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Resumen.

Uno de los principios fundamentales de la bioquimica es que la secuencia de amino acidos de
una proteina determina su estructura tridimensional y su funcion bioquimica [1]. Sin embargo,
la manera en que la secuencia de aminoacidos de una proteina determina éstos no se conoce
completamente. El andlisis de los alineamientos mudltiples de las secuencias de amino acidos
en las familias de proteinas ha demostrado que la mayoria de los miembros de una familia
suelen tener el mismo amino acido en ciertas posiciones; también se ha visto que otras
posiciones de la secuencia tienen cambios conservativos y en otras puede haber sustituciones
de amino acidos de cualquier tipo. Recientemente, se ha visto que la conservacion de amino
acidos en ciertas posiciones no es suficiente para mantener la estructura y la funciéon de una
proteina en los diferentes organismos; ahora se sabe que existen interacciones importantes
entre los amino acidos adyacentes entre si en la estructura terciaria, que necesitan permanecer
en los distintos miembros de una familia de proteinas para que mantengan su integridad
estructural y funcional. Muchas de estas interacciones se reflejan en la coevolucion de las
posiciones de los amino acidos participantes en ellas [1]. Actualmente, existen varios métodos
que intentan medir la coevolucion de las posiciones de amino acidos en una familia de
proteinas; sin embargo, el Andlisis de Acoplamiento Estadistico (SCA) se ha usado en
diferentes familias de proteinas, y los resultados obtenidos han permitido predecir los amino
acidos importantes para la funcion y el plegamiento [1-5]. En este estudio se aplicd el Analisis
Estadistico de Acoplamiento a la familia de proteinas de la profilina para determinar las
posiciones que son importantes para mantener la similitud estructural y sus propiedades
bioquimicas. La profilina es una proteina de 14 kDa que modula la formacién del citoesqueleto
de actina, ya sea secuestrando la actina monomérica o acelerando el intercambio del ADP por
ATP; por lo que la profilina puede favorecer la polimerizacion y la despolimerizacion de los
filamentos de actina. La comparacién de las secuencias de amino acidos de diferentes
miembros de la familia de las profilinas ha revelado que las isoformas vegetales tienen un bajo
porcentaje de identidad con las isoformas de otros organismos eucariontes. El andlisis de las
estructuras de la profilina demostré6 que todas las isoformas presentan una alta similitud

estructural. Por lo tanto, parece ser que esa similitud de las profilinas a nivel estructural puede



explicarse por que, ademas de que unos pocos amino acidos estan conservados, también se
conservan las relaciones entre los amino acidos de ciertas posiciones, esta correlacion se

puede estudiar mediante el SCA.

El SCA detect6 que los grupos de amino acidos de la profilina que coevolucionan estan en las
zonas de interaccion de la profilina con sus distintos ligandos. Por ejemplo, el SCA de las
isoformas vegetales de la profilina detectd grupos de residuos que coevolucionan cercanos a
los sitios de unién a PI3K, a PLP y a actina. También se encontré6 un grupo de residuos
coevolucionados cerca de una cavidad que existe solo en las profilinas vegetales, que podria
interaccionar con una molécula organica [6]. Por otro lado, el SCA de todas las profilinas
eucaritticas detectd coevolucion entre los residuos de la interfase de la interaccion de la
profilina con la actina. Esto es congruente con el hecho de que se ha visto que las distintas
clases de profilina coevolucionan con las clases de actina con las que interaccionan in vivo [7].
Esas posiciones no aparecen en el SCA de las profilinas vegetales, lo cual parece deberse a la

alta conservacion de estas posiciones entre las profilinas vegetales.

Abstract.

A fundamental tenet in biochemistry is that the amino acid sequence of a protein determines its
tridimensional structure and its biochemical function [1]. However, the way this occurs is still not
well understood. The analysis of the multiple alignments of the amino acid sequences of the
protein families has demonstrated that most of the members of a protein family tend to have the
same amino acid in certain positions, other positions have conservative changes and others can
have any type of amino acid change. Recently, it has been shown that the amino acid
conservation at certain positions is not enough to maintain the structure and function of a
protein. It's known that there are important interactions between the amino acids that are
adjacent in the tertiary structure, which need to be conserved in different members of a protein
family, to maintain their structural and functional integrity. Many of these interactions are
reflected in the coevolution of those positions participating in the structure and function of a
protein [1]. Actually, there are several methods to try to measure the coevolution of the positions
in a protein sequence, however, the Statistical Coupling Analysis (SCA) has been successfully

used in several protein families to predict those amino acids that are important for proteins to



fold and function [1-5]. In this study, the SCA was applied to the profilin protein family to
determine the important positions for maintaining its structural similarity and its biochemical
properties. Profilin is a 14 kDa protein that modulates the actin cytoskeleton formation by two
ways: it can promote the actin filament depolymerization by sequestering the monomeric actin
and it can promote the actin filament polymerization by accelerating the exchange of ADP for
ATP. The comparison of the amino acid sequences of the different members of the profilin
family has revealed that plant isoforms have a low identity with profilins from other eukaryotes.
Profilin structures show that all the isoforms are structurally similar, so it seems that this
similarity could be explained by the fact that, in addition to the conservation in few positions,
there are conserved relationships among amino acids from some particular positions,

correlation that can be studied by the SCA program.

The SCA detected that the amino acid groups that coevolve are in the zones of the profilin that
interacts with its ligands. For example, the SCA for the vegetal profilin isoforms detected
residue groups that coevolve and are close to the sites of interaction with PI3K, PLP and actin.
Also, a coevolving residue group close to a plant-specific pocket, that could represent an
interacting site for an unknown plant-specific ligand, was found. On the other hand, the SCA for
all the eukaryotic profilin isoforms detected coevolution among the residues of the interface of
interaction of the profilin with the actin. This issue is congruent with the fact that different
classes of profilin have coevolved with the actin classes they interact with in vivo [7]. These set
of positions do not appear in the SCA for the plant profilins since a high conservation of these

positions, among the plant profilins, exists.



Introduccion.

Las proteinas se forman por la union secuencial de moléculas de amino &cidos, los cuales son
moléculas organicas que tienen un extremo amino, un extremo carboxilo y una cadena lateral
que es distinta segun el tipo de amino acido. De todos los amino acidos que existen, solamente
20 pueden ser usados por las células para la sintesis de proteinas, por lo que, para una
secuencia de 100 amino acidos existen 100%° (alrededor de 10"*°) combinaciones posibles de
éstos. Esta es una manera fascinante que tiene la naturaleza para producir moléculas que
llevaran a cabo funciones muy diversas entre si, pues todas las proteinas se sintetizan del
mismo modo como una cadena lineal de amino acidos, pero segun su secuencia de amino
acidos se pliegan en una cierta estructura tridimensional y ese plegamiento les permite llevar a

cabo una funcién especifica [8].

Al conjunto de proteinas con funciones similares distribuidas en diversos organismos se les
denomina familias de proteinas ortdlogas. Las proteinas de una misma familia no son idénticas
pero si tienen una alta similitud a nivel de secuencias. Estas diferencias en sus secuencias se
deben a que han evolucionado de una manera independiente desde un ancestro comun.
Durante la evolucion de las especies han existido mutaciones (cambios) en el ADN que se
manifiestan como sustituciones, inserciones y deleciones en ciertos amino acidos en cada uno
de los miembros de la familia. Estas mutaciones son el producto de la seleccion natural debido
a que estos cambios le permiten a la proteina tener una funcion igual o mejor, en un contexto
particular, a la que tenia antes de la mutacion, por lo tanto un analisis de similitudes o
diferencias entre los miembros de una familia de proteinas puede proporcionar informacioén
necesaria que nos permita predecir los amino acidos que son importantes para la funcién o

para el plegamiento de las proteinas.

Las proteinas estan compuestas por uno o mas segmentos denominados dominios, que se
pliegan con independencia del resto de la proteina, y contribuyen a cierta funcionalidad de la
misma, tal como la adhesion a otra proteina o al ADN o la transformacién catalitica de un
sustrato. Se cree que esos dominios han mantenido el mismo plegamiento que su ancestro
comun, a pesar de que haya sustituciones, inserciones y deleciones de amino &acidos en

algunas posiciones. Por medio de un alineamiento multiple de secuencias se puede ver déonde



es mas probable que se hayan dado estos cambios en las distintas secuencias de una familia

de proteinas.

Comparando las secuencias en el alineamiento multiple de una familia de proteinas, se puede
ver que algunas posiciones de amino acidos estan muy conservadas, lo cual sugiere que
podrian ser importantes para la estructura y la funcién de las proteinas. Sorprendentemente, en
el caso de algunas familias, la cantidad de amino acidos que se necesita conservar es muy
pequefa: por ejemplo, en el caso de las profilinas, sélo existe una identidad de entre un 5y un
30% entre las isoformas vegetales y las de los animales, sin embargo sus estructuras son muy

parecidas [9].

Recientemente, se ha visto que ademas de la conservacion de los amino acidos en algunas
posiciones de una familia de proteinas, es necesario que se conserven las interacciones entre
los residuos de otras posiciones para determinar la estructura y la funcién de una proteina [1,
10-12]. La interaccién entre dos residuos de amino acidos se puede determinar
experimentalmente con la técnica del ciclo termodindmico de la doble mutante, que consiste en
mutar uno de estos residuos para que la proteina pierda actividad y luego observar como se
rescata esta actividad al introducir otra mutacion en otro residuo [2]. Sin embargo, este método
es costoso y laborioso por lo que sélo se pueden medir unas pocas interacciones [2]. Estas
interacciones también se pueden inferir bioinformaticamente analizando el alineamiento
multiple de las secuencias de amino acidos de una familia de proteinas, dado que cuando la
presencia de un amino acido en una posicion influye sobre el amino acido presente en otra
posicion (Figura 1) hay coevolucion entre ellos y esto sugiere que hay una interaccion entre

ellos que se ha mantenido a lo largo de la evolucién [2].
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Figura 1: Fundamento matematico del Analisis Estadistico de Acoplamiento. a) Alineamiento mudltiple de
secuencias de una familia de proteinas, cuyas secuencias estan representadas por lineas horizontales, y que tiene las
posiciones i, j, k (medianamente conservadas) y / (no conservada). En la parte inferior se especifica los valores de
frecuencia de los amino acidos en esas posiciones. Las secuencias que tienen una histidina (H) en la posicion i estan
marcadas con un punto rojo. b) Subalineamiento resultante de perturbar i (eliminar las secuencias que no tienen la His
en esa posicion). La frecuencia de amino acidos tiene una variaciéon en la posicion j comparado con el alineamiento
anterior, sin embargo no se ve ningin cambio en las posiciones k y /, por lo que, existe una coevoluciéon del amino
acido de la posicion i con los amino acidos de la posicién j pero no con los de la posicién k y la /. Figura tomada de
Evolutionarily conserved networks of residues mediate allosteric communication in proteins, Ranganathan et al, Nat.
Struct. & Mol. Biol., 2003.

La coevolucion entre las posiciones de una familia de proteinas se puede medir mediante el
Analisis Estadistico de Acoplamiento (SCA, por sus siglas en inglés). Este método fue
desarrollado por el Dr. Rama Ranganathan, de la “University of Texas Southwestern Medical
Center at Dallas” [4], y se ha utilizado para analizar distintas familias de proteinas como los
dominios PDZ [2], los cuales son segmentos de proteina que reconocen motivos ricos en
prolina (PRM) y se pliegan independientemente de la proteina de la que forman parte [2], la
familia de las proteinas G [3], los receptores acopladas a proteinas G, las proteasas de serina,
las hemoglobinas [4] y los receptores X de retinoides [5]. Para estas familias de proteinas, el
SCA detecté redes de residuos que interaccionan entre si, indistinguibles en la estructura
terciaria de las proteinas, importantes en la respuesta de las mismas a la unién con sus

ligandos.

Asimismo, el Analisis Estadistico de Acoplamiento se utilizé con la familia de proteinas que
contienen los dominios WW,; estos dominios, nombrados asi por que tienen un motivo
conservado Trp-Trp, reconocen regiones ricas en prolina y son segmentos proteicos que se
pliegan independientemente del resto de la proteina de la que forman parte. Estos dominios se

dividen en cuatro clases en donde la clase | tiene afinidad por regiones ricas en prolinas del



tipo PPxY, la Il por las de tipo PPLP, la Ill se une a las de tipo PPR y la IV reconoce las
secuencias de tipo pS/pT-P (donde P es prolina, x significa cualquier amino acido y p significa
que el amino acido esta fosforilado). Los resultados obtenidos por Lockless y colaboradores les
permitieron disefiar secuencias de amino acidos con plegamientos similares a los dominios

WW y con una afinidad a las secuencias ricas en prolina [1].

El propésito de este proyecto es aplicar el Andlisis Estadistico de Acoplamiento a la familia de
proteinas de la profilina. Esta familia esta compuesta por proteinas citosdlicas de bajo peso
molecular (=14 kDa) que se encuentran en todos los organismos eucariéticos [13] y regulan
positiva y negativamente la polimerizacion de los filamentos de actina. Esta proteina esta
organizada estructuralmente en tres regiones que le permiten interaccionar in vitro con los
monoémeros de actina [14], con el fosfatidilinositol 4-5-bifosfato (PIP,) [15] y con secuencias
ricas en prolina, que pueden ser cadenas de poli L-prolina (PLP) [14] o motivos ricos en prolina
(PRM, por sus siglas en inglés) de algunas proteinas [14, 16]. La profilina une los tres tipos de
ligando antes mencionados con afinidades que difieren entre las profilinas de distintas

isoformas, lo que la hace una proteina multifuncional [17, 18].

La profilina parece estar implicada en conectar vias de sefializacion con la polimerizacion de la
actina. Por ejemplo, la profilina podria conectar la via de los fosfoinositidos con la
polimerizacion de la actina [15, 19], ya que las regiones de interaccién de la profilina con el
PIP, y la actina se sobrelapan parcialmente, lo que puede hacer que la profilina libere a la
actina en los filamentos en crecimiento en presencia del PIP,, proceso que se interrumpe
cuando se activa la via del fosfoinositido y la fosfolipasa C degrada el PIP, [20]. Por otro lado,
la interaccion de la profilina con motivos ricos en prolina también puede permitir la actividad de
la profilina como reguladora de la polimerizacion de la actina. El médulo de interaccion de la
profilina con la PLP y los PRM fue descrito inicialmente como un dominio que interacciona con
proteinas que contenian al menos 6 prolinas consecutivas en su secuencia de amino acidos
[21]; sin embargo, recientemente Witke y colaboradores evidenciaron que este dominio también
puede reconocer secuencias con motivos ricos en prolinas del tipo ZPPX (donde Z puede ser
Pro, Gly o Ala; y X cualquier amino acido hidrofébico) [22]. Se ha demostrado in vitro que la
profilina interacciona con proteinas con motivos ricos en prolina involucradas en las adhesiones

focales, la endocitosis [16], el trafico vesicular, el remodelamiento de membrana, la formacién



de los axones neuronales y las fibras de estrés [20], y se ha resuelto la estructura terciaria de la
profilina en complejo con poli-L-prolina [23], también se han resuelto dos estructuras de
complejos de profilina con sendos péptidos ricos en prolina de VASP [16] (vasodilator-
stimulated phosphoprotein), la cual es una proteina implicada en la vascularizacion y la
endocitosis. Ademas, se ha comprobado in vivo que la profilina es necesaria para el desarrollo
embrionario, y que la bacteria patégena Listeria monocytogenes activa la profilina de su
hospedero para desplazarse dentro de él. Recientemente se ha visto que la profilina también
se localiza en el nucleo celular y tiene funciones reguladoras de la expresion genética. Un

ejemplo de esta funcion es que regula dentro del nucleo al factor transcripcional p42POP

que se
encuentra en los tejidos de ratdn [24]. Ademas se ha visto que la profilina optimiza, en complejo
con la actina monomeérica, la transcripcion del ADN del virus sincitial respiratorio [25]. También
se ha visto que los anticuerpos anti-profilina interfieren in vivo con el splicing del ARN

mensajero, y que las profilinas interaccionan con la proteina SMN, que es un factor nuclear

regulador del splicing, y colocalizan con ésta en el nucleo.

Actualmente la familia de la profilina estd compuesta por 257 miembros que se han aislado de
diferentes organismos eucaridticos, de las cuales existen 16 estructuras cristalograficas. A
partir de esta informacion se ha visto que, a pesar de que el porcentaje de identidad entre las
profilinas animales y las vegetales es del 5 al 30%, sus estructuras terciarias son muy similares
entre si, pues la superposicion de la estructura de la profilina de Arabidopsis thaliana y la
estructura de la bovina da una raiz de la desviacion media cuadratica (RMSD) de 1.61
Angstroms para los carbonos a [6]. Por ello, se cree que no es suficiente la conservacion de
algunos amino acidos para que la profilina tenga su estructura y su funcion, sino que también
necesitan conservarse las relaciones entre algunos otros residuos, las cuales se pueden medir

mediante el SCA.



Antecedentes.

La interaccion de la profilina con la actina tiene un efecto dual en la dinamica de los
microfilamentos, ya que puede inhibir su polimerizacién secuestrando los monémeros de actina
en una relacion 1:1 (actina:profilina) [26] o favorecerla, intercambiando el ADP por ATP en los
monoémeros de actina [20]. Se ha visto que las profilinas animales aceleran 1,000 veces [27] el
intercambio de ATP por ADP en los monémeros de actina [20, 27]; sin embargo, las profilinas
de levadura [28] y vegetales tienen [29] poca eficiencia en acelerar ese intercambio, pero si
pueden favorecer la polimerizacién de la actina, lo que indica que este intercambio no es muy

importante para la formacién de los filamentos de actina en estos organismos [28, 29].

La estructura de la profilina (Figura 2 a) tiene la forma de un sandwich; tiene dos regiones de
oa—hélices separadas por una hoja B principal. De un lado de la hoja 8 estan las a-hélices amino
y carboxilo terminal (H1 y H3, respectivamente), las cuales se ha demostrado que
interaccionan con motivos ricos en prolina (PRM) [16] y con poli-L-prolina (PLP) [16, 21]. Los
residuos de estas a-hélices forman un interior hidrofébico, en el que se alojan la PLP [23] y los
PRM [16] al unirse a la profilina. La a-hélice H1 se empaqueta estrechamente con las hebras 3
S1y S2, y la a-hélice H3 esta junto a ésta, empaquetada con las hebras 3 S5, S6 y S7. Del otro
lado de la hoja B estan las pequefias a-hélices H2 y H3, localizadas entre dos cadenas
aleatorias largas, que junto con una horquilla B que contiene las hebras  S3 y S4 forman un
interior hidrofébico ocupado por residuos alifaticos. Este interior hidrofébico esta sellado por

arriba por el giro 3 que hay entre las hebras 3 S1 y S2 (Figura 2 a).

La interaccioén de la profilina con la poli-L-prolina [23] y con algunos motivos ricos en prolina de
proteinas como VASP (proteina estimulada durante la vasodilatacion) [16] se lleva a cabo en
un motivo muy conservado en todas las profilinas, el cual forma un canal hidrofébico donde se
alojan las prolinas y se encuentra localizado en el amino y el carboxilo terminal de la profilina
[23] (Figura 2 d). En la profilina de Arabidopsis thaliana, este motivo incluye los residuos
aromaticos Trp3 y Tyr6 en la a-hélice N-terminal (H1), lle25 en la hebra § S1, Trp33 al final del
anillo que conecta las hebras B S1 y S2, asi como Tyr125 y Leu126 en la a-hélice C-terminal

(H3). Ademas, se ha visto que algunas proteinas con motivos ricos en prolina, como la fosfatidil
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Figura 2: Estructura tridimensional de diferentes isoformas de profilina. a) Profilina de Arabidopsis thaliana (PDB:
3NUL). Las letras H indican las a-hélices, las S las hebra B y las L las asas que tienen diferente tamafo en las
profilinas animales que en las vegetales. b) Sitios de interaccion de la profilina de Arabidopsis thaliana con PLP (azul
claro), PIP, (gris), PI3K (lila), actina (blanco) y un posible ligando de las profilinas vegetales (azul marino). c)
Alineamiento estructural de la profilina de Arabidopsis thaliana con la profilina del complejo profilactina bovino (PDB:
2BTF) d) Profilina humana en complejo con actina (blanco) y con un motivo rico en prolina de VASP (azul) (PDB:
2PAV).

inositol 3-cinasa, interaccionan con la tirosina 72 de la profilina de frijol [30], que se encuentra
en un motivo conservado en todas las profilinas vegetales [30] localizado en la estructura de la
profilina | de Arabidopsis thaliana en una curvatura 3 que incorpora la hebra f S4 en la hoja

principal de la profilina.

En la profilina Il de Acanthamoeba castellanii se cree que la interfase de interaccion de la
profilina con el PIP, esta formada por 2 modulos de residuos positivos dispersos en toda una
cara de la estructura de la profilina. Uno de los modulos esta cercano al sitio de interaccion con
la actina, y se forma por los residuos Arg57, Arg67, Arg72, Lys116, Lys81 y Lys82. Los
residuos Lys81 y Lys82 forman parte de la interfase de la interaccion de la profilina tanto con el
PIP, como con la actina, lo que explica la competitividad entre el PIP, y la actina en su

interaccion con la profilina [31]. Este sobrelape entre los sitios de union al PIP, y a la actina
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también se ha visto en el residuo correspondiente a la Lys81 de la profilina || de Acanthamoeba
castellanii en la profilina humana, donde hay una sustitucion por una arginina (Arg88) [32].
Estos residuos estan separados del otro modulo por unos residuos negativos. Este otro médulo
esta cercano al sitio de interaccion de la profilina con los PRM y tiene a His25, Lys51, Arg76,
Lys91 y Lys94 en la profilina Il de Acanthamoeba castellanii. La profilina | de Acanthamoeba
castellanii tiene dos residuos positivos menos que la Il, pues tiene una leucina en vez de la
His25 y una asparagina en vez de la Lys51. Esto puede ser suficiente para determinar que la
afinidad de la profilina | por el PIP, sea 10-50 veces menor que esta afinidad en la isoforma Il.
Las profilinas de mamiferos son mas afines al PIP, que las de Acanthamoeba castellanii, lo que
se puede explicar por que las primeras tienen una linea de residuos basicos en la a-hélice
amino-terminal que no tienen las profilinas de Acanthamoeba castellanii junto al sitio de

interaccion con los PRM [31].

La estructura de la interfase de la interaccion de la profilina con la actina (Figura 2 d), esta
pobremente conservada entre las isoformas de la profilina de animales y vegetales. Las
posiciones de la interfase de la interaccion de la profilina con la actina estan poco conservadas,
a excepcion de las correspondientes a la Lys86 y la Gly113 de la profilina de Arabidopsis

thaliana [6, 28].

Los resultados obtenidos en la determinacién de la estructura cristalina del complejo profilina-
actina bovino, asi como las mutaciones en la profilina de levadura y los estudios bioquimicos
en profilina bovina y de Acanthamoeba han revelado que los residuos responsables del
reconocimiento de los mondmeros de actina son algunos amino acidos de las a-hélices H3 y

H4 ademas de algunos de las hebras (3 plegadas S4, S5y S6 [33-36].

Se ha demostrado por medio de ensayos de interaccién in vitro de profilinas mutantes que los
residuos Phe59, Phe60, Gly121 y Lys126 de la profilina bovina son importantes para la
interaccion con los monomeros de actina [37]. Para la profilina humana, los ensayos de
interaccion in vitro han demostrado la importancia de las posiciones Trp4, Arg56, Lys70, Arg89,
Lys91, Lys126 e His134 para la interaccion con la actina [32, 35, 38-41]. En el caso de la
profilina de levadura, los estudios de interaccion in vitro [28] e in vivo [34, 40] han demostrado
que las posiciones Arg72, Arg76, Arg81 y His82 son importantes para el pegado con la actina

[28, 34, 40]. También se ha demostrado que algunos amino &cidos son importantes para la
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exclusion del solvente en el sitio de interaccion con la actina, por ejemplo, los residuos de las

posiciones Glu56, Thr60, Thr82 y Thr122 de la profilina Il humana [19].

Por otro lado, se ha demostrado en experimentos de afinidad in vitro que la eliminacion de los
amino acidos Pro96 y Thr97 de la profilina | humana da como resultado una disminucién de la
afinidad de por la actina. Esta mutante, al ser expresada en levaduras que tienen suprimido el
gen de la profilina, produce células de levadura con un fenotipo anormal en donde las fibras de
estrés (filamentos de actina) no se deshacen [39]. Esto puede deberse a que los residuos antes
mencionados estan localizados en el asa L4 la cual, al igual que L5, conforman el dominio de
unioén a la actina [41]: Estas dos asas tienen una mayor longitud en las profilinas de mamiferos
que en las profilinas vegetales, mientras que las profilinas vegetales presentan el asa L1,
localizada entre la a-hélice H1 y la hebra B S1, mas grande que la correspondiente en las
profilinas de mamiferos. Estas diferencias que se presentan en la interfase de interaccion con
la actina podrian explicar las diferencias bioquimicas que se presentan entre las profilinas

vegetales y las de mamiferos [6].

Como podemos ver, las mutaciones de ciertos amino acidos en la secuencia primaria de la
profilina tienen un efecto en la afinidad, reflejada en la constante de disociacion (Kq), de la
interaccion de la profilina con sus ligandos. Estos resultados podrian explicar en parte la
existencia de diferentes isoformas de profilinas en cada uno de los tejidos de los organismos,
ya que cada una de estas isoformas tiene diferentes afinidades por la actina, los motivos ricos
en prolina y el PIP,. Por otro lado, las secuencias de amino acidos de las distintas isoformas de
la profilina de un organismo presentan una identidad del 70% al 90% [42], lo cual sugiere que
las variaciones entre las isoformas de la profilina podrian ser el factor importante que determine
la afinidad de cada isoforma por cada uno de los ligandos. Esto puede verse al mapear las
zonas de variacién sobre la estructura de una de las profilinas. Para comprobar esta hipotesis,
en un trabajo previo del laboratorio se realizé el andlisis filogenético de todas las isoformas de
la profilina depositadas en las bases de datos de proteinas [9]. El alineamiento multiple de las
secuencias de amino acidos de las isoformas de la profilina revelé que las profilinas que
pertenecen al mismo reino tienen un porcentaje de identidad entre el 60 y el 90 % y que
cuando se comparan con las isoformas de otros reinos esta identidad disminuye al 5-30 %. En

otras palabras, esto quiere decir que existen algunos amino acidos que no han sido cambiados
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durante el proceso evolutivo debido a que han sido seleccionados por su funcién. Por otro lado,
cuando se determina el porcentaje de similitud de las secuencias de amino &acidos de todas las
profilinas se observa que este porcentaje se incrementa de tres a cuatro veces comparado con
el porcentaje de identidad, lo que muestra que la presion selectiva en la familia de las profilinas
se da por la funciéon de cada una de las posiciones, no por la secuencia. Existen algunas
posiciones que reciben una exigencia funcional que les impide tener mutaciones, hay otras que
toleran cambios por aminoacidos similares y otras mas toleran cambios de cualquier tipo. Para
poder medir el grado de variabilidad, en el trabajo de tesis de Bianca Flores-Bustos [9] se
desarrollé un algoritmo el cual permite medir el indice de frecuencia en cada una de las
posiciones de las secuencias de amino acidos de la familia de la profilina. Los resultados del
analisis son representados graficamente en donde el valor de uno para una posicion indica que
ese residuo no cambia en todas las secuencias analizadas y un valor mayor a uno denota
aquellas posiciones que tienen sustituciones por amino acidos relacionados y finalmente
aquellas posiciones que tienen un valor menor a uno implican que esas posiciones pueden
tener sustituciones de amino acidos no conservativas (Figura 3). Los resultados obtenidos con
el algoritmo correlacionan con los resultados bioquimicos previamente reportados por otros
autores [19, 28, 32-41]. Por ejemplo, los amino acidos que en el analisis se encontré que tenian
un valor de uno o mayor son los mismos que se han demostrado que son esenciales para la
interaccion de la profilina con el PLP, el PIP, y la actina. Sin embargo, en este analisis se
encontraron otros amino acidos que tienen un valor mayor a uno y que no se ha demostrado
que sean importantes para la estructura o para la interaccion de la profilina con la actina y con

otros ligandos.
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Figura 3: Representacion grafica del grado de frecuencia de cada una de las posiciones de las secuencias de
profilinas eucariéticas. El alineamiento multiple de las secuencias de profilina de eucariontes generadas en el
programa ClustalX 1.8 se utilizo para determinar el grado de variabilidad de cada posicién de la secuencia de profilinas.
Los amino acidos que participan en la interaccién con PLP, PIP; y actina estan indicados en rojo, amarillo y verde
respectivamente. Los grupos de amino acidos se representan de la siguiente manera: §: hidrofébicos
(Met/Pro/lle/Leu/Val), @: aromaticos (Phe/Tyr/Trp/His), +: &cidos (Asp/Glu), n: basicos (Lys/Arg), o: amidas (Asn/Gln),
o nucleofilicos (Ser/Thr/Cys), y: amino acidos pequefios (Ala/Gly). Los circulos representan la escala del valor del
factor de variabilidad (Gg).

En la actualidad se ha visto que también es importante que se conserven las relaciones entre
los amino acidos de algunas posiciones del alineamiento multiple de secuencias de una familia
de proteinas. Estas relaciones conservadas entre aminoacidos se reflejan en la coevolucion de
las posiciones que les corresponden en el alineamiento. Esta coevolucion también se puede
dar entre amino acidos de distintas proteinas, por ejemplo, se ha visto que las distintas clases
de profilina han coevolucionado con las clases de actina con las que interactuan in vivo, pues la

profilina de una clase suprime el fenotipo dado por la sobreexpresion de la actina de la clase

15



con la que interacciona in vivo pero no suprime el fenotipo dado por la actina de otra clase [7].
En el presente trabajo se buscara, mediante el Anadlisis Estadistico de Acoplamiento, la
correlacion que existe entre los amino acidos de las distintas posiciones de la familia de las
profilinas, para ver como se puede explicar que las profilinas de distintos reinos tengan tan alta
similitud estructural y la misma funcién a pesar de tener tan bajo porcentaje de identidad entre

SuUs secuencias.
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Hipétesis.

Por medio del Analisis Estadistico de Acoplamiento de las secuencias de los dominios WW, se
ha podido identificar coevoluciones entre amino acidos que reflejan interacciones quimicas,
mecanicas o funcionales entre éstos, por lo que se cree que aplicando este analisis a la familia
de proteinas de la profilina se podrian predecir aquellas interacciones que son importantes para

su plegamiento o para la interaccion de ésta con sus ligandos.

Objetivos generales.

Predecir mediante el Analisis de Acoplamiento Estadistico la coevolucién entre los amino
acidos de distintas posiciones de la familia de la profilina, para encontrar interacciones que son

importantes para el plegamiento o la funcion de esta familia de proteinas.

Objetivos especificos.

1. Identificar mediante el SCA las posiciones de amino acidos de la profilina que han
coevolucionado durante la especiacion.

2. ldentificar mediante el SCA las coevoluciones entre posiciones de amino acidos que
son exclusivas de las isoformas vegetales de la profilina.

3. Analizar la importancia bioldgica de las relaciones entre amino acidos predichas por la

coevolucioén entre las posiciones de la profilina.
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Metodologia.

Alineamiento multiple de las secuencias de la familia de la
profilina.

Las secuencias de amino acidos de la familia de las profilinas se obtuvieron de las bases de
datos de NCBI®© [43], SwissProt©, SRS© [44, 45] y UniProt© [46]. Las secuencias se filtraron
para descartar aquellas iguales, incompletas, o pertenecientes a los virus. Por otro lado, se
obtuvieron los coordenadas de las estructuras cristalograficas de las profilinas depositadas en
la base de datos de estructuras de proteinas (PDB©) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)
[47]. En los casos en que habia dos o mas estructuras para la misma isoforma de profilina, se
selecciond la que tuviera mayor resoluciéon y estuviera cristalizada y resuelta en condiciones
mas similares a las usadas para cristalizar y resolver las demas estructuras. En el caso de las
estructuras cristalograficas que contuvieron mas de una molécula de profilina, se selecciond la
molécula mas similar a las demas estructuras cristalograficas de la profilina. Las estructuras
escogidas se alinearon por medio del algoritmo “Combinatorial Extension’© [48] y las
secuencias de las demas profilinas se alinearon a éstas mediante el algoritmo ClustalW [49] en
su version 1.83 usando sus parametros predeterminados, en ambos casos mediante la interfaz

grafica del programa STRAP® [50]. El alineamiento obtenido se refind usando BioEdit®© [51].

Validacion del alineamiento multiple de las secuencias de amino
acidos de la familia de proteinas de la profilina.

El alineamiento multiple de las secuencias de amino acidos de la familia de las profilinas se
validé de diferentes formas. En primer lugar, se vio si la distribucion de frecuencias de amino
acidos de las 5 posiciones mas variables del alineamiento cambiaba al perturbar las
frecuencias de los amino &cidos en otro sitio (Figura 5). Esta validacion nos ayuda a determinar
si existe suficiente divergencia evolutiva entre las secuencias de la familia de la profilina para
que las coevoluciones detectadas por el SCA sean resultado de las necesidades funcionales
de la profilina y no unicamente de la historia de la divergencia de las secuencias, ya que se
espera que estas posiciones no tengan un acoplamiento funcional con otras [4].
Posteriormente, se analizaron los cambios en la energia estadistica de conservacion (valor

calculado por el SCA que cuantifica la conservacion de una posicion) de esas 5 posiciones al
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disminuir gradualmente el numero de secuencias (permutaciones) en el SCA. Esta validacion
nos permite determinar si el niumero de secuencias utilizadas es estadisticamente significativo
(ver Figura 4 a, b), ya que cuando la eliminaciéon de secuencias da un cambio pequefo para
todas las 5 posiciones mas variables, esta energia de conservacion se debe a las posiciones
de amino acidos de la familia de proteinas que tienen una funcién particular y no a una escasa
cantidad de secuencias [4]. Finalmente, se determind el tamafio minimo que debe tener el
alineamiento después de las perturbaciones para que la energia de acoplamiento sea
estadisticamente significativa (Figura 4 c¢, d), usando la consideracion de que este
subalineamiento debe incluir una cantidad tal de secuencias que la eliminacién de unas pocas
de ellas resulte en un cambio pequefio en la energia estadistica de acoplamiento, por una

razoén similar a la expuesta en la validacion anterior [4].
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Figura 4: Validacion de la significancia de las energias estadisticas de conservacion y de acoplamiento de las
profilinas. Se graficé el comportamiento de las energias estadisticas de conservacion (a 'y b) y de acoplamiento (c y d)
de las 5 posiciones mas variables del alineamiento multiple de secuencias de las profilinas vegetales (a y c¢) y de todas
las profilinas eucariéticas (b y d) al ir eliminando secuencias aleatoriamente. La linea azul es el promedio de estas 5
energias estadisticas y las barras azules son la desviacion estandar. Las energias estadisticas son validas en el
intervalo de cantidad de secuencias donde la linea azul tiene una pendiente constante y la barra de error es pequefa.
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Analisis Estadistico de Acoplamiento (SCA) en la familia de
proteinas de profilina.

El analisis de acoplamiento estadistico (SCA) se aplicé al alineamiento multiple de secuencias
de la familia de las profilinas vegetales con o sin incluir a las isoformas de profilinas de otros
organismos eucarioticos. El analisis se realizd6 como lo describe Rama Ranganathan y
colaboradores [2] para el software escrito en Java (version 1.5) y adaptado de su version
original en C. Este software fue prestado generosamente por el Dr. Rama Ranganathan de la
“University of Texas Southwestern Medical Center at Dallas”. Este algoritmo calcula la
frecuencia de los amino acidos en cada una de las posiciones del alineamiento mdultiple de las
secuencias de amino 4cidos de una familia de proteinas, y compara las variaciones que existen
en estas frecuencias cuando se modifica la frecuencia de un amino acido en ciertas posiciones
(perturbaciones). [2] Con estos datos de frecuencias el SCA calcula la energia estadistica de
conservacion de cada posicion (AG) y con la comparacion de la energia de conservacion entre
dos posiciones con y sin perturbacion se calcula la energia estadistica de acoplamiento (AAG)
de cada perturbacion con cada posicion [2]. El algoritmo permite calcular los residuos que
tienen frecuencia cero (nunca se presentan) en cierta posicion y da puntuaciones mas altas a
los cambios de la distribucion de frecuencia de amino acidos cuando éstos se presentan en

posiciones conservadas [2].

Las energias estadisticas de acoplamiento se almacenaron en una matriz de n perturbaciones
por m posiciones, y los datos de esta matriz se agruparon para obtener la lista de residuos que
muestran altas energias estadisticas de acoplamiento. Este agrupamiento se realizé6 mediante
un método de agrupamiento iterativo que se ha usado para estudiar los patrones de expresion
en microarreglos de ADN [52]. La idea general de este método es llevar rondas secuenciales
de agrupamiento de la matriz por perturbaciones y por posiciones, identificando cada vez el
grupo de posiciones que dan alto acoplamiento con un grupo de perturbaciones, para usar solo
la submatriz compuesta por estas posiciones y estas perturbaciones en la siguiente ronda de
agrupamiento [4]. En el caso en que se encontraron dos submatrices de alto acoplamiento,
cada una se us¢ independientemente para una siguiente ronda de agrupamiento. Para realizar
los agrupamientos, se calcularon las distancias entre las posiciones y entre las perturbaciones

por medio del método “city-block metric” (el cual suma las diferencias de cada elemento de dos
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listas de datos del mismo tamano), y con base en ellas se construyeron sendos dendrogramas
por el método del enlace completo, y éstos se usaron para ordenar la matriz tanto por

posiciones como por perturbaciones.

Representacion molecular de la profilina.

Para extrapolar las energias estadisticas de conservacién de cada posicion en la estructura
terciaria de la profilina, se representd graficamente la estructura terciara de la profilina de
Arabidopsis thaliana en forma de esferas atdbmicas en un espectro de colores que representaba
estas energias, usando el programa Discovery Studio® Visualizer© de Accelrys en su version
1.6 (http://www.accelrys.com/products/downloads/ds_visualizer/). La imagen resultante se
guardd como un archivo de escena de POV-Ray®. La imagen final de ese modelo fue

elaborada por el software POV-Ray® 3.6 (http://www.povray.org/download/).

Para representar graficamente los resultados del SCA, se utilizé la estructura terciaria de la
profilina | de Arabidopsis thaliana (PDB: 3NUL). Esta estructura se representd, usando la
version educativa del programa PyMol® 1.03 [53], en forma de carbonos a, y los grupos de
residuos altamente acoplados que resultaron del SCA se representaron en forma de esferas
atémicas. La posicién de la actina se expres6 en forma de esqueleto de carbonos a, en su
posicion predicha a partir de la superposicion del complejo profilactina bovino mediante el
mismo programa PyMol®. En el caso en que resultaron del SCA residuos cercanos a unas
moléculas de glicerol que aparecieron en la estructura terciaria de la profilina | de Arabidopsis
thaliana dentro de una cavidad que se encuentra en las profilinas vegetales de estructura

conocida, estas moléculas se representaron en forma de esferas atémicas.

Anclaje molecular de la profilina con moléculas organicas.

Con el fin de predecir si la cavidad presente en las profilinas vegetales, en cuya proximidad se
encontraron amino acidos coevolucionados, podria unir alguna molécula organica, se hizo un
anclaje molecular de algunas de éstas con la profilina | de Arabidopsis thaliana. Este anclaje se
realiz6 usando el programa AutoDock 4© [54] en su version para Linux. La estructura de la
profilina se preparé usando la interfaz grafica del programa AutoDockTools© [55] en su version

1.4.5 para Windows, mediante la adicién de hidrégenos, el calculo de cargas atomicas de
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Gasteiger [56, 57] y la fusion de los hidrogenos no polares a los carbonos con los que estan
enlazados. Por su lado, en el caso de la estructura de las moléculas organicas se agregaron
los dobles enlaces y los hidrogenos usando el programa Discovery Studio® Visualizer [58] de
Accelrys en su version 1.6, y mediante AutoDockTools© se calcularon las cargas atémicas de
Gasteiger, se fusionaron los hidrégenos no polares a los carbonos con los que se enlazan y se
determiné el enlace rotable que serviria mejor como raiz del arbol de exploracion de torsiones
de los enlaces rotables. El anclaje molecular se hizo mediante el algoritmo genético
lamarckciano, haciendo 25°000,000 evaluaciones, usando una posicion inicial aleatoria de la
molécula organica y con todos los demas parametros predeterminados de AutoDock 4©. El
anclaje molecular antes mencionado se hizo para la profilina | de Arabidopsis thaliana (PDB:
3NUL) con la zeatina, la cinetina, la adenina, la adenosina y el mono-, di- y trifosfato de

adenosina.
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Resultados.

La profilina es una proteina que ha sido identificada en diferentes organismos de todos los
reinos eucarioticos. En la actualidad existen 16 estructuras terciarias de profilina conocidas y se
ha visto que éstas son bastante similares a pesar de que la similitud de sus estructuras
primarias es muy baja. En este trabajo se realiz6 un alineamiento mdultiple de las 257
secuencias de profilinas eucaridticas depositadas en las bases de datos, y se determiné la
distribucién de amino acidos en cada una de las posiciones del alineamiento. En la Figura 5 se
muestra la frecuencia de los amino acidos en una de las posiciones menos conservadas del
alineamiento de las 199 profilinas vegetales (Figura 5 a) y del alineamiento de todas las
secuencias reportadas de profilinas (Figura 5 b). En ambos alineamientos podemos ver que en
esta posicion generalmente esta una treonina (T), haya o no haya una perturbacion de
frecuencias en otra posicion. Por otro lado podemos ver que algunas posiciones conservadas
pero sin acoplamiento no varian mucho al hacer una perturbacion, tanto en el caso de las
profilinas vegetales (Figura 5 c) como en el de todas las eucaridticas (Figura 5 d). Los
resultados obtenidos en este analisis, nos indican que la informacién de coevolucion dada por
el SCA para otras posiciones, es verdadera y no un artefacto debido a la escasez de
informacién derivada de las secuencias. Por lo tanto, se decidio realizar el Analisis Estadistico

de Acoplamiento en los dos alineamientos de isoformas de profilina.
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Figura 5: Distribucion de amino acidos de las posiciones del alineamiento de amino acidos de las profilinas.
Distribucion de frecuencias de la posicion 38 (ay b), 7 (c y d), 28 (e y f), y 111 (g y h) del alineamiento de las isoformas
vegetales (a, c, e y g) y del alineamiento de todas las isoformas de profilinas que se han reportado (b, d, fy h). La
frecuencia de amino &cidos se determiné antes (barras en crema) y después (barras en vino) de la perturbacién de la
posicion 51. En los paneles a y b se grafico la frecuencia media de amino acidos de las proteinas depositadas en la
base de datos de SwissProt (barras en azul).

El analisis de conservacion de amino acidos en cada una de las posiciones del alineamiento
multiple de las secuencias de la familia de las profilinas se efectué usando el parametro
llamado energia estadistica de conservacion (AG) que se encuentra dentro de la paqueteria del
SCA. Los resultados obtenidos muestran que muchas posiciones de la profilina tienen valores
bajos de energia estadistica de conservacion. En la Figura 6 se representaron las energias
estadisticas de conservacion, de cada una de las posiciones, en la estructura terciaria de la
profilina de Arabidopsis thaliana (PDB: 3NUL). En esta figura se puede observar que las

posiciones que presentan los valores mas altos de energia estadistica de conservacion (color
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rojo) corresponden a las posiciones de los residuos que se ha demostrado bioquimicamente
que participan en la interaccion con los PRM (Figura 6 b, d). Ademas se observan otras
posiciones que estan medianamente conservadas (colores claros) que se localizan en la
interfase de la interaccion de la profilina con la actina (Figura 6 a, c). Sin embargo, estas
posiciones estan mas conservadas entre las profilinas vegetales que entre todas las profilinas.
Por ultimo, se puede apreciar que las posiciones menos conservadas (azul marino) estan en
las caras laterales de la profilina, lejos de las interfases de interaccion con la actina y los PRM.
En la Figura 6, también podemos ver que en general se obtuvieron los mismos resultados de
distribucion de energia estadistica de conservacion tanto en el alineamiento de las profilinas
vegetales (Figura 6 a, b) como en el alineamiento de todas las profilinas reportadas (Figura 6 c,
d). Debido a que se obtuvieron posiciones con valores medianos de energia estadistica de

conservacion, decidimos calcular las energias estadisticas de acoplamiento (SCA).

Figura 6: Energia estadistica de conservacion en cada una de las posiciones de las profilinas. Energias de
conservacion de las profilinas vegetales graficadas en la estructura terciaria de la profilina de Arabidopsis thaliana
(PDB: 3NUL). Los valores de la energia de conservacion estan representados con un espectro de colores que va del
rojo (residuos mas conservados) al azul (residuos menos conservados). La imagen a muestra la cara de la profilina que
interacciona con la actina (verde) y en la imagen b se muestra el sitio de reconocimiento de los PRM (reindicado por el
circulo verde). Las imagenes ¢ y d muestran lo mismo que la a y la b, respectivamente, para todas las profilinas
eucaridticas. Los datos de estructura de la actina se tomaron de la actina cristalizada en complejo con la profilina
(verde: PDB: 2BTF).

El SCA se realizdé perturbando 112 sitios del alineamiento de las profilinas vegetales y 101

sitios del alineamiento de todas las profilinas. En todo el analisis se utilizé la secuencia de
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amino acidos de la profilina de Arabidopsis thaliana como secuencia de referencia de las
posiciones. Los valores de energia estadistica de acoplamiento se graficaron en las matrices
que muestra la Figura 7. En esta grafica podemos observar que la perturbacion de ciertas
posiciones de la secuencia de las profilinas vegetales (Figura 7 a) produce cambios de
frecuencias de amino acidos en otras posiciones (altos valores de energia de acoplamiento;
colores del amarillo al rojo). Por ejemplo, la perturbacion de algunas posiciones localizadas en
las estructuras B S6 y S7 producen cambios en la distribucion de amino acidos de las
posiciones localizadas en el asa que se encuentra entre la o hélice H2 y la estructura B S3.
Esto nos indica que existe una restriccion evolutiva entre pares de posiciones debido a una
relacion funcional de estos dos sitios. Por otro lado, cuando se realizé el analisis con todas las
secuencias de profilinas reportadas obtuvimos resultados muy diferentes. En este caso se
incrementd considerablemente el numero de pares de posiciones que coevolucionan y la
mayoria de ellos tienen valores muy altos (rojo) de energia estadistica de acoplamiento (Figura
7 b). En esta figura podemos observar que la perturbacién de las posiciones localizadas en el
amino terminal no producen cambios de frecuencia en otras posiciones, asi como la
perturbacion de otras posiciones no produce cambios de frecuencia de amino acidos en las

posiciones del amino terminal.
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Figura 7: Energia estadistica de coevolucién entre las posiciones de la secuencia de amino acidos de la familia
de profilina. Las energias estadisticas de acoplamiento obtenidas de las a) 112 perturbaciones que se hicieron
(abscisas) para cada una de las 131 posiciones de la profilina vegetal (ordenadas) y de las b) 101 perturbaciones que
se hicieron (abscisas) para cada una de las 131 posiciones de todas las profilinas eucariéticas (ordenadas) se
muestran en un espectro de color cuya escala esta en la barra de la derecha. En cada uno de los ejes se adicion¢ la
representacion grafica de la organizacion de las estructuras secundarias de la profilina en donde se representa a las o
hélices en amarillo, las B plegadas con flechas azules y las asas con lineas verdes.
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Posteriormente, se determind el grado de relacion entre los residuos que se perturbaron y se
graficaron en los dendrogramas que se muestran en la Figura 8. En el dendrograma de las
profilinas vegetales (Figura 8 a) se puede observar un grupo de posiciones con valores de
distancia de cero las cuales ha sido comprobado experimentalmente que son importantes para
el reconocimiento de secuencias ricas en prolina. Estos amino acidos estan conservados en
todas las isoformas de profilina vegetal y en el 98 % de las isoformas de profilinas reportadas.
Por otro lado, en la Figura 8 podemos ver que en ambos dendrogramas se observan entre 5 y
7 grupos que contienen sitios cuya perturbacion afecta la frecuencia de amino acidos de otras
posiciones de una manera similar y posiblemente esto se deba a que estan funcionalmente
relacionados ya sea para pegar una de las moléculas que se unir la profilina a algun ligando o
para mantener la estructura terciaria de la misma. Sin embargo, los valores de distancias de
relaciones son menores en los grupos obtenidos con las profilinas vegetales (Figura 8 a)
comparados los obtenidos utilizando todas las isoformas de profilinas reportadas (Figura 8 b).
Esto se debe principalmente a la baja similitud que presentan las secconuencias de amino
acidos de las isoformas de profiina entre los diferentes reinos. Con base en estos
dendrogramas, se excluyd de los andlisis siguientes la rama donde estaban las posiciones
perturbadas que tenian una alta energia de conservacion y una muy baja energia estadistica

promedio de acoplamiento con cada una de las posiciones de la profilina.

Posteriormente, se organizaron las matrices de la Figura 8 con base en las similitudes de sus
energias estadisticas de acoplamiento. La organizacién de las matrices se realiz6 de una
manera bidimensional en donde se agruparon simultaneamente las posiciones perturbadas de
la profilina y cada una de las posiciones de la secuencia de la profilina (Figura 9 a, b).
Comparando las matrices resultantes de las isoformas vegetales de la profilina y las de todas
las profilinas reportadas podemos observar claramente que utilizando todas las isoformas
reportadas (Figura 9 b) obtenemos una zona con altos valores de acoplamiento entre residuos
a diferencia del analisis con las isoformas vegetales (Figura 9 a) donde se obtienen tres zonas
de acoplamiento con bajos valores de acoplamiento (recuadros). También se puede observar
que las ramas que se forman en ambos casos tienen una distribucion diferente, posiblemente
existié6 una divergencia evolutiva independiente en cada uno de los reinos eucariontes y esto

podria ser debido a sus relaciones en la funcion bioldgica.
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Figura 8: Comparacion de los perfiles de energias estadisticas de coevolucion de los sitios perturbados.
Comparacion entre las filas de las matrices de energias estadisticas de coevolucion de la Figura 7 (eje X). Las
distancias de relaciones entre cada par de filas de la matriz de a) las profilinas vegetales y b) de la de todas las
isoformas de profilina reportadas se calcularon mediante el método “city-block metric”’, que consiste en sumar las
diferencias absolutas de los valores de las dos filas de la matriz para cada columna de ésta. Con base en estas
distancias, los grupos se formaron con un método iterativo basado en un algoritmo similar al que se desarroll6 para el
analisis de micro arreglos de ADN.
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Figura 9: Energia estadistica de acoplamiento entre posiciones de la secuencia de amino acidos de la familia
de la profilina. Matriz de acoplamiento entre residuos de la secuencia de amino acidos de las isoformas de a) las
profilinas vegetales y b) la familia completa de la profilina organizada bidimensionalmente por el grado de relacion entre
los residuos perturbados (cladograma en el eje X) y entre las diferentes posiciones de la secuencia (cladograma en el
eje Y). Segunda iteracion de las zonas con altos valores de energia de acoplamiento de c) las isoformas de profilina
vegetal y d) de la familia de proteinas de la profilina se organizaron de la misma manera que en el inciso a y b. Los
valores de energias estadisticas de acoplamiento se representan con un espectro de colores indicado en la parte
inferior derecha de la figura que va del azul (AAG = 0kT*) al rojo (0.9 kT*). Los grupos de posiciones que presentan alto
acoplamiento se indican con recuadros.
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Figura 10: Zona de mayor energia de acoplamiento entre posiciones de la secuencia de amino acidos de la
familia de la profilina. Tercera iteracién de las zonas de alto acoplamiento entre posiciones de las isoformas de
profilina vegetales (a y b) y la familia de proteinas de la profilina (c). La matriz se organizé bidimensionalmente de
manera similar a la Figura 9. Los valores de energias estadisticas de acoplamiento se representan con un espectro de
colores indicado en la parte inferior derecha de la figura que va del azul (AAG = 0kT*) al rojo (0.9 kT*). Los grupos de
posiciones que presentan alto acoplamiento se indican con recuadros. La coloracién de las etiquetas de las posiciones
es el color que tendran los residuos de éstas al representarse graficamente en la Figura 11, y los residuos de las
posiciones de las etiquetas encerradas en el recuadro verde se representan en forma de esferas puntadas en vez de
esferas sélidas. Los sombreados de algunas etiquetas son sélo para una mayor claridad de las letras.
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Posteriormente, se reorganizé bidimensionalmente la rama de posiciones perturbadas que
tiene un alto acoplamiento con tres ramas que agrupan diferentes residuos del alineamiento de
las isoformas de profilina vegetales, y la matriz resultante se muestra en la Figura 9 c. Para el
caso de la matriz obtenida con todas las isoformas de profilina se reorganizé Unicamente la
rama con valores muy altos de energia que tienen acoplamiento con una sola rama de
posiciones, y la matriz resultante del nuevo agrupamiento se muestra en la Figura 9 d. Como
podemos ver en esta figura, la matriz tiene una nueva distribucién de las ramas, y podemos
observar una zona de la matriz que agrupa a pares de posiciones que tienen valores muy altos
de energia de acoplamiento, a diferencia de la matriz con las isoformas de profilinas vegetales
que tiene zonas con valores intermedios de energia de acoplamiento. Las zonas de mayor
energia de acoplamiento se seleccionaron para una nueva iteracion y los resultados se
presentan en la Figura 10. En el resultado obtenido en estas nuevas iteraciones para el caso
de las profilinas vegetales, podemos ver claramente un grupo de posiciones (grupo 1) que
estan acopladas con un grupo de posiciones perturbadas (Figura 10 a) y tres grupos de
posiciones (grupos 2, 3 y 4) acopladas con otro grupo de posiciones perturbadas (Figura 10 b).
Por otro lado, la matriz de energias estadisticas de acoplamiento obtenida para todas las
isoformas de la profilina, demuestra que existen dos grupos de posiciones perturbadas (Figura
10: grupos | y Il) que estan acoplados de manera similar a tres grupos (grupos 5, 6 y 7) de
posiciones de la secuencia de amino acidos de la profilina. Mientras el grupo | de posiciones
perturbadas tiene valores de energias de acoplamiento de 0.9 con los grupos 5, 6 y 7 de
posiciones, el grupo Il de posiciones perturbadas se acopla también de manera similar con los
tres grupos de posiciones; con el grupo 7 tiene valores de energia de acoplamiento de 0.9 kT*,
y con los grupos 5 y 6 tiene valores de energia de acoplamiento entre 0.8-0.9 kT*. Este
resultado nos indica que estos pares de posiciones han tenido una restriccion evolutiva y esto
puede ser debido a sus relaciones en las funciones biolégicas de la proteina; como por
ejemplo, que participen en la interaccion con alguna molécula o que estén acoplados para
mantener la estructura terciaria de la proteina. Para corroborar esta hipdtesis, se extrapolaron
las agrupaciones de posiciones de aminoacidos de la matriz de la Figura 10, a
representaciones en colores en la estructura terciaria de la profilina | de Arabidopsis thaliana

(Figuras 11y 12).
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Figura 11: Localizacion estructural de los pares de posiciones con altos valores de energia estadistica de
acoplamiento en la familia de proteinas de las profilinas. Representacion grafica de la estructura terciaria de la
profilina de Arabidopsis thaliana (verde) (PDB: 3NUL) con los residuos de las posiciones coevolucionadas entre si en
las profilinas vegetales de a) y b) la Figura 10 a y en las regiones de la Figura 10 b con etiquetac)y d) 1,e)yf) 2y g)
y h) 3. Las imagenes b y d son rotaciones de las imagenes moleculares de los paneles a y ¢ 90° hacia la izquierda, y la
imagen f es la rotacion de la imagen molecular del panel e 90° hacia la derecha. Por otro lado, se representaron en la
estructura terciaria de la profilina i) de Arabidopsis thaliana y j) bovina (morado) (PDB: 2BTF) los residuos de las
posiciones coevolucionadas entre si en todas las profilinas reportadas de la Figura 10 c. Se muestra la posicion de la
actina (gris) en su posicion predicha a través del complejo profilactina bovino. La coloracion de los residuos
corresponde a la coloracion de las etiquetas de sus posiciones en la Figura 10, y los residuos de posiciones cuyas
etiquetas aparecen dentro de un recuadro verde en la Figura 10 se representan como esferas punteadas. Las
moléculas etiquetadas como GOL y GOL2 en los paneles c y d son 2 gliceroles que aparecieron al cristalizar la profilina
de Arabidopsis thaliana.
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Figura 12: Localizacion estructural de las zonas de posiciones con altos valores de energia estadistica de
acoplamiento en la familia de proteinas de las profilinas. Representacion grafica de la estructura terciaria de la
profilina de Arabidopsis thaliana (verde) (PDB: 3NUL) con los residuos de las posiciones coevolucionadas entre si en
las profilinas vegetales de a) y b) la Figura 10 a y en las regiones de la Figura 10 b con etiquetac)yd) 1,e)yf)2yg)y
h) 3. Las imagenes b y d son rotaciones de las imagenes moleculares de los paneles a y ¢ 90° hacia la izquierda, y la
imagen f es la rotacion de la imagen molecular del panel e 90° hacia la derecha. Por otro lado, se representaron en la
estructura terciaria de la profilina i) de Arabidopsis thaliana y j) bovina (morado) (PDB: 2BTF) los residuos de las
posiciones coevolucionadas entre si en todas las profilinas reportadas de la Figura 10 c. Se muestra la posicion de la
actina (gris) en su posicion predicha a través del complejo profilactina bovino. La coloracién de los residuos se explica
en el texto. Las moléculas etiquetadas como GOL y GOL2 en los paneles ¢ y d son 2 gliceroles que aparecieron al
cristalizar la profilina de Arabidopsis thaliana.
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Se vio que la mayoria de los residuos de cada grupo de posiciones se localizaban en la misma
zona de la estructura de la profilina | de Arabidopsis thaliana (PDB: 3NUL). En los
agrupamientos de las posiciones de las profilinas vegetales, los residuos de las posiciones de
la grafica de la Figura 10 b se localizaron en su mayoria en la zona de la profilina que une al
PIP,, y los correspondientes a las posiciones de la grafica de la Figura 10 a se localizaron del
lado opuesto. En el agrupamiento de las posiciones de todas las profilinas reportadas (Figura
10 c), los residuos de estas posiciones se localizaron en su mayoria en la interfase de la

interaccion con la actina, y los demas residuos en la cara opuesta de la profilina.

En el caso de ambos analisis, la mayoria de las posiciones con importancia para el pegado de
actina, PIP, y/o PRM a la profilina que se encontraron en la segunda ronda de agrupamiento
permanecieron en la tercera. Algunas de estas posiciones tuvieron una perturbacion de
frecuencias representada en la segunda ronda, y que se representd también en la tercera. Tal
es el caso de las posiciones Thr111, Leu117 y Arg121, cuyos residuos estan en la hélice N-
terminal de la profilina y participan en el pegado a la actina, a la PLP y al PIP,, que se
encuentran como posiciones y como sitios de perturbacion tanto en la segunda ronda de
agrupamiento como en la tercera. En otros casos, la perturbacion de frecuencias de la posicién
se encuentra en la segunda ronda pero no en la tercera, como es el caso de la posicion Met73,
que es importante para el pegado de la profilina a la actina y esta en el motivo que reconoce a
la PI3K, o de las posiciones Val82 e 1le84, que son importantes tanto para el plegamiento de la
profilina como para su pegado a la actina. Esta diferencia muy posiblemente se deba a que al
estar mas conservadas estas posiciones que las primeras, las perturbaciones de estas

posiciones den una menor energia de acoplamiento que las perturbaciones de las primeras.

Con tal de analizar la posible relevancia bioldgica de los residuos de las posiciones con alto
acoplamiento que se obtuvieron al final del agrupamiento iterativo, éstos se mapearon sobre la

estructura terciaria de la profilina de Arabidopsis thaliana (PDB: 3NUL).

Los pares de posiciones de la profilina vegetal con alto acoplamiento entre si que se muestran
en la Figura 10 a, se representaron en la estructura de la profilina de Arabidopsis thaliana en la
Figura 11 a, b. Algunos pares de posiciones tienen sus residuos cercanos entre si en la
estructura terciaria de la profilina, como es el caso de la Thr21 y la Ala22 (en rojo). La posicion

mas acoplada a las dos anteriores, la Lys38 (en naranja), tiene su residuo cercano a los

34



residuos anteriores. También hay algunos pares de posiciones con alto acoplamiento entre si
en la zona 1 de la Figura 10 b, que tienen a sus residuos cercanos entre si en la estructura de
la profilina de Arabidopsis thaliana (Figura 11 c, d), tal es el caso de las posiciones Asp48 y
Lys52 (en rojo) y de Gly49 y Lys51 (en violeta), que estan cercanas a una cavidad que se
encuentra sélo en las profilinas vegetales y que posiblemente sea el sitio de unién de la
profilina a una molécula organica. EI SCA de todas las profilinas reportadas mostré que la
posicion mas acoplada a la Val82 era la Arg84 (Figura 10 b); los residuos de estas posiciones
estan cercanos entre si en la estructura de la profilina (Figura 11 i, j) y son importantes para su
plegamiento y su funcién. Sin embargo, en otros casos no es evidente la relacion estructural de
un par de posiciones altamente acopladas, pero si consideramos la rama del dendrograma a
donde pertenece dicho par de posiciones, la relacién se hace evidente: se obtiene una red de
residuos. Por ejemplo, para el caso de las profilinas vegetales, las posiciones altamente
acopladas His 19 y Phe 66 se encuentran lejanas en la estructura de la profilina (Figura 11a),
pero estan dentro de una red formada por casi todos los residuos del grupo de posiciones al

que pertenecen (grupo 1 de la Figura 10 a).

El grupo de posiciones con alto acoplamiento que se muestra en la Figura 10 a se represento
en la estructura de la profilina de Arabidopsis thaliana en la Figura 12 a, b. Este grupo contiene
los residuos que forman una horquilla B localizada cerca de la tirosina 72. Este residuo participa
en la union de la profilina a una region rica en prolinas de la fosfatidil-inositol-3-cinasa [30].
También en este grupo aparecen dos residuos (Asp14 y GIn79, en amarillo) cercanos a las
asas L1 y L3 (Figura 2), respectivamente, las cuales son de distinto tamafio en las profilinas
vegetales que en las animales, y aparece un grupo de residuos (en anaranjado) cercanos a
Asp14. Estos residuos podrian estar involucrados en las diferencias funcionales entre las

profilinas animales y las vegetales.

El dendrograma de posiciones coevolucionadas de la Figura 10 b se subdividié para su estudio
en 3 regiones. El grupo de residuos de la regién 1 se representd graficamente en la profilina de
Arabidopsis thaliana (Figura 12 c, d). Algunos de estos residuos (Asp48, Gly49, Lys51, Lys52 y
Glu56, en amarillo) forman un agrupamiento en la estructura de la profilina y estan cercanos a
otros amino acidos (Asp53, Phe54 e 11e83, en azul claro) que se encuentran en una cavidad

que solo existe en las profilinas vegetales y se cree que puede ser el sitio de union de estas
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profilinas a alguna molécula organica [6]. Este sitio putativo se encuentra en dos asas que
estdn muy conservadas entre las profilinas vegetales y son mas largas que las
correspondientes en las isoformas de la profilina de los demas eucariontes. En estas asas se
encontraron contactos polares con una molécula muy ordenada de glicerol (marcada como
GOL) al resolver la estructura de la profilina de Arabidopsis thaliana a 100 K (PDB: 3NUL), y se
volvieron a dar esos contactos polares al resolver la misma estructura a 25 °C (PDB: 1A0K),
por lo que se cree que este podria ser el sitio de pegado de las profilinas vegetales a una
molécula organica [6]. Otra evidencia de la posible significancia bioldgica de este agrupamiento
de residuos es que la Lys52 y el Glu56 forman un puente de hidrogeno y un enlace idnico.
Otros residuos de la regién 1 del dendrograma describen una linea de amino acidos (en verde),
que parte del agrupamiento mencionado anteriormente y termina en lle94 (en azul), residuo
que se ha demostrado importante en el plegamiento de la profilina [6] y estd en el interior
hidrofébico de ésta. Esto sugiere que los residuos enumerados en la region 1 del dendrograma
podrian unir alguna molécula organica y transmitir la informacion hasta la 1le94 para que la
profilina pueda responder a la interaccion con esta molécula. Cabe mencionar que otro residuo
de este grupo, la lle127 (magenta), resulté cercano a otra molécula de glicerol (GOL2), menos
ordenada que la anterior, encontrada al resolver la estructura de la profilina de Arabidopsis

thaliana (PDB: 3NUL).

Por su parte, los residuos de la region 2 del dendrograma de la Figura 10 b se graficaron contra
la estructura terciaria de la profilina de Arabidopsis thaliana (Figura 12 e, f). Este grupo de
residuos incluye a 3 amino acidos del final de la a-hélice C-terminal de la profilina de
Arabidopsis thaliana (en azul marino), que son Glu128, Ser129 y Leu131. Estos residuos se
sabe que son importantes para la unién de la profilina a la PLP [21, 59] y a los motivos ricos en
prolina [30]. En el caso de la Ser129, también se ha visto que es importante para el pegado de
la profilina al PIP,. La importancia de este residuo para el pegado de la profilina tanto a la PLP
como al PIP; puede explicar la competitividad que se ha visto entre estos dos ligandos para su
pegado a la profilina Il de ratén [60]. Estos residuos al final de la a-hélice C-terminal de la
profilina inician una curva pequefa que termina en la Thr97, otro residuo del grupo, el cual es
importante para el plegamiento de la profilina [6]. Se ha detectado un patrén de coevolucién

similar a éste mediante el SCA de otras familias de proteinas [4]: los grupos de residuos
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acoplados forman una red que es estructuralmente contigua y que conecta al interior de la
proteina con sus sitios funcionales. Este grupo de residuos coevolucionados parece ser que

tiene la funcion de participar en el pegado de la profilina a los motivos ricos en prolina.

El grupo de residuos de la zona 3 del dendrograma de la Figura 10 b se graficé contra la
estructura de la profilina de Arabidopsis thaliana en la Figura 12 g, h. Se puede observar que
muchos de ellos (en amarillo) estan cercanos a los residuos (en blanco) de la interfase de la
interaccion con la actina que aparecen como coevolucionados al hacer el SCA de todas las
profilinas eucariéticas (véase mas abajo). Otro residuo (en verde) se encuentra cerca de los
pocos residuos (no mostrados) que resultaron lejanos a la interfase de la interaccion con la
actina en el SCA de todas las profilinas eucariéticas. Sélo hay dos residuos (en naranja) que no
se encuentran cerca de los residuos coevolucionados en todas las profilinas reportadas, sin

embargo, estos residuos estan cerca del grupo de residuos mostrado en la Figura 12 e, f.

Las 23 posiciones del alineamiento de todas las profilinas reportadas que mostraron altos
acoplamientos con otras en los experimentos de perturbacion (Figura 10 c), se extrapolaron a
la estructura terciaria de la profilina de Arabidopsis thaliana (Figura 12 i). La mayoria de estas
posiciones tienen sus residuos (en blanco) en la interfase de la interaccion de la profilina de
Arabidopsis thaliana con la actina en su posiciéon predicha a partir del complejo profilactina
bovino, y aparecen aun mas cerca de la actina al graficarse en las posiciones correspondientes
de la profilina de este complejo profilactina (Figura 12 j). Algunos de estos amino acidos ya han
sido demostrados como importantes para la interaccion de la profilina con la actina, éstos son:
Thr111, Arg121, Val82, Arg84, Leu117, Ala61 y Met73. Uno de estos amino acidos, la
metionina 73, se encuentra en un motivo de tipo SH3 (un tipo de motivos que reconoce motivos
ricos en prolina) que se ha visto que es importante para el pegado de la profilina a la region rica
en prolina de la PI3K [30]. Sélo unas pocas posiciones tienen a sus residuos (en azul) en otra

region de la profilina, sin embargo, también éstos estan cercanos unos de otros.
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Discusioén.

Se realizo el Analisis de Acoplamiento Estadistico en la familia de proteinas de la profilina, este
analisis se hizo de manera independiente para las isoformas de profilina vegetal y para todas
las isoformas profilina reportadas en las bases de datos. En casi todos los casos, los grupos de
posiciones cuyos residuos se reportaron como coevolucionados en este analisis, se ha

reportado que son importantes para la interaccion de la profilina con sus ligandos.

El SCA se ha utilizado para analizar otras familias de proteinas, como la familia de proteinas de
los dominios PDZ [2], los cuales reconocen regiones ricas en prolina, la familia de las proteinas
G [3], los receptores acopladas a proteinas G, las proteasas de serina, las hemoglobinas [4] y
los receptores X de retinoides [5]. Para estas familias de proteinas, el SCA detect6 redes de
amino acidos que interaccionan entre si, indistinguibles en la estructura terciaria de las

proteinas, importantes en la respuesta de las mismas a la unién con sus ligandos.

Ademas del SCA, existen otros métodos para medir coevolucidén entre amino acidos. Por
ejemplo, estan el Ml (Mutual Information) y el OMES, que miden la ocurrencia de un par de
amino acidos en dos posiciones del alineamiento de secuencias de una familia de proteinas
descartando la posibilidad de que ocurra este par al azar [61]. Otro algoritmo es el McBASC
(McLahan Based Sustitution Correlation) que calcula el coeficiente de correlacion entre las
puntuaciones segun la matriz de McLahan de las sustituciones de los amino acidos de dos
posiciones de un alineamiento de secuencias [61]. Se han hecho comparaciones [61] entre el
MI, el OMES, el McBASC y el SCA y se ha visto que el Ml tiene una baja efectividad, y el
OMES y el McBASC son los mas efectivos para detectar coevolucion entre posiciones muy
conservadas, pero el SCA es mejor en bajos porcentajes de identidad a nivel de secuencias,
como son los que existen entre las profilinas vegetales y las animales. Por eso creemos que el
SCA puede detectar coevolucion entre amino acidos de todas las profilinas reportadas, y que
estos resultados se pueden comparar con los obtenidos mediante el SCA para las profilinas

vegetales.

En el caso de las profilinas vegetales, muchas posiciones del alineamiento resultaron ser
bastante conservadas, lo que sugiere que ha habido poca divergencia evolutiva entre éstas.

Sin embargo, en algunas posiciones la distribucion de frecuencias de amino acidos varia al
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hacer una perturbacion y en otras no se da ese cambio. Esto podria deberse a que existe una
presion selectiva grande sobre toda la estructura primaria de la profilina vegetal. Esto ademas
sugiere que las profilinas vegetales tienen una o varias funciones ademas de las que son

comunes a todas las profilinas eucaridticas.

En el SCA de todas las profiinas reportadas se dan altas energias estadisticas de
acoplamiento. La gran magnitud de estas energias puede deberse a que, como las profilinas
vegetales son una mayoria y tienen una identidad del 70 al 90% entre sus secuencias pero
tienen una identidad del 5 al 30% con las profilinas de otros eucariontes, muchas veces las
perturbaciones consisten en escoger casi todas las secuencias de profilina vegetal, y estas
perturbaciones inducen cambios en las frecuencias de las posiciones de amino acidos que son
valorados por el SCA con alta energia estadistica de acoplamiento porque se dan en
posiciones conservadas. Sin embargo, los resultados del SCA para todas las profilinas

eucarioticas coinciden en buena parte con la informacién bioldgica conocida.

Después de hacer las perturbaciones a las posiciones de amino acidos del alineamiento
multiple de secuencias de una familia de proteinas, Rama Ranganathan sugiere hacer, con
base en la similitud de los patrones de coevolucion de las distintas posiciones perturbadas, un
dendrograma que las agrupe, a partir del cual se excluira la rama de posiciones perturbadas
que tengan alta conservacién, ya que éstas por lo general dan bajas energias estadisticas de
acoplamiento con las distintas posiciones de amino acidos de la familia de proteinas, con tal de
que el agrupamiento de las posiciones de la familia de proteinas sea mas confiable. Pero
nosotros no nos basamos unicamente en la conservacion, sino también medimos la energia de
acoplamiento promedio de las posiciones perturbadas con todas las posiciones de la familia de
la profilina. Escogimos para eliminar la rama de posiciones perturbadas que tuvieran siempre o
casi siempre un valor mas bajo de este promedio. Estas posiciones no mostraron ningun
acoplamiento significativo (datos no mostrados) con las distintas posiciones de la familia de

proteinas.

Existen algunos datos que indican que las profilinas vegetales pueden tener otras funciones
adicionales a las ya conocidas para todas las profilinas; muy probablemente reguladoras. Uno
de estos datos es que un grupo de posiciones coevolucionadas entre si segin el SCA de las

profilinas vegetales tiene a algunos de sus residuos en una zona de la profilina cuya
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importancia no se conoce, sin embargo, estan cerca de una cavidad existente sélo en las
profilinas vegetales que Thorn y colaboradores propusieron como un sitio putativo de union a
alguna molécula organica [6]. Esta cavidad esta formada por dos asas que son muy
conservadas en las profilinas vegetales y las cuales son mas largas que las correspondientes
en las isoformas de la profilina de los otros eucariontes. En esta cavidad se encontraron
contactos polares con una molécula muy ordenada de glicerol (Figura 13 a, b) en la estructura
de la profilina de Arabidopsis thaliana que fue cristalizada por Thorn y colaboradores mediante
el método de la gota colgante y resuelta mediante difraccion de rayos X a 100 K con 1.6 A de
resolucion (PDB: 3NUL), asi como contactos con moléculas ordenadas de agua al resolver la
estructura de esta profilina a 25 °C con una resolucién de 2.2 A (PDB: 1A0K) [6]. Dicha cavidad
existe también en las otras 2 profilinas vegetales de estructura conocida (Figura 13 c, d). Thorn
y colaboradores sugieren que esta cavidad podria ser el sitio de reconocimiento de una
molécula organica [6], y esta hipotesis es reforzada por los resultados del Andlisis Estadistico
de Acoplamiento (SCA). Por el tamafio, la forma y la distribucién de cargas electrostaticas de la
cavidad, parece que la molécula organica que se podria unir a la profilina vegetal estaria
formada por uno o dos anillos aromaticos con atomos polares [6]. Nuestros resultados
revelaron que en esta region existen posiciones que estan acopladas evolutivamente, ademas,
estos residuos no se han demostrado que sean importantes para el reconocimiento de actina,
PIP, y PLP; asi como tampoco son importantes para mantener la conformacion estructural de
la profilina, ya que esta regién no tiene valores menores de RMSD que toda la profilina al
superponer las estructuras conocidas de profilina vegetal (Figura 13 e, f). Se sabe que la
expresion del gen de la profilina es inhibido por un tipo de hormonas vegetales, las auxinas, lo
cual nos sugirié que el compuesto que se una a la profilina en el sitio sugerido por Thorn sea
una citocinina, otro tipo de hormona vegetal, derivada de la adenina, que es antagonista en
muchos aspectos con las auxinas. Sin embargo, hicimos un anclaje molecular in silico de la
profilina con una citocinina, la zeatina, utilizando el software AutoDock 4© [54, 55], mediante el
algoritmo genético Lamarckciano, que es el mas eficiente de los que usa AutoDock 4© [54],
haciendo 25’'000,000 evaluaciones, y no se predijo ninguna interaccion de la zeatina con el sitio
ya mencionado de la profilina. Asimismo, encontramos en la base de datos de PROSITE®©

(http://www.expasy.org/prosite) reportadas como ligandos de la profilina varias moléculas que
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se derivan de la adenina por la adicién de una cadena hidrocarbonada lineal. Ninguno de ellos
tenia esta cadena en el carbono en que la tiene la zeatina, por lo que creemos que quiza la
cadena hidrocarbonada lineal de la zeatina le estorba para su union con la profilina pero la
adenina si podria ser un ligando de la profilina. Existe informacion que vincula a la profilina con
la adenina, como es el hecho de que la adenina es necesaria para la nodulacion de las raices
del frijol [62], y la profilina, que constantemente entra y sale del nucleo celular, pudiera entrar a
éste cargada de adenina e interaccionar con la nodulina 30, proteina por la que tiene una alta
afinidad la profilina, que entra al nucleo durante la nodulacién (Federico Sanchez,
comunicacion personal). Ya se ha visto que la profilina interacciona con un factor
transcripcional para regular la expresion genética [24], por lo cual hicimos un analisis
bioinformatico de la nodulina 30 y vimos que esta proteina podria haber evolucionado a partir
de un factor transcripcional ya identificado por medio de barajeo de dominios. Por esto creemos
que la nodulina 30 podria ser un factor transcripcional que interaccione con la profilina para
regular la expresiéon genética. Por ello, decidimos hacer un anclaje molecular de la adenina, la
adenosina, y el mono-, di- y trifosfato de adenosina con la profilina usando el programa
AutoDock 4©, y observamos que la adenina podria ser unida a la profilina en la cavidad de las

profilinas vegetales, no asi la adenosina y sus fosfatos.
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Figura 13: Posible sitio de unién de las profilinas vegetales a una molécula organica. a) y b) Visién
estereoscoépica en forma de lineas gruesas de este sitio putativo en la profilina de Arabidopsis thaliana (PDB: 3NUL), el
cual es una cavidad conformada por los amino acidos de 2 cadenas polipeptidicas en forma de horquilla; la compuesta
por los residuos Val74 a Arg84 (lila), y la compuesta por los residuos Asp53 a Ala61(amarillo). Entre estas 2 cadenas
se encontré una molécula de glicerol (cuyos carbonos se muestran en gris) que se cree que puede estar ocupando el
lugar de una molécula que se una exclusivamente a las isoformas vegetales de la profilina [6]. Las cadenas laterales se
omiten, excepto para los amino &cidos Asp53, Phe54, Pro57, Ala61, Val74, GIn79 e 1le83, cuyas cadenas laterales (que
se muestran con los carbonos en verde) forman la cavidad en la cual se aloja la molécula de glicerol. Los atomos de
nitrégeno se muestran en azul, los de oxigeno en rojo y los de hidrégeno en blanco. ¢) y d) Superficie electrostatica de
esta cavidad en la profilina de Arabidopsis thaliana. Los colores de la superficie son los de los dtomos que forman ésta,
segun la coloracién usada en los paneles a y b. e) Representacion del esqueleto de carbonos a de la superposicion de
las profilinas de Arabidopsis thaliana (verde oscuro), de latex (PDB: 1G5Ua) (azul marino) y de abedul (PDB: 1CQA)
(rojo). Los sitios de las cavidades en estas profilinas (6valo verde) se muestran en verde claro (profilina de Arabidopsis
thaliana), en azul claro (profilina de latex) y en rosa (profilina de abedul). En la figura se muestran los RMSD en
carbonos a para esta cavidad (letras verdes) y para toda la profilina (letras blancas). f) Superposicién de las superficies
electrostaticas de las mismas profilinas que en el panel e y con los mismos colores que en éste. La cavidad exclusiva
de las profilinas vegetales se encierra en un 6valo verde.
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Otro grupo de residuos coevolucionados que el SCA detectd para el caso de las profilinas
vegetales incluye a algunas posiciones en el extremo carboxilo terminal de la profilina que se
ha demostrado que son importantes en el pegado de la profilina a la PLP. En las profilinas
vegetales y las isoformas Il de las profilinas de mamifero, las cuales tienen alta afinidad por
PLP, la posicion 128 siempre tiene un residuo negativo, la 130 siempre es una glicina y la 131
es en todos los casos un amino acido hidrofébico. Las profilinas | de mamifero tienen distintos
amino acidos en esas posiciones, sin ningun tipo de conservacion, y son muy poco afines a la
PLP. Esto sugiere que la evolucion ha permitido que existan secuencias sin este grupo de
residuos del carboxilo terminal para que tengan una funcién que practicamente no involucre
pegado a los PRM. La posicién 130 también es importante para el pegado a PIP,, lo que podria

explicar que haya competencia entre los pegados a PLP y a PIP; en la profilina 1l de ratén [60].

En el SCA de las todas las profilinas eucariéticas, la mayoria de las posiciones con una alta
energia de acoplamiento estadistico se encuentran en la interfase de la interaccion con la
actina. Una de estas posiciones, la metionina 73, se encuentra en el motivo ,,YMVI, en el cual
esta la tirosina 72 que se ha demostrado que es importante para el pegado de la PI3K a la
profilina [30]. Esto indica que la PI3K podria desplazar a los monémeros de actina unidos a la
profilina para incorporarlos a los filamentos en crecimiento. Ademas, las posiciones altamente
coevolucionadas que el SCA reporta para todas las profilinas reportadas cuyos residuos estan
en la interfase con la actina y que no se han demostrado como importantes en el pegado a
ésta, son buenas candidatas para comprobar su importancia en esta interaccion por medio de

mutagénesis sitio-dirigida.

Hay que notar que las posiciones que muestran coevolucion entre si en el alineamiento de las
posiciones de las profilinas eucaridticas pueden tener interrelacion entre si en las profilinas
vegetales, pero que estas interrelaciones no han aparecido en este analisis debido a la alta
conservacion de sus residuos. Se observé que, de hecho, las posiciones que muestran
coevolucion en el alineamiento de todas las profilinas presentan las conservaciones mas altas
en el alineamiento de las profilinas vegetales, siendo solo superadas por las posiciones que
unen a la PLP. Esto significa que probablemente existe una exigencia de funcionalidad casi

perfecta en estos residuos, de tal forma que en estas posiciones casi no pueden ocurrir
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mutaciones, aun cuando estas se compensen por mutaciones en otros sitios del mismo grupo

de residuos de alto acoplamiento.

Los acoplamientos entre posiciones en el alineamiento de las profilinas vegetales también se
dan, al menos en algunos casos, en el alineamiento de todas las profilinas reportadas, sin
embargo, muchas veces este acoplamiento no es de los mas altos, y por eso no se destaco en

este trabajo.
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Conclusiones.

En esta tesis se demostré mediante el Analisis Estadistico de Acoplamiento que existe
coevolucion entre las posiciones de la familia de proteinas de la profilina que estan en la
interfase de la interaccion de la profilina con cada uno de sus ligandos: PLP, PI3K, PIP, y
actina. Cada uno de estos grupos de posiciones coevolucionadas tienen a sus residuos
cercanos entre si en la estructura de la profilina. Estas coevoluciones indican una relacién entre
los amino acidos de estas posiciones, la cual puede ser quimica, fisica o funcional. Los grupos
de posiciones coevolucionadas entre si en los sitios de interaccién con los distintos ligandos de

la profilina también coevolucionan con posiciones importantes para el plegamiento de la misma.

Perspectivas.

El Analisis Estadistico de Acoplamiento de las profilinas vegetales, ademas de detectar grupos
de posiciones coevolucionadas entre si cuyos residuos estan cercanos a la interfase de la
interaccion de la profilina con sus ligandos conocidos, detectd un grupo de posiciones
coevolucionadas cercanas a una cavidad existente solo en las profilinas vegetales que se cree
que podria unir a una molécula organica. Debido a la forma de este sitio, a predicciones in
silico y a distintas observaciones que se han hecho sobre la profilina en este laboratorio, se
cree que esta molécula organica podria ser la adenina, por lo cual, seria interesante comprobar
experimentalmente si la profilina interacciona con la adenina y si lo hace en el sitio mencionado

anteriormente.

Por otro lado, durante la elaboracién de mi tesis, descubri que existen muchos métodos de
deteccion de coevolucion entre aminoacidos, por lo cual creo que seria interesante ver cuales
dan un resultado que parezca mas convincente para la profilina, o si cada uno de ellos detecta
un distinto tipo de acoplamiento entre amino acidos. También seria interesante detectar si
existe coevolucion entre la profilina y una porcion de VASP distinta a sus regiones ricas en
prolina que parece ser que esta en contacto con la profilina, asi como detectar qué
aminodacidos participan en la coevolucion que ha habido entre las profilinas y las actinas que
interactuan especificamente in vivo. Ademas, también se podria investigar si ha habido

coevolucion entre la profilina y la PI3K.
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