedmica do Canis lupus

familiaris.
2. Atualizacao constante da base de dados- CanisTecOme.
3. Integracdo de dados quantitativos e ndo s6 qualitativo no CanisTecOme.

4. Verificar se as proteinas exclusivas em doenca, sugeridas neste trabalho como
biomarcadores sdo mesmo biomarcadores viaveis.

5. Testar a saliva in vivo como um promissor fluido de diagnéstico.

Um longo caminho ainda h& a percorrer para perceber realmente se a saliva sera

mesmo um promissor fluido de diagndstico para cao.
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8. Anexos

Anexo 1

Base de dados CanisTecOme

- < 5 5 e S g |3 £ £ | S
g .qE) o 0] T Q o0 % .0 Z
5 g S < g = | 5
o a =) =
£
(@]
P19708 Serum amyloid-A (SAA) Canis Serum German x Increased Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
P18649 Apolipoprotein E Canis Serum German x Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
P12278 Apolipoprotein C-II Canis Serum German X Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
F6Y2P4 Probable phospholipid-transporting | Canis Serum German X Canine 20440645
ATPase lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
P01785 Ig heavy chain V Canis Serum German X Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
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familia and
ris Mongrel
HOGWY1 Inter-a-trypsin inhibitor heavy chain | Canis Serum German Canine 20440645
H4 lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
P40321 IL-2 receptor y-chain Canis Serum German Overexpresse Canine 20440645
lupus shepherd d leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
Q697L1 Transient receptor potential cation Canis Serum German Canine 20440645
channel subfamily V lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
P19006 Haptoglobin Canis Serum German Increased Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
E2QUSO Probable dimethyladenosine Canis Serum German Canine 20440645
transferase lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
E2RE76 Apolipoprotein A-IV (APOA4) Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
P01618 Ig-kappa chain Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
P68213 Fibrinogen alpha chain Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel
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P02677 Fibrinogen beta chain Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel

P56595 Apolipoprotein C-I Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel

Q50KA9 Nucleoside diphosphate kinase A Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel

F6UMEO Alpha-2-macroglobulin Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel

E2R141 Complement C8 Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel

Q9GLD3 Transferrin receptor protein 1 Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel

Q8WN22 DNA-dependent protein kinase Canis Serum German Canine 20440645

catalytic subunit lupus shepherd leishmaniasis

familia and
ris Mongrel

QITV65S Angiotensinogen Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
familia and
ris Mongrel

E2RPW3 Serum paraoxonase/arylesterase 1 Canis Serum German Canine 20440645
lupus shepherd leishmaniasis
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familia
ris

and
Mongrel

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Pyometra

18319571

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Panniculitis

18319571

T2KENG6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Acute pancreatitis

18319571

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Polyarthritis

18319571

T2KENG6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Hemangiosarcoma

18319571

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Hypothyroidism

18319571

T2KENG6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Cushing Disease

18319571

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Diabetes mellitus

18319571
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P51742 TNF-a Canis Serum Various Canine Babesiosis 24553975
lupus breeds
familia
ris
J9P430 Transferrin Canis Urine Canine 24566125
lupus cardiopulmonary
familia dirofilariosis
ris
P49822 Serum albumin Canis Urine Canine 24566125
lupus cardiopulmonary
familia dirofilariosis
ris
Immunoglobulin gamma heavy Canis Urine Canine 24566125
chain D lupus cardiopulmonary
familia dirofilariosis
ris
P02648 Apolipoprotein A-l (APOA1) Canis Urine Canine 24566125
lupus cardiopulmonary
familia dirofilariosis
ris
HI9GWR8 Immunoglobulin lambda-like Canis Urine Canine 24566125
polypeptide 5-like (IGLL1) lupus cardiopulmonary
familia dirofilariosis
ris
P09582 Arginine esterase precursor Canis Urine Canine 24566125
lupus cardiopulmonary
familia dirofilariosis
ris
Inmunoglobulin gamma heavy chain | Canis Urine Canine 24566125
B lupus cardiopulmonary
familia dirofilariosis
ris
P60529 Hemoglobin subunit alpha Canis Urine Canine 24566125
lupus cardiopulmonary
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http://www.uniprot.org/uniprot/P02648

familia dirofilariosis
ris
P68213 Fibrinogen alpha chain Canis Urine Canine 24566125
lupus cardiopulmonary
familia dirofilariosis
ris
Immunoglobulin gamma heavy Canis Urine Canine 24566125
chain A lupus cardiopulmonary
familia dirofilariosis
ris
P54714 Trioseposphate isomerase Canis Biopsy: Increased Lymphoma 17438110
lupus Lymph protein in
familia | nodes disease
ris
P54714 Trioseposphate isomerase Canis Biopsy: Increased Lymphoma 17438110
lupus Lymph protein in
familia | nodes disease
ris
P54714 Trioseposphate isomerase Canis Biopsy: Mixed Misregulation | Lymphoma 17438110
lupus Lymph greed,
familia | nodes Newfoundl
ris and,
Dalmatian,
Pembroke
Welsh
corgi, and
Australian
shepherd
F1PNS6 Xaa-Pro dipeptidase Canis Biopsy: Mixed Lymphoma 17438110
lupus Lymph greed,
familia | nodes Newfoundl
ris and,
Dalmatian,
Pembroke
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http://www.uniprot.org/uniprot/P68213

Welsh

corgi, and
Australian
shepherd

E2R413

Macrophage capping protein

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Lymph
nodes

Mixed
greed,
Newfoundl
and,
Dalmatian,
Pembroke
Welsh
corgi, and
Australian
shepherd

Lymphoma

17438110

F1Q0JO

GST-P

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Lymph
nodes

Mixed
greed,
Newfoundl
and,
Dalmatian,
Pembroke
Welsh
corgi, and
Australian
shepherd

Decreased

Lymphoma

17438110

P49822

Albumin

Canis
lupus
familia
ris

Tear

Weimarane
r, English
Cocker
Spaniel,
Poodle,
Irish Setter,
Mongrel,
Boxer, Pit
Bull,
German

Increased

Various cancers

18164356
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Shepherd,
Brazilian
Fila, Viszla,
Doberman
Pinscher
and
Miniature
Pinscher

018840

Actin

Canis
lupus
familia
ris

Tear

Weimarane
r, English
Cocker
Spaniel,
Poodle,
Irish Setter,
Mongrel,
Boxer, Pit
Bull,
German
Shepherd,
Brazilian
Fila, Viszla,
Doberman
Pinscher
and
Miniature
Pinscher

Increased

Various cancers

18164356

Protein in an analogous position to
lacryglobulin in humans

Canis
lupus
familia
ris

Tear

Weimarane
r, English
Cocker
Spaniel,
Poodle,
Irish Setter,
Mongrel,
Boxer, Pit

Various cancers

18164356
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Bull,
German
Shepherd,
Brazilian
Fila, Viszla,
Doberman
Pinscher
and
Miniature
Pinscher

Protein major canine allergen,
analogous to lipocalin in humans

Canis
lupus
familia
ris

Tear

Weimarane
r, English
Cocker
Spaniel,
Poodle,
Irish Setter,
Mongrel,
Boxer, Pit
Bull,
German
Shepherd,
Brazilian
Fila, Viszla,
Doberman
Pinscher
and
Miniature
Pinscher

Various cancers

18164356

Q6EIZ0

Cytokeratin 10

Canis
lupus
familia
ris

Biospy:
Mammary
gland

Terrier

Mammary gland
tumor

23375365

Q6EIZ1

Cytokeratin 2

Canis
lupus

Biospy:
Mammary

Terrier

Mammary gland
tumor

23375365

127


http://www.uniprot.org/uniprot/Q6EIZ0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6EIZ1

familia | gland
ris
Q6EIY9 Cytokeratin 1 Canis Biospy: Terrier Mammary gland 23375365
lupus Mammary tumor
familia | gland
ris
E2RSU3 Elongation factor-like protein (EF- Canis Biospy: Terrier Mammary gland 23375365
Tu) lupus Mammary tumor
familia | gland
ris
E2RSF2 Manganese superoxide dismutase Canis Biospy: Terrier Mammary gland 23375365
(Mn-SOD) lupus Mammary tumor
familia | gland
ris
JINWQ2 Angiopoietin-related protein 5-like Canis Saliva Various Allergies 23464525
lupus breeds
familia
ris
E2QXJ0 BPI fold-containing family A Canis Saliva Various Allergies 23464525
member 2 isoform 1 lupus breeds
familia
ris
JONZ24 Mucin-5B Canis Saliva Various Allergies 23464525
lupus breeds
familia
ris
IgA heavy chain constant region Canis Saliva Various Allergies 23464525
lupus breeds
familia
ris
P49822 Albumin (Can f 3) Canis Saliva Various Allergies 23464525
lupus breeds
familia
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q6EIY9

ris

018873 Major allergen Can f 1 precursor Canis Saliva Various Allergies 23464525
lupus breeds
familia
ris
P49822 Serum albumin precursor (Can f 3) Canis Saliva Various Allergies 23464525
lupus breeds
familia
ris
H2B3G5 Allergen Fel d 4-like (Can f 6) Canis Saliva Various Allergies 23464525
lupus breeds
familia
ris
018874 Minor allergen Can f 2 precursor Canis Saliva Various Allergies 23464525
lupus breeds
familia
ris
E2QXE7 BPI fold-containing family A Canis Saliva Various Allergies 23464525
member 1 lupus breeds
familia
ris
D7PBH4 Allergen Can f 4 precursor Canis Saliva Various Allergies 23464525
lupus breeds
familia
ris
P49822 Albumin Canis Urine Chronic kidney 23952327
lupus disease (CKD)
familia
ris
Immunoglobulin G Canis Urine Leishmaniasis 23952327
lupus
familia
ris
Immunoglobulin G Canis Urine leptospirosis 23952327
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http://www.uniprot.org/uniprot/P49822
http://www.uniprot.org/uniprot/O18874

lupus

familia
ris

Immunoglobulin G Canis Urine pyometra 23952327
lupus
familia
ris

Immunoglobulin G Canis Urine hypercortisolism 23952327
lupus
familia
ris

Immunoglobulin G Canis Urine X-Linked Hereditary 23952327
lupus Nephropathy
familia (XLHN)
ris

Immunoglobulin G Canis Urine Chronic kidney 23952327
lupus disease (CKD)
familia
ris

Immunoglobulin A Canis Urine Leishmaniasis 23952327
lupus
familia
ris

Immunoglobulin A Canis Urine leptospirosis 23952327
lupus
familia
ris

Immunoglobulin A Canis Urine pyometra 23952327
lupus
familia
ris

F1Q4D9 Retinol-binding protein Canis Urine Chronic kidney 23952327

lupus disease (CKD)
familia
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ris

F1Q4D9 Retinol-binding protein Canis Urine X-Linked Hereditary 23952327
lupus Nephropathy
familia (XLHN)
ris
F1Q4D9 Retinol-binding protein Canis Urine urolithiasis 23952327
lupus
familia
ris
P19341 beta 2-Microglobulin Canis Urine X-Linked Hereditary 23952327
lupus Nephropathy
familia (XLHN)
ris
JONUI6 al-Microglobulin Canis Urine X-Linked Hereditary 23952327
lupus Nephropathy
familia (XLHN)
ris
N-acetyl-B-D-glucosaminidase Canis Urine Pyometra 23952327
lupus
familia
ris
N-acetyl-B-D-glucosaminidase Canis Urine aminoglycoside- 23952327
lupus nephrotoxicosis
familia
ris
N-acetyl-B-D-glucosaminidase Canis Urine Splatin-induced 23952327
lupus acute kidney injury
familia (AKI)
ris
N-acetyl-B-D-glucosaminidase Canis Urine pyelonephritis 23952327
lupus
familia

ris
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E2RTH3 Y-Glutamyltransferase Canis Urine Pyometra 23952327
lupus
familia
ris

E2RTH3 Y-Glutamyltransferase Canis Urine aminoglycoside- 23952327
lupus nephrotoxicosis
familia
ris

E2RTH3 Y-Glutamyltransferase Canis Urine cisplatin-induced 23952327
lupus AKI, naturally
familia occurring AKI
ris

F1PVWO Lactate dehydrogenase Canis Urine Cisplatin-induced 23952327
lupus AK
familia
ris

Q9NOV1 Alkaline phosphatase Canis Urine Pyometra 23952327
lupus
familia
ris

Q86273 Tamm-—Horsfall Protein Canis Urine Chronic kidney 23952327

(uromodulin) lupus disease (CKD)

familia
ris

Q86273 Tamm-Horsfall Protein urolithiasis 23952327

(uromodulin)

Q29416 IL-2 Canis Urine Acute kidney injury 23952327
lupus
familia
ris

P41324 IL-8 Canis Urine Cisplatin-induced 23952327
lupus AKI
familia

ris
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P52203 Monocyte chemoattractant protein- | Canis Urine Cisplatin-induced 23952327
1 (MCP-1) lupus AKI
familia
ris
P48749 Granulocyte-macrophage colony- Canis Urine Cisplatin-induced 23952327
stimulating factor (GM-CSF) lupus AKI
familia
ris
Keratinocyte derived chemokine Canis Urine Cisplatin-induced 23952327
(KC) lupus AKI
familia
ris
P49822 Serum albumin Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
P02648 Apolipoprotein Al Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
A1lLJO Serpin peptidase inhibitor, clade A, Canis Serum German Multicentric 23369383
member 1 precursor lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
E2R5W6 Vitamin D-binding protein (DBP) Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
HO9GWRS Immunoglobulin k-like polypeptide Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
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familia Boxer and
ris Labrador
retriever
F1PIX8 Complement C3 Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
J9PAD1 Complement C4 Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
Immunoglobulin heavy chains Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
J9P430 Transferrin Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
F1PZR4 Haemopexin Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
P49822 Albumin Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
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E2QUV3 Alpha-2-HS-glycoprotein Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
P19006 Haptoglobin Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
P25473 Clusterin Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
F6UMEO a2 macroglobulin Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
P02648 Apolipoprotein A-l (APOA1) Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
P18649 Apolipoprotein E Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
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ris

Labrador

retriever
F1PH87 a-antichymotrypsin Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
E2QW61 Lipopolysaccharide binding protein Canis Serum German Multicentric 23369383
(LPS) lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
E2RES2 Antithrombin-Ill (AT Il1) Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
JONUI6 Inter-a-trypsin inhibitor Canis Serum German Multicentric 23369383
lupus shepherd, lymphoma
familia Boxer and
ris Labrador
retriever
E2R5B2 Canine neuron-specific enolase Canis Cerebrosp | Pugs, Shih- Increased Meningoencephaliti 22251802
(NSE) lupus inal fluid Tzus, s of unknown
familia Yorkshire etiology
ris Terriers,
Chihuahuas
, Malteses
and
Pekingeses
P49822 Albumin Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology

ris
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F1PCK2 Alpha-1-B glycoprotein Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris

E2R4V3 Alpha-2-antiplasmin Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris

E2QUV3 Alpha-2-HS-glycoprotein Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris

QITV65 Angiotensinogen Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris

E2RES2 Antithrombin-IIl (ATIII) Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris

P02648 Apolipoprotein A-l (APOA1) Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris

E2RE76 Apolipoprotein A-IV (APOA4) Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris

P33703 Beta-2-glycoprotein 1 precursor Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris

P25473 Clusterin Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
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familia etiology
ris
F1PIX8 Complement C3 Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2RS75 Complement factor B precursor Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
(C3/C5 convertase) lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
J9P5FO Complement factor D precursor (C3 | Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
convertase activator) lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
JONTL7 Complement factor H precursor (H Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
factor 1) lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2RCJ9 Contactin 1 isoform 2 precursor Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
isoform 1 lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
P18649 Apolipoprotein E Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2RMA3 Osteonectin/SPARC Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
F6Y3P9 Gelsolin Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology

ris
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P19006 Haptoglobin heavy chain Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
F1PZR4 Hemopexin Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
F1PQL8 Hypothetical protein Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
Immunoglobulin gamma heavy Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
chain B lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
Immunoglobulin gamma heavy Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
chain C lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
HI9GWR8 Immunoglobulin lambda-like Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
polypeptide 1 precursor (IGLL1) lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2FGH6 Kallikrein 6 precursor Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2R886 Kininogen-1 Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2R833 Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1 Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
(LRG1) lupus inal fluid s of unknown
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familia etiology
ris
F2z4Q7 Pigment epithelium-derived factor Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
(PEDF) lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2RC23 Procollagen C-proteinase enhancer Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
protein precursor (PCPE) lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
J9P430 Transferrin Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
AlILJO Serpin peptidase inhibitor, clade A Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
(a-AT) lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
P49822 Serum albumin Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2RPF3 SPARC-like protein 1 precursor (High | Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
endothelial venule protein) lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2R5U8 Transthyretin Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
E2R5W6 Vitamin D-binding protein (DBP) Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
lupus inal fluid s of unknown
familia etiology

ris
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Q4GX49 Zinc-alpha-2-glycoprotein precursor | Canis Cerebrosp | Beagles Meningoencephaliti 22251802
(Zn-alpha-2-glycoprotein) lupus inal fluid s of unknown
familia etiology
ris
P25473 Clusterin Canis Serum Beagles Expressed Obesity 22591953
lupus significantly
familia more before
ris vs after
weight loss
F1Q4D9 Retinol-binding protein 4 (RBP4) Canis Serum Beagles Expressed Obesity 22591953
lupus significantly
familia more before
ris vs after
weight loss
AlILJO Serpin peptidase inhibitor, clade A Canis Serum Beagles Decreased in Obesity 22591953
(a-AT) lupus disease
familia
ris
P49822 Albumin Canis Serum Flat-Coated 23369386
lupus Retrievers,
familia Labrador

ris

Retrievers,
cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger
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P02648

Apolipoprotein A-l (APOA1)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386

P49822

Serum albumin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
Cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386

142



E2R886

Kininogen-1

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386

AllLO

Serpin peptidase inhibitor, clade A,
member 1 precursor

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
Cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386

E2R5W6

Vitamin D-binding protein (DBP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,

23369386

143



Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

F1PIX8

Complement C3

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
Cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386

JO9PAD1

Complement C4

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386
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F1PZR4

Haemopexin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386

Immunoglobulin heavy chains

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
Cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386
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H9GWRS8

Immunoglobulin k-like polypeptide

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386

J9P430

Transferrin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Flat-Coated
Retrievers,
Labrador
Retrievers,
Cross-
breeds,
Greyhound
s, Boxer,
Italian
Spinone,
British
Bulldog and
Leonberger

23369386

Q6889D1

TLR-2

Canis
lupus
familia
ris

23532922

F1PDB9

TLR-4

Canis
lupus
familia
ris

23532922




Q512M8

TLR-9

Canis
lupus
familia
ris

23532922

AllLO

o 1-proteinase inhibitor (a1-Pl)

Canis
lupus
familia
ris

Feces

23532922

J9P8S3

Calprotectin (S100A8/S100A9)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

23532922

JOP8S3

Calprotectin (S100A8/S100A9)

Canis
lupus
familia
ris

Feces

23532922

E2RNM5

N-Methylhistamine (NMH)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

23532922

E2RNM5

N-Methylhistamine (NMH)

Canis
lupus
familia
ris

Feces

23532922

Leukotriene E4 (LTE4)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

23532922

E2RCEO

Cystatin C

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Mix of
breeds

Increased

Renal insufficiency

16244971
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T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Canine Babesiosis

15902658

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Kennel Cough

15902658

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Ehrlichiosis

15902658

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Escherichia coli
sepsis

15902658

T2KENG6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Leishmaniosis

15902658

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Leptospirosis

15902658

T2KENG6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Parvovirosis

15902658

T2KEN6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Trypanosomiasis

15902658

P19708

Serum amyloid-A (SAA)

Canis
lupus

Kennel Cough

15902658
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familia
ris

P19708

Serum amyloid-A (SAA)

Canis
lupus
familia
ris

Leishmaniosis

15902658

P19708

Serum amyloid-A (SAA)

Canis
lupus
familia
ris

Parvovirosis

15902658

P19006

Haptoglobin

Canis
lupus
familia
ris

Leishmaniosis

15902658

P19006

Haptoglobin

Canis
lupus
familia
ris

Trypanosomiasis

15902658

F6Y713

Alpha-1-acid glycoprotein (AGP)

Canis
lupus
familia
ris

Canine Babesiosis

15902658

F6Y713

Alpha-1-acid glycoprotein (AGP)

Canis
lupus
familia
ris

Ehrlichiosis

15902658

F6Y713

Alpha-1-acid glycoprotein (AGP)

Canis
lupus
familia
ris

Parvovirosis

15902658

F1PAX2

Ceruloplasmin (Cp)

Canis
lupus
familia
ris

Leishmaniosis

15902658
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F6Y713

Alpha-1-acid glycoprotein (AGP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Increased

Canine babesiosis

24885808

P02648

Apolipoprotein A-I (APOA1)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Increased

Canine babesiosis

24885808

E2RES2

Antithrombin-IIl (AT 1lI)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Decreased

Canine babesiosis

24885808

E2R5W6

Vitamin D-binding protein (DBP)

Canis

Serum

Decreased

Canine babesiosis

24885808
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lupus
familia
ris

E2RE76

Apolipoprotein A-IV (APOA4)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Increased

Canine babesiosis

24885808

F1PIX8

Complement C3

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Increased

Canine babesiosis

24885808

J9P430

Transferrin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Increased

Canine babesiosis

24885808

F1PZR4

Hemopexin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Increased

Canine babesiosis

24885808
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E2QUV3

Alpha-2-HS-glycoprotein

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Increased

Canine babesiosis

24885808

P19006

Haptoglobin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Concentration
of Hp can be
influenced

Canine babesiosis

24885808

E2R4V3

Alpha-2-antiplasmin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Canine babesiosis

24885808

P25473

Clusterin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Canine babesiosis

24885808
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E2R833 Leucine-rich-a2-glycoprotein Canis Serum Increased Canine babesiosis 24885808
lupus
familia
ris
Q4GX49 Zinc-alpha-2-glycoprotein Canis Serum Canine babesiosis 24885808
lupus
familia
ris
Immunoglobulin gamma heavy Canis Serum Canine babesiosis 24885808
chain B lupus
familia
ris
Immunoglobulin gamma heavy Canis Serum Canine babesiosis 24885808
chain C lupus
familia
ris
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IgA heavy chain constant region

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Canine babesiosis

24885808

T2KENG6

C-reactive protein (CRP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

Increased with
disease

Canine babesiosis

24885808

E2R3H9

Protein tau

Canis
lupus
familia
ris

Cerebrosp
inal fluid

Increased

Intervertebral disc
herniation

23499240

Q6YKA4

HMGB1 (High-mobility group box 1)

Canis
lupus
familia
ris

Cerebrosp
inal fluid

Beagles

Increased in
disease

Encephalitis

21441719

F1PCV3

Angiotensin 1-converting enzyme

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128
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Q3HTU2

Angiotensin 1-converting enzyme 2

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

F1PHI4

Aminoacylase 1

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

F1PALS

Angiotensinogen

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2QXS7

S-adenosylhomocysteine

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2QUV3

Alpha-2-HS-glycoprotein

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

P49822

Albumin

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

F1PBT3

Fructose-bisphosphate

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

Q6UKI2

Amnionless protein precursor

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

P02648

Apolipoprotein A-I (APOA1)

Canis
lupus

Urine

24773128
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familia
ris

Q9N2J4 Aquaporin 1 Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
E2RRSO ADP-ribosylation factor-(like) 6 Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
F1PPR8 Argininosucinate lyase isoform 3 Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
E2QUO08 Argininosucinate synthetase 1 Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
E2RR34 ATPase, H+ transporting, lysosomal Canis Urine 24773128
VO subunit a4 lupus
familia
ris
E2R1IWS5 Atpase, H+ transporting, lysosomal Canis Urine 24773128
56/58 kDa, V1 subunit B1 lupus
familia
ris
F1PGZ1 UDP-Gal:bGlcNac b 1,4- Canis Urine 24773128
galactosyltransferase 1, membrane- | lupus
bound form familia
ris
F1PDY8 Carbonic anhydrase Il Canis Urine 24773128
lupus
familia

ris
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E2RBS1

Carbonic anhydrase IV precursor

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2R417

Chromatin modifying protein 2B

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

P25473

Clusterin

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

Q9GLN3

alpha 3 type VI collagen (isoform 5
precursor)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2RCL5

Crystalline, | isoform (1)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2RDY8

Cystathionase isoform (2), [we got
1]

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

F1P9I9

Cathepsin A (precursor)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

Q4LALS

Cathepsin D

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

JONSU7

Dimethylarginine
dimethylaminohydrolase 1

Canis
lupus

Urine

24773128
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familia
ris

E2RNC3

Dynamin 2 (isoform 4)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2RSE5

Dihydropyrimidinase [isoform 1]

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

JONV58

Dysferlin

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2R612

EGF-containing fibulin-like
extracellular matrix

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

Q9BEAO

Epidermal growth factor

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

Qs8mMiD1

Elastase (2), neutrophil

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

FEXRM5

Glutamyl aminopeptidase
(aminopeptidase A)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2RAN6

Fructose-1, 6-bisphosphatase 1

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128
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P68213 Fibrinogen, a (polypeptide isoform Canis Urine 24773128
a-E) lupus
familia
ris
Q53VvB8 Ferritin, light (polypeptide), [chain] Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
E2REV9 (Acid) a-glucosidase preprotein Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
E2R2C3 y-glutamyltransferase Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
E2R2C3 Glucose [6-]phosphate isomerase Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
F1Q2D2 Glutathione synthetase Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
F6X9H7 4-Hydroxyphenylpyruvate Canis Urine 24773128
dioxygenase lupus
familia
ris
E2QX67 Hydroxyprostaglandin Canis Urine 24773128
dehydrogenase 15-(NAD) lupus
familia
ris
F1PZR4 Hemopexin Canis Urine 24773128
lupus
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familia
ris

Immunoglobulin-y

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

F1Q0B8

Kallikrein 1 preprotein

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

P38486

Galectin 3 [binding precursor]

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

F1PHH4

[lg superfamily containing] Leucine-
rich repeat (kinase 2)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

G1K265

Lysozyme precursor

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2RQ25

Membrane metallo-endopeptidase

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

JONU82

Myosin[-6] (heavy chain 14) isoform
1

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2RMB9

N-myc downstream regulated gene
1

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128
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JONVX3 Nebulin [related anchoring protein Canis Urine 24773128
isoform S isoform 2] lupus
familia
ris
E2QS13 DJ-1 protein [isoform 1] Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
L7NOI9 [D-3] Phosphoglycerate Canis Urine 24773128
dehydrogenase lupus
familia
ris
Q29536 Pyruvate kinase (liver, and RBC Canis Urine 24773128
isoform) lupus
familia
ris
Q52586 Podocalyxin Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
E2RGU7 Protein kinase C (1)) [& caseine Canis Urine 24773128
kinase substrate in neurons 3 lupus
isoforms] familia
ris
JONZU4 Prominin 1 [precursor Canis Urine 24773128
lupus
familia
ris
E2RK37 RAB3 Canis Urine 24773128
lupus
familia

ris
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F1Q4D9

Retinol-binding protein 4 (RBP4)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2RRC6

Radixin [moesin-binding
phosphoprotein 50

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

F6UKR7

Solute carrier family 12, member 3

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

Q9GKM3

Solute carrier family 3, member 1

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

J9P430

Transferrin

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

Q86273

Tamm-—Horsfall Protein
(uromodulin)

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

Q9XSB8

Tripeptidyl-peptidase 1

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128

E2RGP6

Tumor susceptibility gene

Canis
lupus
familia
ris

Urine

24773128
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P63050 Ubiquitin A-52 ribosomal protein Canis Urine 24773128
fusion product 1 lupus
familia
ris
Q86273 Tamm-—Horsfall Protein Canis Urine 24773128
(uromodulin) lupus
familia
ris
E2R002 Prostaglandin reductase 1 isoform 1 | Canis Urine Scottish Transitional cell 24704347
lupus Terrier, carcinoma
familia American
ris Eskimo,
Welsh
Corgi and
mixed
breed
E2RHG2 Peroxiredoxin-1 Canis Urine Scottish Transitional cell 24704347
lupus Terrier, carcinoma
familia American
ris Eskimo,
Welsh
Corgi and
mixed
breed
F1P8GO Fibrinogen gamma chain isoform 1 Canis Urine Scottish Transitional cell 24704347
lupus Terrier, carcinoma
familia American
ris Eskimo,
Welsh
Corgi and
mixed
breed
Q7YQC6 Heat shock protein 70 Canis Urine Scottish Transitional cell 24704347
lupus Terrier, carcinoma
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familia
ris

American
Eskimo,
Welsh
Corgi and
mixed
breed

Q4KKT6

Collagen alpha-3(VI) chain precursor

Canis
lupus
familia
ris

Urine

Scottish
Terrier,
American
Eskimo,
Welsh
Corgi and
mixed
breed

Transitional cell
carcinoma

24704347

F1PBZ4

NAD(P)H dehydrogenase [quinone]
1

Canis
lupus
familia
ris

Urine

Scottish
Terrier,
American
Eskimo,
Welsh
Corgi and
mixed
breed

Transitional cell
carcinoma

24704347

F1PBL1

14-3-3 protein zeta/delta isoform 2

Canis
lupus
familia
ris

Urine

Scottish
Terrier,
American
Eskimo,
Welsh
Corgi and
mixed
breed

Transitional cell
carcinoma

24704347

Q3YIX4

Phosphatidylethanolamine-binding
protein 1

Canis
lupus
familia
ris

Urine

Scottish
Terrier,
American
Eskimo,

Transitional cell
carcinoma

24704347
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Welsh

Corgi and
mixed
breed
E2R413 Macrophage-capping protein Canis Urine Scottish Transitional cell 24704347
lupus Terrier, carcinoma
familia American
ris Eskimo,
Welsh
Corgi and
mixed
breed
F1PDY8 Carbonic anhydrase Il Canis Urine Scottish Transitional cell 24704347
lupus Terrier, carcinoma
familia American
ris Eskimo,
Welsh
Corgi and
mixed
breed
J9P127 Thymosin B4 Canis Saliva Mixed 23262355
lupus breeds
familia
ris
P80009 Plasminogen Canis Serum 24768907
lupus
familia

ris
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E2RS75

Complement factor B

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

Ig y chain (multimer)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

F1PGMS9

C4b-binding protein a chain

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

Ig 1 chains

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

J9P430

Transferrin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907
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F1PCK2

alB glycoprotein

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

E2R886

Kininogen-1

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

P49822

Albumin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

F1PZR4

Hemopexin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

Ig o chains

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907
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AllLO

al-Antitrypsin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

E2QUV3

a2-HS-glycoprotein

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

E2R5U8

Transthyretin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

E2R5W6

Vitamin D-binding protein (DBP)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

Ig y chains

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907
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E2RES2

Antithrombin-IIl (ATIII)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

P25473

Clusterin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

F1PIX8

Complement C3

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

F1PDJ7

Zinc-a2-glycoprotein

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

P19006

Haptoglobin B chain

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907
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J9PAD1

Complement C4

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

Ig L chains

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

P02648

Apolipoprotein A-I (APOA1)

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

P19006

Haptoglobin a chain

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907

E2R5U8

Transthyretin

Canis
lupus
familia
ris

Serum

24768907
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E2R4V3 Alpha-2-antiplasmin Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

018840 Actin-gamma Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

E2QUV3 Alpha-2-HS-glycoprotein Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

P02648 Apolipoprotein A-I (APOA1) Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

E2RE76 Apolipoprotein A-IV Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

E2RES2 Antithrombin-IlI (ATIII) Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

Q4GX49 Zinc-alpha-2-glycoprotein Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

J9PAD1 Complement C4 Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid

ris
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E2RS75 Complement factor B Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

P25473 Clusterin Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

F1P8GO Fibrinogen gamma chain Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

E2R5W6 Vitamin D-binding protein (DBP) Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

F6Y3P9 Gelsolin Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

P19006 Haptoglobin Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

G1K2D9 Haptoglobin-related protein Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris

E2QzQ1 Inhibitor of carbonic anhydrase Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid

ris
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E2RPW3 Paraoxonase/arylesterase 1 Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris
F1Q4D9 Retinol-binding protein 4 (RBP4) Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris
J9P430 Transferrin Canis Biopsy: Beagles 21040564
lupus Follicular
familia | fluid
ris
E2R5B2 o-Enolase Canis Serum Terrier, Breast cancer 24338489
lupus Mixed
familia breed and
ris German
shepherd
E2RT65 Phosphoglycerate mutase 1 Canis Serum Terrier, Breast cancer 24338489
(PGAM1) lupus Mixed
familia breed and
ris German
shepherd
P54714 Triose phosphate isomerase (TPI) Canis Serum Terrier, Breast cancer 24338489
lupus Mixed
familia breed and
ris German
shepherd
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E2RSF2 Manganese superoxide dismutase Canis Serum Terrier, Breast cancer 24338489
(Mn-SOD) lupus Mixed
familia breed and
ris German
shepherd
Q6EIZ0 Cytokeratin 10 Canis Serum Terrier, Breast cancer 24338489
lupus Mixed
familia breed and
ris German
shepherd
J9P430 Transferrin Canis Serum 24366156
lupus
familia
ris
Q28280 B-amyloid Canis Cerebrosp Alzheimer’s disease 23582658
lupus inal fluid
familia
ris
Q86374 Myotrophin Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F6X7L0 Tropomyosin 4 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2RQ77 Creatine kinase, mitochondrial 2 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
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ris

F6Y713 similar to Alpha-1 acid glycoprotein Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2R9P5 Cysteine and glycine-rich protein 3 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2RGI4 Chloride intracellular channel 4 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1PCK2 Alpha-1-B glycoprotein Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2QUV3 Alpha-2-HS-glycoprotein Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1PGY1 Putative heat shock protein HSP 90- | Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
alpha A4 lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1Q0JO Glutathione S-transferase Pl Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
isozyme YD1-2YD1-2(IV-HB) lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
Q8HY67 Acidic leucine-rich nuclear Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
phosphoprotein 32 family lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
P49822 Serum albumin (allergen Can f 3) Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
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lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
P28490 Calreticulin Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2R9B6 Fetuin B Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
JONXT1 similar to tubulin, alpha 2 isoform 2 | Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
J9P965 PDZ and LIM domain 3 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1P6B7 Annexin | Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1PZR4 Hemopexin Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F2Z4AN7 Cardiac actin Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2RAH4 Tropomyosin beta chain Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
(Tropomyosin-2) lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
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ris

E2RJL1 Lectin, galactoside-binding, soluble, | Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
1 (galectin 1) lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
aspartate aminotransferase 1 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1PJW2 perilipin 4 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1PV96 Myosin, light chain 1, alkali; skeletal, | Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
fast lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
Q6TEQ7 Annexin A2 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1Q3Y0 profilin 1 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
Q7YRF5 Cardiac titin Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
Q8Mmia7 Serine/threonine-protein Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
phosphatase PP1-beta catalytic lupus Muscle Retriever ed dystrophy
subunit familia

ris
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HI9GWS55 Phosphoglycerate mutase 2 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
(muscle) lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
L7NOI7 Tubulin, beta 2C Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2R8F7 Myosin, light chain 3, alkali; Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
ventricular, skeletal, slow lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1PLS4 Vimentin-like protein Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2QYC2 Tubulin, beta 6 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2RBM2 Phosphate cytidylyltransferase 1, Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
choline. alpha lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2RKV6 Myosin binding protein H Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
Q076A8 Developmental myosin heavy chain Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
embryonic lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1PYD6 Myopalladin Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
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lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
JONT37 Prostaglandin E synthase 3 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
(cytosolic) lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2RAH4 Tropomyosin beta chain Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
(Tropomyosin-2) lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
JINT16 Eukaryotic translation elongation Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
factor 1 beta 2 lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F6XIP5 Myosin, light chain 6B Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
F1PJ63 Bridging integrator 1 Canis Biopsy: Golden Overrepresent | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever ed dystrophy
familia
ris
E2RRC9 Phosphoglycerate kinase 1 Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
F1PLG8 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, C- | Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
2 to C-3 short chain lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2R5B2 Enolase 3 (beta, muscle) Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
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ris

Q28259 Glyceraldehyde-3-phosphate Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
dehydrogenase (GAPDH) (EC lupus Muscle Retriever nted dystrophy
1.2.1.12) familia
ris
E2RCY8 Aconitase 2, mitochondrial Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
Q076A8 Developmental myosin heavy chain Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
embryonic lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2RSI5 Ubiquinol-cytochrome c reductase Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
core protein | lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
J9P7A6 Aldolase A Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2QXA3 Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
very long chain lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
Q076A7 Myosin-2 (Myosin heavy chain 2) Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
P49824 Myosin-7 (Myosin heavy chain 7) Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
Q076A4 Myosin-8 (Myosin heavy chain 8) Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
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lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
F1PUL4 Phosphoglucomutase 1 Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
F1PDZ7 Carbonic anhydrase Ill, muscle Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
specific lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2R974 Fatty acid binding protein 4, Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
adipocyte lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2R507 Fatty acid binding protein 3, muscle | Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
and heart lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
F1PYG8 Malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37) | Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
B4YY02 Adenylate kinase 1 Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2RRD4 Peroxiredoxin 3 Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2QS13 Parkinson disease (autosomal Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
recessive, early onset) 7 lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
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ris

E2RR27 Ubiquinol-cytochrome c reductase Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
hinge protein lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
F1IPWM7 Heat shock protein, alpha-Crystallin- | Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
related. B6 lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
046674 Sarcoplasmic/endoplasmic Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
reticulum calcium ATPase 2 lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2RNG2 similar to ATP synthase alpha chain, | Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
mitochondrial precursor lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
F1PGU1 Myosin regulatory light chain 2, Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
skeletal muscle isoform lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
aspartate aminotransferase 2 Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
F1PC72 voltage-dependent anion channel 1 | Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2RR74 Calcium/calmodulin-dependent Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
protein kinase (CaM kinase) Il delta lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia

ris
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P05123 Creatine kinase M-type Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
P19006 Haptoglobin Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
P52784 6-phosphofructokinase, muscle type | Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
(Phosphofructokinase 1) lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
J9P849 Proteasome (prosome, macropain) Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
subunit, alpha type, 3 lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2REMO Cytochrome c-1 Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2RKG3 Translocase of outer mitochondrial Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
membrane 70 homologue lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2RRD1 Protein kinase, cCAMP-dependent. Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
regulatory, type Il, alpha lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2RRB2 ATPase, Capp transporting, cardiac Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
muscle, fast twitch 1 lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia

ris
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E2QzV5 Protein kinase, cAMP-dependent, Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
regulatory, type |, alpha lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2R5B2 ENO1 enolase 1 Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2R268 Pyruvate dehydrogenase Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
(lipoamide) beta lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2RL61 Myomesin-3 Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2RMB7 Myotilin (Titin immunoglobulin Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
domain protein) lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
J9P2G7 Cofilin 2 Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
E2R3Y5 Adenosine monophosphate Canis Biopsy: Golden Underreprese | Duchenne muscular 21410286
deaminase 2 lupus Muscle Retriever nted dystrophy
familia
ris
FeUYJ9 Calreticulin Canis Biopsy: Bull terrier Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia

ris
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F1PL97 Prolyl-4-hydroxylase Canis Biopsy: Bull terrier Decrease Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris

E2RAUS 75 kDa Glucose regulated protein Canis Biopsy: Bull terrier Decrease Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris

E2RD86 ER-60 protein Canis Biopsy: Bull terrier Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris

F1PBJ8 Aldehyde dehydrogenase Canis Biopsy: Bull terrier Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris

Q8HZM5 Glutamine synthetase Canis Biopsy: Bull terrier Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris

E2R5B2 a-enolase Canis Biopsy: Bull terrier Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris

F1Q2N5 Glutamate dehydrogenase 1 Canis Biopsy: Bull terrier Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris

P19006 Hatoglobin Canis Biopsy: Bull terrier Increase Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris

E2R2G3 Regucalcin Canis Biopsy: Bull terrier Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis

185



familia
ris
Q6FHP5 Prohibitin Canis Biopsy: Bull terrier Decrease Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris
Q6EIZ0 Keratin 10 Canis Biopsy: Bull terrier Decrease Lethal 17693109
lupus Liver acrodermatitis
familia
ris
E2RB31 150 kDa oxygen-regulated protein Canis Biopsy: N paralytic; Rabies 21942679
precursor (Orp150) (Hypoxia up- lupus Spinal NS furious
regulated 1) familia | cord
ris
E2R5B9 Glutathione S-transferase Mu 3 Canis Biopsy: /N paralytic; | Rabies 21942679
(GSTM3-3) (GST class-mu 3) lupus Brainstem NS furious
(hGSTM3-3) isoform 1 familia
ris
Q8MJ04 Oxygen-regulated protein 1; Canis Biopsy: J paralytic; | Rabies 21942679
AltName: Full=Retinitis pigmentosa lupus Spinal NS furious
RP1 protein homologue familia | cord
ris
E2RHG2 Peroxiredoxin 1 Canis Biopsy: { paralytic; | Rabies 21942679
lupus | Spinal J furious
familia | cord
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ris

Q6TEQ7 Annexin A2 Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
lupus | Spinal J furious
familia | cord
ris
Q6TEQ7 Annexin A2 Canis Biopsy: Mparalytic; Rabies 21942679
lupus | Spinal NS furious
familia | cord
ris
E2RCI8 Annexin A6 (Annexin VI) (Lipocortin | Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
VI) (P68) (P70) (Protein Ill) lupus Brainstem J furious
(Chromobindin 20) (67 kDa familia
calelectrin) (Calphobindin-Il) (CPB-II) | ris
isoform 2
E2RCI8 Annexin A6 (Annexin VI) (Lipocortin | Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
V1) (P68) (P70) (Protein Ill) lupus Hippocam M furious
(Chromobindin 20) (67 kDa familia | pus
calelectrin) (Calphobindin-Il) (CPB-Il) | ris
isoform 2
Cytochrome P450 2B12 (CYPIIB12) Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
lupus | Hippocam NS furious
familia | pus
ris
B4YUEO Dynamin Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
lupus | Hippocam NS furious
familia | pus
ris
F1PYU3 Fascin 1 Canis Biopsy: { paralytic; | Rabies 21942679
lupus Brainstem NS furious
familia

ris
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E2RS09 Glial fibrillary acidic protein, Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
astrocyte (GFAP) isoform 1 lupus Spinal  furious
familia | cord
ris
E2RS09 Glial fibrillary acidic protein, Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
astrocyte (GFAP) isoform 1 lupus Spinal  furious
familia | cord
ris
QO076A7 Myosin, heavy chain 2, skeletal Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
muscle, adult lupus Brainstem NS furious
familia
ris
JONVX3 Nebulin-related anchoring protein Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
isoform 2 lupus Brainstem J furious
familia
ris
F6UNP7 NEFM protein Canis Biopsy: { paralytic; | Rabies 21942679
lupus | Spinal N furious
familia | cord
ris
Q8HZW3 Neurofilament, heavy polypeptide Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
200 kDa lupus Brainstem J furious
familia
ris
F1PQD4 Septin-8 Canis | Biopsy: J paralytic; | Rabies 21942679
lupus | Spinal Jfurious
familia | cord
ris
E2RFJ7 TUBB2B protein Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
lupus Hippocam { furious
familia | pus
ris
AOA077LQAS | Tubulin, alpha-1 isoform 9 Canis Biopsy: Mparalytic; Rabies 21942679
lupus Brainstem NS furious
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familia
ris

E2RFJ7 Tubulin, alpha-2 chain (Alpha- Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
tubulin 2) isoform 7 lupus Brainstem NS furious
familia
ris
F1PKR3 Vinculin (Metavinculin) Canis Biopsy: N paralytic; Rabies 21942679
lupus | Spinal /™ furious
familia | cord
ris
F1PCJ6 Xin actin-binding repeat containing Canis Biopsy: N paralytic; Rabies 21942679
2 isoform 1 lupus Spinal NS furious
familia | cord
ris
E2RNB6 Alpha-Crystallin B chain (Alpha(B)- Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
Crystallin) lupus Spinal M furious
familia | cord
ris
E2RNB6 Alpha Crystallin B chain (Alpha(B)- Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
Crystallin) (Rosenthal fiber lupus Brainstem M furious
component) (Heat-shock protein familia
beta-5) (HspB5) isoform 1 ris
E2RNB6 Alpha Crystallin B chain (Alpha(B)- Canis Biopsy: N paralytic; Rabies 21942679
Crystallin) (Rosenthal fiber lupus Spinal N furious
component) (Heat-shock protein familia | cord
beta-5) (HspB5) isoform 1 ris
Dnal (Hsp40) homologue, subfamily | Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
C, member 15 (predicted), isoform lupus Spinal J furious
CRA_b familia | cord
ris
E2R0OT6 Heat shock cognate 71 kDa protein Canis Biopsy: N paralytic; Rabies 21942679
(Heat shock 70 kDa protein 8) lupus Spinal NS furious
familia | cord

ris
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P41148 Heat shock protein 90 kDa beta, Canis Biopsy: N paralytic; Rabies 21942679
member 1 lupus Brainstem NS furious
familia
ris
P41148 Heat shock protein 90 kDa beta, Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
member 1 lupus Spinal J furious
familia | cord
ris
P42929 Heat shock protein beta-1 Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
lupus | Spinal N furious
familia | cord
ris
P42929 Heat shock protein beta-1 Canis Biopsy: Mparalytic; Rabies 21942679
lupus | Spinal NS furious
familia | cord
ris
Immunoglobulin heavy chain Canis Biopsy: Mparalytic; Rabies 21942679
variable region lupus Brainstem NS furious
familia
ris
Interferon alpha 4 Canis Biopsy: NSparalytic; Rabies 21942679
lupus Hippocam N furious
familia | pus
ris
F1PUL9 SARM1 protein Canis | Biopsy: NSparalytic; | Rabies 21942679
lupus | Hippocam N furious
familia | pus
ris
F1P9U4 Dihydropyrimidinase related Canis Biopsy: NS paralytic; | Rabies 21942679
protein-2 (DRP-2) (CRMP-2) isoform | lupus Spinal J furious
6 (Turned on after division, 64 kDa familia | cord

protein) (TOAD-64) (Collapsin
response mediator protein 2)

ris
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F1P9U4 Dihydropyrimidinase related Canis Biopsy: N paralytic; Rabies 21942679
protein-2 (DRP-2) (Turned on after lupus Brainstem NS furious
division, 64 kDa protein) (TOAD-64) | familia
(Collapsin response mediator ris
protein 2) (CRMP-2) isoform 6
F1P9U4 Dihydropyrimidinase related Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
protein-2 (DRP-2) (Turned on after lupus Spinal J furious
division, 64 kDa protein) (TOAD-64) | familia | cord
(Collapsin response mediator ris
protein 2) (CRMP-2) isoform 4
F1P9U4 Dihydropyrimidinase related Canis Biopsy: { paralytic; Rabies 21942679
protein-2 (DRP-2) (Turned on after lupus Spinal J furious
division, 64 kDa protein) (TOAD-64) | familia | cord
(Collapsin response mediator ris
protein 2) (CRMP-2) isoform 6
F1P9U4 Dihydropyrimidinase related Canis Biopsy: NSparalytic; Rabies 21942679
protein-2 (DRP-2) (Turned on after lupus Hippocam N furious
division, 64 kDa protein) (TOAD-64) | familia | pus
(Collapsin response mediator ris
protein 2) (CRMP-2) isoform 6
F1PIX8 Complement C3 Canis Serum Dogs Increased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred OA
familia

ris

191



E2RE76 Apolipoprotein A-IV Canis Serum Dogs Increased and | Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred decreasedin
familia OA
ris
F1IPMM1 Peroxisomal D3, D2-enoyl-CoA Canis Serum Dogs Increased in Osteoarthritis (OA) 23831215
isomerase lupus crossbred OA
familia
ris
E2R9B6 Fetuin-B Canis Serum Dogs Increased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred OA
familia
ris
F1P6E1 Complement Cls Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
F1PWR2 Complement C4 Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
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E2RLO1 Acetyl-coenzyme A carboxylase Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
alpha lupus crossbred AO
familia
ris
F1Q1K9 Hyaluronan binding protein 2 Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
HOGWY1 Inter-alpha inhibitor H4 Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
J9P8M2 Fibronectin preprotein Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
E2QZ19 Afamin Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
J9P430 Serotransferrin Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
F1PCK2 Alpha-1B-glycoprotein Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
P49822 Serum albumin Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
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lupus crossbred AO
familia
ris
IgG, heavy chain Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
P19006 Haptoglobin Canis Serum Dogs Decreased in Osteoarthritis (OA) 23831215
lupus crossbred AO
familia
ris
QITUP7 Orexin receptor type 2 (Ox-2-R) Canis Proteins Labradors, Narcolepsy
(Ox2-R) (Ox2R) (Hypocretin receptor | lupus imported | dobermans
type 2) familia | from and
ris UniProt dachshund
s
Q28281 S-arrestin (48 kDa protein) (Retinal Canis Proteins some Autoimmune
S-antigen) (S-AG) (Rod lupus imported | breeds uveitis
photoreceptor arrestin) familia | from
ris UniProt
Q6UKI2 Protein amnionless Canis Proteins Megaloblastic
lupus imported anemia 1
familia | from
ris UniProt
018835 Beta-glucuronidase (EC 3.2.1.31) Canis Proteins Mucopolysaccharid
lupus imported osis type VII
familia | from
ris UniProt
097492 Catalase (EC 1.11.1.6) Canis Proteins Acatalasemia
lupus imported
familia | from
ris UniProt
E2R1I5 Coiled-coil domain-containing Canis Proteins Primary ciliary
protein 39 lupus imported dyskinesia
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familia | from
ris UniProt
Q9MZT1 Chloride channel protein 1 (CIC-1) Canis Proteins miniature Autosomal
(Chloride channel protein, skeletal lupus imported | Schnauzer recessive myotonia
muscle) familia | from congenita
ris UniProt
Q5JzQ9 Ceroid-lipofuscinosis neuronal Canis Proteins Border Neuronal ceroid
protein 5 (Protein CLN5) lupus imported collie lipofuscinosis
familia | from
ris UniProt
Q5JzQ7 Protein CLN8 Canis Proteins English Neuronal ceroid
lupus imported | setters lipofuscinosis
familia | from
ris UniProt
Q8MJD7 Cyclic nucleotide-gated cation Canis Proteins Alaskan Cone degeneration
channel beta-3 (Cone photoreceptor | lupus imported Malamute
cGMP-gated channel subunit beta) familia | from and
(Cyclic nucleotide-gated cation ris UniProt German
channel modulatory subunit) (Cyclic Shorthaired
nucleotide-gated channel beta-3) Pointer
(CNG channel beta-3)
QIXSJ7 Collagen alpha-1(l) chain (Alpha-1 Canis Proteins Osteogenesis
type | collagen) lupus imported imperfecta
familia | from
ris UniProt
Q28247 Collagen alpha-5(IV) chain Canis Proteins X-linked hereditary
lupus imported nephritis
familia | from
ris UniProt
Q9N281 Collagen alpha-1(XVIl) chain (180 Canis Proteins Epidermolysis
kDa bullous pemphigoid antigen 2) lupus imported bullosa
(Bullous pemphigoid antigen 2) familia | from
[Cleaved into: 120 kDa linear IgA ris UniProt

disease antigen homolog]
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Q8WMDO COMM domain-containing protein 1 | Canis Proteins Bedlington Copper toxicosis
(Protein Murrl) lupus imported | terriers
familia | from
ris UniProt
P19540 Coagulation factor IX (EC 3.4.21.22) Canis Proteins Hemophilia B
(Christmas factor) [Cleaved into: lupus imported
Coagulation factor IXa light chain; familia | from
Coagulation factor IXa heavy chain] ris UniProt
B5RHS5 Forkhead box protein I3 Canis Proteins Mexican Canine ectodermal
lupus imported | and dysplasia
familia | from Peruvian
ris UniProt hairless
dogs andin
Chinese
crested
P48300 Tissue alpha-L-fucosidase (EC Canis Proteins Fucosidosis
3.2.1.51) (Alpha-L-fucosidase I) lupus imported
(Alpha-L-fucoside fucohydrolase 1) familia | from
(Alpha-L-fucosidase 1) ris UniProt
019133 Glucose-6-phosphatase (G-6-Pase) Canis Proteins Glycogen storage
(G6Pase) (EC 3.1.3.9) lupus imported disease la
familia | from
ris UniProt
P54804 Galactocerebrosidase (GALCERase) Canis Proteins Globoid cell
(EC 3.2.1.46) (Galactocerebroside lupus imported leukodystrophy
beta-galactosidase) familia | from
(Galactosylceramidase) ris UniProt
(Galactosylceramide beta-
galactosidase)
Q4W1W1 Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl- | Canis Proteins Labradors Autosomal
CoA dehydratase 1 (EC 4.2.1.134) (3- | lupus imported recessive
hydroxyacyl-CoA dehydratase 1) familia | from centronuclear
(HACD1) (Protein-tyrosine ris UniProt myopathy

phosphatase-like member A)
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Q1HGES8 Heat shock factor protein 4 (HSF 4) Canis Proteins Staffordshir Hereditary cataract
(Heat shock transcription factor 4) lupus imported e Bull
(HSTF 4) familia | from terriers,
ris UniProt Boston
terriers and
Australian
shepherds
Q01634 Alpha-L-iduronidase (EC 3.2.1.76) Canis Proteins Mucopolysaccharid
lupus imported osis type |
familia | from
ris UniProt
P40321 Cytokine receptor common subunit | Canis Proteins Canine X-linked
gamma (Interleukin-2 receptor lupus imported severe combined
subunit gamma) (IL-2 receptor familia | from immunodeficiency
subunit gamma) (IL-2R subunit ris UniProt
gamma) (IL-2RG) (gammaC) (p64)
(CD antigen CD132)
Q29536 Pyruvate kinase PKLR (EC 2.7.1.40) Canis Proteins Inherited hemolytic
(Pyruvate kinase isozymes L/R) lupus imported anemia
familia | from
ris UniProt
Q28350 Myc proto-oncogene protein (Proto- | Canis Proteins Hematopoietic
oncogene c-Myc) (Transcription lupus imported tumors
factor p64) familia | from
ris UniProt
P23294 Myelin proteolipid protein (PLP) Canis Proteins Dysmyelinating
(Lipophilin) lupus imported disease
familia | from
ris UniProt
P32308 Rhodopsin Canis Proteins English Autosomal
lupus imported | mastiff dominant retinitis
familia | from pigmentosa
ris UniProt
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Q29537 Cellular tumor antigen p53 (Tumor Canis Proteins Found in increased
suppressor p53) lupus imported amounts in a wide
familia | from variety of
ris UniProt transformed cells.
p53 is frequently
mutated or
inactivated in many
types of cancer
P33726 Rod cGMP-specific 3',5'-cyclic Canis Proteins Rod/cone dysplasia
phosphodiesterase subunit beta lupus imported
(GMP-PDE beta) (EC 3.1.4.35) familia | from
ris UniProt
Q8HYB7 Thyroid peroxidase (TPO) (EC Canis Proteins Toy Fox Congenital
1.11.1.8) lupus imported | Terriers hypothyroidism
familia | from with goiter
ris UniProt
077560 Phosducin (PHD) (33 kDa Canis Proteins Photoreceptor
phototransducing protein) lupus imported dysplasia
familia | from
ris UniProt
QOOLT9 Progressive rod-cone degeneration Canis Proteins Progressive rod-
protein lupus imported cone degeneration
familia | from
ris UniProt
046501 Major prion protein (PrP) (CD Canis Proteins Degenerative
antigen CD230) lupus imported neurological
familia | from diseases
ris UniProt
Q8WN22 DNA-dependent protein kinase Canis Proteins Severe combined
catalytic subunit (DNA-PK catalytic lupus imported immune deficiency
subunit) (DNA-PKcs) (EC 2.7.11.1) familia | from
ris UniProt
Q9N1T2 X-linked retinitis pigmentosa GTPase | Canis Proteins Siberian X-linked
regulator lupus imported | husky progressive retinal
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familia | from atrophy
ris UniProt
P19708 Serum amyloid A protein (SAA) Canis Proteins Secondary
[Cleaved into: Amyloid protein A lupus imported amyloidosis
(Amyloid fibril protein AA)] familia | from
ris UniProt
Q28295 von Willebrand factor (VWF) Canis Proteins Scottish Willebrand disease
lupus imported | Terrie
familia | from
ris UniProt
Actin Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris
SERCA 2A Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris
ATPase synthase (a,B) Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris
Cytokine C oxidase (VA,VIB) Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris
Cytochrome b5 Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris
Prot. bind. A. Fats Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia

ris
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3.2-Transenoil-CoA isso. Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Dihydrolipoamide dehydrogenase Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

OH-metil glut. CoA sin. Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Pyruvate dehydrogenase Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Trios phosphate isomer. Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Phosphoglyc. mut. Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Isocyt. Dehydrogenase mitoc. Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Fac. Elon. Tu (PreP43) Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

HSP-70 inducible Canis Biopsy:
lupus Muscle
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familia
ris

Prot. Stress mit. (rel.70) Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

HSP-60 Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Crystalline ab Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Farnesil di-P far.trans. Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Galac. 3(4)-fuc. Transferase Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Receptor Fcll Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Syndecan 2 Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris

Allergen Can f1 Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia

ris
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Cystatin C Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris
Protein rel. RAS Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris
Inosin 5°-P dehydrogenase Canis Biopsy:
lupus Muscle
familia
ris
F1PR93 WD repeat domain 1 Canis Biopsy: Dachshund, Up-regulated Canine cutaneous 22578690
lupus Skin Weimarane mast cell tumours
familia r, Mixed
ris breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei
F1P679 Actin related protein 3 Canis Biopsy: Dachshund, Up-regulated Canine cutaneous 22578690
lupus Skin Weimarane mast cell tumours
familia r, Mixed
ris breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,

Staffordshir
e mixture,




Beagle and
Shar-Pei

E2RD86

Protein disulfide isomerase A3

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

Up-regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690

F1P797

5-aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucleotide
formyltransferase/IMP
cyclohydrolase

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

Up-regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690

E2RB81

T-complex protein 1, epsilon subunit

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull

Up-regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690
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terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

E2RCI8

Annexin A6

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

Up-regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690

E2RAUS

Heat shock 70 kDa protein 9
(mortalin)

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

Up-regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690

E2ROL9

T-complex protein 1, alpha subunit

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,

Up-regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690
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American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

J9P430

Transferrin

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:
Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

Down-
regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690

P49822

Serum albumin

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:
Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

Down-
regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690
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018840

Actin, beta

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

Down-
regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690

P15944

Tryptase alpha/beta 1

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,
Beagle and
Shar-Pei

Down-
regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690

Q6TEQ7

Annexin A2

Canis
lupus
familia
ris

Biopsy:

Skin

Dachshund,
Weimarane
r, Mixed
breed,
American
Pit Bull
terrier,
Boxer,
Staffordshir
e mixture,

Down-
regulated

Canine cutaneous
mast cell tumours

22578690
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Beagle and

Shar-Pei
E2R5B2 a-enolase Canis Biopsy: Mongrel, Overexpresse Prostatic carcinoma 19754795
lupus Bladder Cairn d in prostatic
familia terrier; carcinomas
ris poodle and
Labrador
retriever.
F1PLS4 Vimentin Canis Biopsy: Mongrel, Overexpresse Prostatic carcinoma 19754795
lupus Bladder Cairn d in prostatic
familia terrier; carcinomas
ris poodle and
Labrador
retriever.
P41148 Endoplasmin (GRP94) Canis Biopsy: Mongrel, Overexpresse | Prostatic carcinoma 19754795
lupus Bladder Cairn d in prostatic
familia terrier; carcinomas
ris poodle and
Labrador
retriever.
F1PIC7 GRP78 Canis Biopsy: Mongrel, Overexpresse | Prostatic carcinoma 19754795
lupus Bladder Cairn d in prostatic
familia terrier; carcinomas
ris poodle and
Labrador
retriever.
P49822 Albumin Canis Biopsy: Mongrel, Overexpresse Prostatic carcinoma 19754795
lupus Bladder Cairn d in prostatic
familia terrier; carcinomas
ris poodle and
Labrador
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retriever.

F1PRBO Keratin 7 Canis Biopsy: Mongrel, Overexpresse Prostatic carcinoma 19754795
lupus Bladder Cairn d in prostatic
familia terrier; carcinomas
ris poodle and
Labrador
retriever.
P19006 Haptoglobin Canis Biopsy: Mongrel, Overexpresse | Prostatic carcinoma 19754795
lupus Bladder Cairn d in prostatic
familia terrier; carcinomas
ris poodle and
Labrador
retriever.
F1PW98 Keratin 8 Canis Biopsy: Mongrel, Overexpresse | Prostatic carcinoma 19754795
lupus Bladder Cairn d in prostatic
familia terrier; carcinomas
ris poodle and
Labrador
retriever.
J9P430 Transferrin Canis Biopsy: Mongrel, Overexpresse Prostatic carcinoma 19754795
lupus Bladder Cairn d in prostatic
familia terrier; carcinomas
ris poodle and
Labrador
retriever.
E2R5B2 O-enolase Canis Biospy: Overexpresse | Canine mammary 22014164
lupus Mammary d carcinoma
familia | gland

ris
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Anexo 2

Protocolo da recolha de saliva

Material para recolha:

Tubos de 50 ml  Cotton rol Pinca hemostatica Bata e luvas

Procedimento de recolha:

1. Identificar os tubos com um lapis;

Cadigo da clinica
Data (dia e més)
Cédigo da raca
NUmero da amostra

2. Estimular a salivagdo do cdo com racao ou biscoito para cées;

3. Com a pin¢a hemostatica (férceps) agarrar o Cotton rol (2 cotton rol para cada céo);
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4. Esfregar o Cotton rol na zona do vestibulo oral entre a arcada alvéolo-dentéria
inferior e a bochecha do cao, durante aproximadamente 30 a 40 segundos (se

necessario deixar o animal mastigar); Nota: Amostras ndo devem conter sangue.

6. Para a adequada conservacao das amostras, os frascos devem ser colocados numa
mala frigorifica com gelo ou num congelador, durante 48h, no maximo. Findo este
periodo, devem ser entregues no Laboratério de Anatomia Patolégica da ESAV, para
serem imediatamente conservados a menos 700C. Em caso de impossibilidade de se

deslocar a ESAV, deve contactar imediatamente:

Professora Helena Vala: hvala@esav.ipv.pt Professor Nuno Rosa:
nunorosa33@gmail.com - E em caso de ddvidas com os procedimentos do protocolo,
com a identificacdo das amostras e tabela contactar: monicafernandes@ua.pt ou

monica_fernandes_20@hotmail.com
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Anexo 3

Carta dirigida a Diretores clinicos

Ex° Sr. Diretor Clinico

UCP e ESAV, 02 de Fevereiro de 2014

Assunto: Pedido de colaboracdo em projeto de investigacao

No ambito da orientac@o e colaboracdo dos trabalhos da estudante Monica
Figueiredo Fernandes para obtencdo do grau de mestre em Microbiologia pela
Universidade de Aveiro.

O programa de trabalhos insere-se numa parceria entre a Escola Superior
Agraria de Viseu (ESAV) e a Universidade Catdélica Portuguesa e tem como objetivo a
determinacdo de marcadores na saliva, com vista a desenvolver novos métodos de

diagnéstico em vida.

Assim, vimos muito respeitosamente, solicitar a colaboracdo de V. Exa., no
sentido de permitir a recolha de saliva a canideos das racas indicadas em tabela
propria, através dos estagiarios da ESAV colocados em estagio na vossa institui¢céo, a
guem ja demos toda a preparagdo e formacdo necesséaria e fornecemos o material
adequado, de modo a que ndo haja qualquer custo para a vossa instituicdo e também

tentando minimizar o tempo despendido no processo de colheita.

Solicitamos também, caso os resultados das andlises que vamos realizar assim

o justifiquem, o posterior acesso a ficha clinica do animal.

Informamos que a supervisdo deste trabalho de investigacdo em diagnéstico
em saliva é realizada pela Professora Marlene Barros (UCP) e pela Professora Helena
Vala (ESAV) e que a estudante Monica Figueiredo Fernandes se encontra a
disposicéo de V. Exa. e dos estagiarios da ESAV atraves do n° de telefone tal e do e-

mail tal.

Consciente de que este trabalho pode vir a ter importantes repercussfes
futuras no desenvolvimento de novas métodos de diagndstico in vivo em Medicina
Veterinaria, a semelhanca do ja que ocorre em Medicina Humana, e que 0s mesmos

passariam a ficar disponiveis em instituicbes de ensino superior na cidade de Viseu,
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reforco a importdncia da vossa colaboracdo nesta fase preliminar dos estudos e

agradeco antecipadamente toda a atencdo e tempo que dedicar a este assunto.

Com os Melhores Cumprimentos

A responsavel cientifica pelo projeto e
Diretora-Adjunta do Departamento de Ciéncias da Saude
da Universidade Catolica Portuguesa

Professora Doutora Marlene Tourais de Barros

Professora Coordenadora da ESAV-IPV e responséavel pelo

Laboratério de Anatomia Patol6gica Veterinaria da ESAV

Helena Maria Vala Correia
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Anexo 4

Tabela de recolha para as clinicas

213



Anexo 5

Protocolo de armazenamento de amostras de saliva

Material:

Pipeta P1000; Lamparina; Pinga; Suporte para tubos de 50 ml; Tubos de 0,5 ml;
Lapis e aliquotas.

Procedimento:

1. Deixar descongelar as amostras;
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2. Preencher a tabela com os dados de cada amostra;

Mumero da amostra Codigo da localizagdo Namero inicial Namero final Data

oW W M

4. Preparar a centrifuga (3600 rpm; 5minutos; -40C e o rotor a 243);

5. Colocar as amostras na centrifuga;

6. Numerar os tubos de 0,5ml correspondente a cada amostra (a lapis na tampa e
lateral);
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7. Acender a lamparina, passar a pin¢ca na chama e retirar os rolhdes;

8. Com a pipeta P1000 pipetar a saliva para os tubos de péster0,5ml;

10. Armazenar na arca a -80°C.
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Anexo 6

Péster realizado para o Congresso Ciéncias Veterinarias

Introduction

Health of several populations.

|ﬁ|.3:'|it'a wallostion kit for dops

Biobank

Tablel. Clinical daia foc Canis fupas freefars

CanisTecOme: Canis lupus familiaris proteome database

Saliva collection

——
Fornandus M, Rosa N Comreia M1, Vala H*, Bamus M F{' ':- e
5

| Depanamernso de Cidncies do Saibde, Insiiiuee de Cléncms da Saide, Usiversidade Cosblica Foriuguess, Viseu, Porugal; \ ‘n

2 Depamameno de Biologia, Universidade de Aveiro, Aveiro, Porugal;
3 Escols Superior Agraris de Visen, Instsmo Peliséonics de Visew, Porugal:
4 Centrn de Estndes em Educoghio, Tecnologins ¢ Saide, Insismo Polisédonice de Visen, Pomugal

The great amount of data generated by the omic sciences can only be explored and comjugated with other data using
bioinformatics tools and databases. There 15 a great number of databases and dedicated bioinformatics tools to explone the
proteomes, genomes and transcriptomes of several animals which interact with humans and therefore have an impact on the

\Fig.2 Saliva coflection in dogs

N I 11

Figd. Bashank saliva samiple chamcterizataon. Ap Protein
el iffi ¢ataon by Micro BCA Fr i Assay KitPesice) By SIS
PAGE gel image with proiein predile in &ffereni =iliva simples.
Analysiz performed with Quaniity One 1-0) Asalas software }
BinBad)

1
r,.‘»/.r
2/, /.

5

CanisTecOme: Database

Chartl. The Canis s fasdliaris protecie was recovered from the Uniprot detabise. The human protein
hamalog: were determined by Biomant Biomformatics ssol using omloms, obtamed from CralCard, as a
reference L. The distributicn of proteing by pathalogy was perfarmed with the DAVID bisinfomsatic ool.

The proteins identified m the moment in the Proeome of

--aceomplishes different

Fig. 4 Protoome of Canix fupus frmifioris - Functional
charackrization. Analysis parfommed by AgBase GOSEnViceer Teol

This database was built by the manual compilation and review of protein identified in different studics using dog samples, with the
annotation of the sample characterization and proteomics techniques used.
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