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Caracterizacion in silico de la proteina Dpr de Streptococcus
mutans asociada a la formacién de caries dental humana

In silico characterization of Dpr protein from Streptococcus mutans associated to human dental caries
formation

Malt Chavez-Gamarra' y Gustavo A. Sandoval '
RESUMEN

Objetivo: Realizar la caracterizacion in silico de la protina Dpr de Streptococcus mutans relacionada con su
tolerancia al dafio oxidativo durante la formacion de caries dental humana. Material y métodos: Para llevar a
cabo esta caracterizacion se ha empleado la secuencia aminoacidica de la proteina Dpr de S. mutans cepa GS-
5 obtenida a partir de la base de datos del GenBank (codigo de accesion BAA96472.1), la cual fue utilizada
para la determinacion de sus pardmetros bioquimicos, dominios conservados, prediccion de estructuras
secundarias y modelamiento por homologia, empleando las herramientas bioinformaticas ProtParam, Prosite,
PHD Secondary Structure Prediction y SWISS-MODEL, respectivamente. La visualizacion de modelos
tridimensionales se realiz6 empleando PyMol. Resultados: La proteina Dpr de S. mutans es una molécula
acida y de bajo peso molecular y ademas presenta un dominio altamente conservado involucrado en la union
al hierro. A partir de la prediccion de su estructura tridimensional, la proteina Dpr presenta una conformacion
dodecamérica que estaria implicada en su alta afinidad por hierro asi como por otros iones divalentes.
Conclusién: La proteina Dpr de S. mutans resulta importante para el proceso infectivo de esta bacteria la cual
debe generar una variedad de estrategias para la inhibicion de la colonizacion de la cavidad bucal.
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ABSTRACT

Objective: To perform an in silico characterization of the Dpr protein from Streptococcus mutans which is
related to its tolerance to oxidative damage during formation of dental caries. Material and methods: To carry
out this characterization, the amino acid sequence of Dpr protein from S. mutans strain GS-5 was obtained
from GenBank database (accession number BAA96472.1). This sequence was used to the determination of
biochemical parameters, conserved domains, secondary structure prediction and homology modelling, by
means of ProtParam, Prosite, PHD Secondary Structure Prediction and SWISS-MODEL bioinformatics tools,
respectively. Visualization of tridimensional models was performed under PyMol. Results: Dpr protein from
S. mutans is an acid protein with a low molecular weight and also shows a highly conserved domain related to
iron binding. Using predicted tridimensional structure, it was shown that Dpr has a dodecameric conformation
which will be implied in its high affinity to iron as well as other divalent ions. Conclusion: Dpr protein from
S. mutans is an important factor related to the infective process of S. mutans, which may allow the development
of novel strategies to inhibit the colonization inside oral cavity.
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INTRODUCCION

La caries dental es considerada en la actualidad
como una enfermedad ecoldgica y multifactorial
en lugar de wuna enfermedad estrictamente
microbiana [1], la cual esta asociada a la pérdida
gradual, progresiva y neta de los dientes, que
afecta a diferentes grupos de personas,

principalmente nifios y adultos jovenes. Ademas,
esta condicion se caracteriza principalmente por la
destruccion de los tejidos dentarios como
resultado de la desmineralizacion provocada por
los acidos generados por la placa bacteriana [1,2].
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Dentro de los principales agentes etiologicos
causales se encuentra Streptococcus mutans,
bacteria gram-positiva acidogénica y anaerobica
facultativa, cuya supervivencia y proliferacion
dentro de la cavidad bucal depende de diversos
factores de virulencia, como su capacidad para
metabolizar azicares de los alimentos,
principalmente sucrosa [3]; asi como también su
capacidad para formar Dbiopeliculas en la
superficie de las piezas dentarias. Debido a que
puede adherirse a diversas superficies de las
mucosas, S. mutans también es considerada como
causante de la endocarditis bacteriana [4,5].

Dentro del amplio espectro de proteinas
expresadas por S. mutans e involucradas en el
desarrollo de la caries, se encuentra Dpr (del inglés
Dps-like peroxide resistance gen) [6], la cual es
considerada como una proteina de union a hierro
de ubicacion intracelular y que le permite tolerar
la accion toxica del perdxido de hidrogeno.
De esta manera se garantiza la supervivencia de
dicha bacteria frente a otras potenciales
colonizadoras de la cavidad bucal [7].

Por esta razon, el presente trabajo de
investigacion tuvo como objetivo caracterizar a
la  proteina Dpr utilizando herramientas
bioinformaticas in silico de tal forma que
podamos contar con informaciéon a nivel de su
estructura primaria, secundaria y terciaria, y asi
proponer estrategias novedosas para inhibir y/o
bloquear el proceso de la formacion de
biopeliculas bacterianas causantes de la caries
dental.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién de la secuencia aminoacidica de la
proteina Dpr

La secuencia primaria correspondiente a la
proteina Dpr de Streptococcus mutans cepa GS-5
fue obtenida a través de la base de datos del
GenBank (codigo de accesion BAA96472.1) [8].
Dicha secuencia fue utilizada para las posteriores
predicciones in silico y obtencion de la
informacion estructural de dicha proteina.

Determinacion de parametros bioquimicos vy
dominios conservados

Para determinar los principales parametros
bioquimicos de la proteina Dpr se empled la
herramienta ProtParam del ExPASy
(http://web.expasy.org/protparam/) [9], mientras
que los dominios conservados presentes en dicha
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proteina fueron analizados mediante la herramienta
Prosite del ExPASy (http://prosite.expasy.org/)
[10].

Prediccion de estructuras secundarias vy
alineamiento estructural

El andlisis de prediccion de estructuras
secundarias presentes en la proteina Dpr de S.
mutans fue realizada empleando la herramienta
PHD Secondary Estructure Prediction Method
(http://npsa-prabi.ibcp.fr) [11]. Por otro lado, el
alineamiento estructural se realizd6 en la
plataforma Cn3D (version 4.3.1) utilizando como
molde a la proteina Dpr de S. pyogenes [12].

Modelamiento por homologia

El modelo tridimensional de la proteina Dpr
de S. mutans se obtuvo empleando la herramienta
SWISS-MODEL  (http://swissmodel.expasy.org)
[13], a partir de la informacion depositada en la
base de datos del Protein Data Bank. La
visualizacion del modelo obtenido se realizo
empleando el programa PyMol Molecular
Graphics System (version 1.3).

RESULTADOS

Del analisis de la secuencia primaria de la
proteina Dpr de S. mutans se obtuvieron un total de
175 aminoacidos correspondientes a una proteina
de 19.6 kDa con un punto isoeléctrico de 4.67 y
una proporcion de 28 aminoacidos acidos versus
14 aminoacidos basicos. Esto define a Dpr como
una proteina acida de bajo molecular. Por otro
lado, se observo la presencia de un dominio
conservado correspondiente a la familia de
proteinas Dps (del inglés DNA-binding protein
from starved cells), superfamilia de proteinas
ferritinas, y que estd compuesto de la secuencia
aminoacidica 50- HWYMRGSGFLYLHPKMD-
66 (Fig. 1).

Con respecto a su estructura secundaria, esta
proteina es rica en hélices a (62.82%) y presenta
una proporcion menor de laminas B (9.71%). Del
alineamiento  estructural se obtuvo una
homologia del 76% a nivel de su secuencia de
aminodcidos con la proteina Dpr de S. pyogenes, lo
cual muestra un alto nivel de conservacion en su
estructura tridimensional (Fig. 2), mientras que
el modelamiento por homologia mostré que la
proteina Dpr de S. mutans presenta estructura
dodecamérica, cuyo mondémeros presentan
extremos N- y C-terminal altamente hidrofobicos

(Fig.3).
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FIGURAS
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Fig. 1. Alineamiento de secuencias aminoacidicas entre las proteinas Dpr de S. mutans y S. pyogenes. Se resaltan los
aminoacidos no conservados (*) a lo largo de la secuencia primaria de las proteinas.

Fig.2. Alineamiento estructural de las proteinas Dpr de S. mutans y S. pyogenes. Se observan las regiones A, B, C y D, asi
como las porciones que corresponde a aminoacidos no conservados (amarillo).

-

Fig. 3. Modelo tridimensional de la proteina Dpr de S. mutans. Se muestra la estructura dodecamérica de la proteina asi
como los posibles sitios de union al hierro.
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DISCUSION

En el presente articulo se han determinado las
principales caracteristicas in silico de la proteina
Dpr de Streptococcus mutans. En estudios
previos, se ha demostrado que Dpr es una proteina
de union al hierro similar a ferritina, la cual esta
vinculada con la aerotolerancia de S. mutans,
convirtiéndose en una proteina esencial para la
sobrevivencia de esta bacteria [7,8]. Con respecto
a su estructura primaria y secundaria, se encuentra
que esta proteina es de naturaleza acida y de bajo
peso molecular, mientras que con respecto a su
estructura tridimensional, esta proteina presenta una
conformacion ~ dodecamérica, donde cada
mondémero estd compuesto de 4 hélices a. Este
hallazgo es corroborado por ensayos de
microscopia electronica, los cuales muestran que
Dpr presenta una estructura esférica con una alta
afinidad por el hierro, y cuyo diametro es muy
semejante al de otras proteinas de la familia Dps [8].

Para que una célula pueda sobrevivir en un
medio aerdbico, es importante que éstas cuenten
con un sistema de adaptacion a la presencia de
oxigeno. Sin embargo, cuando esta molécula esta
presente a concentraciones mayores que las
normales se producen derivados conocidos como
especies reactivas del oxigeno (ROS) entre los
que se encuentran el peroxido de hidrogeno
(H203), el radical hidroxilo (OH’) y el radical
superdxido (0?), las cuales pueden
potencialmente dafiar el ADN de las células y
pueden formar complejos con el hierro a través de
la reaccion de Fenton [14]. Por esta razon, la
expresion de proteinas Dpr en bacterias como
Streptococcus mutans es inducida en medios
aerobicos, lo cual garantizaria su supervivencia en
estas condiciones [8]. Nuestros resultados
confirman la presencia del dominio conservado de
la proteina Dpr de S. mutans, el cual esta
conformado por la familia Dps cristalizada de
Streptococcus pyogenes, esta conformado por 17
residuos de aminoacidos que comprenden la
secuencia 50-HWYMRGSGFLYLHPKMD-66,
de los cuales siete de éstos: H?, G>°, F°® y H®? son
altamente conservados y también se encuentran
las proteinas Dpr de Streptococcus pyogenes y
Listeria innocua [12].

Asi mismo, mediante espectrometria de masas
se ha logrado identificar que las proteinas Dpr se
unen ademas otros iones divalentes como el Zn2*,
Cu 2%, Co*", Mn?*", Ni** y Mo?', donde cada
subunidad puede albergar hasta 40 atomos de
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estos iones. Siendo estos iones importantes para la
estabilidad de las proteinas Dpr, esto motivaria a
generar una estrategia de inhibicion de estas
bacterias mediante el empleo de agentes quelantes
que interfieran con la capacidad aerotolerante de
S. mutans, logrando asi reducir su colonizacion de
la cavidad bucal.

CONCLUSIONES

La proteina Dpr de Streptococcus mutans es
una proteina acida de bajo peso molecular y que
presenta dominios de unién al hierro, la cual
contribuye a la aerotolerancia de la bacteria en la
cavidad bucal.
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