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Resumen de la tesis que presenta Salvador Dueñas Espinoza como requisito parcial para la obtención 
del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la Vida. 
 

Péptidos quiméricos a partir de la unión de diferentes CDR3 de VNAR de Heterodontus 
francisci y una alfa conotoxina de Californiconus californicus con capacidad de unión a 

antígenos: diseño de anticuerpos no naturales (NoNaBodies) 
 

 
Resumen aprobado por: 

 
 

______________________________ 
   Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro 

Director de tesis  

La búsqueda de diversas proteínas capaces de modular rutas metabólicas ha mejorado la detección y 
tratamiento de múltiples patologías asociadas al mal funcionamiento y sobreexpresión de diferentes 
metabolitos. Sin embargo, las proteínas de unión a antígeno tienen limitaciones de tamaño, 
penetrabilidad a tejidos densos y barreras de propiedad intelectual. Para superar las desventajas de 
las proteínas de unión a antígeno disponibles, la presente investigación tiene como objetivo 
proporcionar péptidos quiméricos de unión a antígeno mediante la unión de una región determinante 
de complementariedad 3 (CDR3, por sus siglas en inglés) de dominios variables de nuevo receptor de 
antígeno (VNAR, por sus siglas en inglés) con una alfa conotoxina. Se obtuvieron seis anticuerpos no 
naturales (NoNaBodies, por sus siglas en inglés) de los complejos de conotoxina cal14.1a con seis CDR3 
de los VNAR de Heterodontus francisci y dos NoNaBodies de los VNAR de otras especies de tiburones. 

Los péptidos cal_P98Y vs. VEGF165, cal_T10 vs. TGF-, y cal_CV043 vs. Antígeno carcinoembrionario 
(CEA) mostraron capacidad de reconocimiento in silico e in vitro. Mientras que los NoNaBodies 
cal_P98Y y cal_CV043 demostraron la capacidad de neutralizar los antígenos para los que fueron 
diseñados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras clave:  NoNaBody, Péptido quimérico, Miniproteína, fusión de VNAR y conotoxina  
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Abstract of the thesis presented by Salvador Dueñas Espinoza as a partial requirement to obtain the 
Doctor of Science degree in Life Science. 
 

Chimeric peptides from the union of different CDR3 of VNAR of Heterodontus francisci and an 
alpha conotoxin of Californiconus californicus with antigen-binding capacity: design of non-natural 

antibodies (NoNaBodies) 
 

Abstract approved by: 
 
 

______________________________ 
PhD. Alexei Fedorovish Licea Navarro 

Thesis Director 

The search for various proteins capable of blocking metabolic pathways has improved the detection 
and treatment of multiple pathologies associated with the malfunction and overexpression of different 
metabolites. However, antigen binding proteins have limitations. To overcome the disadvantages of 
available antigen-binding proteins, the present investigation aims to provide chimeric antigen-binding 
peptides by conjugating a complementarity-determining region 3 (CDR3) of variable domains of new 
antigen receptors (VNARs) with a conotoxin. Six Non-natural antibody (NoNaBodies) were obtained 
from the complexes of conotoxin cal14.1a with six CDR3 from the VNARs of Heterodontus francisci and 
two NoNaBodies from the VNARs of other shark species. The peptides cal_P98Y vs. VEGF165, cal_T10 

vs. TGF-, and cal_CV043 vs. Carcinoembryonic antigen (CEA) showed in silico and in vitro recognition 
capacity. Likewise, cal_P98Y and cal_CV043 demonstrated the capacity to neutralize the antigens for 
which they were designed. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: NoNaBody, Chimeric Peptide, Miniprotein, VNAR and conotoxin fusion  
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Capítulo 1.  Introducción 

El uso de proteínas de unión a antígenos para bloquear o modular vías metabólicas ha mejorado la 

detección y el tratamiento de diversas patologías asociadas con la sobreexpresión o el mal funcionamiento 

de diversos metabolitos como el VEGF165, TNF-, CEA, TGF-, entre otros. En comparación con la mayoría 

de los fármacos comerciales, las proteínas de unión a antígeno tienen una mayor afinidad por los sitios de 

unión de los blancos moleculares, lo que garantiza una mayor especificidad en el tratamiento o en la 

detección. Sin embargo, el uso de proteínas de unión a antígeno no está exento de problemas, como los 

relacionados con su almacenamiento y transporte, dado que la mayoría de las proteínas disponibles son 

termolábiles (Kholodenko, Kalinovsky, Doronin, Ponomarev  & Kholodenko, 2017). Otra limitación de las 

proteínas de unión a antígeno convencionales es su gran tamaño. En los organismos multicelulares, las 

proteínas de unión a antígeno a menudo no pueden penetrar las barreras biológicas y, por lo tanto, los 

efectos de su tratamiento pueden estar limitados a las capas superficiales de los tejidos en los sitios de su 

aplicación. Se han realizado varias modificaciones a las proteínas de unión a antígeno para reducir las 

desventajas o limitaciones relacionadas con su uso; sin embargo, la mayoría de estos cambios han tendido 

a reducir la fuerza de unión al antígeno (Kim, Park & Hong, 2005). 

Se han desarrollado diferentes estrategias para generar proteínas capaces de neutralizar dianas 

moleculares de interés, como los dominios variables de los nuevos receptores de antígenos (VNAR, por 

sus siglas en inglés) de los anticuerpos de peces cartilaginosos (es decir, los nuevos receptores de antígenos 

de inmunoglobulinas; IgNAR). A diferencia de los anticuerpos convencionales, los IgNAR son homodímeros 

de cadena pesada que están unidos por enlaces disulfuro y carecen de cadenas ligeras. Cada cadena 

pesada contiene un dominio VNAR (cuyo peso molecular es de ~ 15 kDa) y cinco dominios constantes 

(Saerens, Ghassabeh, & Muyldermans, 2008). Los VNAR se pueden expresar de manera eficiente en 

bacterias como proteínas activas, solubles y estructuradas. Además, su pequeño tamaño y naturaleza casi 

globular, y un CDR3 largo (15-30 aminoácidos) les permiten acceder a hendiduras y epítopos de difícil 

acceso que los fragmentos de anticuerpos no pueden alcanzar. Su alta y rápida permeabilidad también 

facilita el acceso a tejidos densos (Wu & Senter, 2005). Al igual que con los anticuerpos convencionales, la 

variabilidad de IgNAR se basa en la región determinante de la complementariedad 3 (CDR3) del dominio 

VNAR, cuya longitud puede variar de 5 a 23 residuos de aminoácidos, aunque suelen estar presentes bucles 

largos de 15 a 30 aminoácidos que normalmente se estabilizan mediante enlaces disulfuro (Holliger & 

Hudson, 2005). 
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Los knottins son proteínas de 20 a 50 aminoácidos de longitud que a pesar de su pequeño tamaño,  tienen 

un núcleo de láminas beta anti paralelas estabilizadas por enlaces disulfuro en lugar de un “núcleo 

hidrofóbico” (Ackerman, Currier, Bergen, & Cochran, 2014; Gracy & Chiche, 2010). Estos enlaces juegan 

un papel en la estructura y función de los péptidos, ya que, confieren la capacidad de formar estructuras 

tridimensionales limitadas y bien definidas. Estas estructuras bien definidas pueden aumentar la potencia, 

la estabilidad, la selectividad y la permeabilidad de las knottins al tiempo que reducen su susceptibilidad 

a la degradación por proteasas y les permiten bloquear péptidos en conformaciones activas. El mimetismo 

y la estabilización de estructuras secundarias deben tenerse en cuenta al diseñar inhibidores de 

interacciones proteína-proteína para objetivos terapéuticos (Northfield et al., 2014). A través del diseño 

racional y la ingeniería de proteínas, las mini proteínas constituyen andamios privilegiados para el 

desarrollo de fármacos (Ackerman et al., 2014; Daly & Craik, 2011), ya que comparten características tanto 

de proteínas (p. ej., plegamiento tridimensional) como de péptidos (p. ej., tamaño pequeño; (Kolmar, 

2008; Moore, Leung, & Cochran, 2012). 

 En esta investigación se propone el uso de un péptido rico en enlaces disulfuro como andamio y diferentes 

CDR3 de VNAR para generar péptidos quiméricos que mantengan su afinidad por el sitio de unión al 

antígeno al igual que su VNAR parental, a las que llamamos anticuerpos no naturales (NoNaBodies, por 

sus siglas en inglés). En la actualidad no existen tecnologías o ideas patentadas similares a las que aquí se 

presentan. La patente número EP3277810 (Karatt, V.A., McCafferty, J., Surade, S., Luetkens, T., Masters, 

2020) contiene información donde se utiliza una idea similar a la de este estudio. El dominio de estructura 

de diversidad del receptor en la patente EP3277810 es un dominio variable de cadena ligera de anticuerpo 

que se fusionó con un dominio donante compuesto por un péptido rico en cisteínas, donde el anticuerpo 

actúa como acarreador del péptido entrante sin contribuir a la unión al objetivo. La fusión se produce en 

el CDR del dominio de la cadena ligera. Otros estudios han informado péptidos que no son anticuerpos de 

otras fuentes que se trasplantaron a marcos de anticuerpos, como la unión de integrina natural en la 

región VH CDR3 de un anticuerpo humano (Barbas, Laguino y Smith, 1993) y un péptido conocido por 

unirse al receptor de trombopoyetina (TPO) en varios CDR de un anticuerpo contra el toxoide tetánico 

(Frederickson et al., 2006). 

La presente investigación tiene como objetivo proporcionar una proteína de andamio derivada de una 

conotoxina capaz de servir como marco para generar péptidos quiméricos de unión a antígeno. Así mismo, 

para proporcionar una proteína de andamiaje que, mediante la inserción de una secuencia CDR3 de un 

VNAR, conserve la afinidad por el antígeno específico del VNAR parental. 
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1.1 Justificación  

Actualmente, los tratamientos para neutralizar diversos blancos moleculares, se basan en el uso de 

anticuerpos humanizados de gran tamaño con baja o nula penetración a tejidos. Por lo que el diseño 

racional de péptidos in silico a partir de la unión de un péptido andamio con un CDR3 de VNAR es una 

alternativa a la creación de diversas moléculas capaces de regular y neutralizar blancos de interés 

biomédico, ya que, al ser de péptidos de menor tamaño y mayor estabilidad, se espera que tengan mayor 

capacidad de penetración. 

1.2 Hipótesis 

Los NoNaBodies diseñados racionalmente in silico a partir de la unión de una ⍺-conotoxina con el CDR3 de 

diversos VNAR de Heterodontus fransisci, neutralizarán sus blancos moleculares específicos, al igual que 

sus VNAR parentales. 

1.3 Objetivos 

Objetivo general 

Obtener NoNaBodies diseñados racionalmente para la neutralización de diversos blancos terapéuticos a 

partir de la unión de una ⍺-conotoxina con un CDR3 de VNAR. 

Objetivos específicos 

• Obtener una proteína de andamio derivada de una conotoxina capaz de servir como marco para 

generar NoNaBodies de unión a antígeno 

• Diseñar y modelar péptidos in silico específicos para la neutralización de diversos blancos 

moleculares a partir de la unión de una ⍺-conotoxina con varios CDR3 de VNAR. 

• Evaluar la capacidad de unión in silico de los NoNaBodies diseñados a partir de la unión de una ⍺-

conotoxina con un CDR3 de VNAR de Heterodontus fransisci con diversos blancos moleculares. 
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• Evaluar la capacidad de unión in silico de los NoNaBodies diseñados a partir de la unión de una ⍺-

conotoxina con un CDR3 de VNAR de otras especies de peces cartilaginosos con sus blancos 

moleculares específicos. 

• Evaluar la capacidad neutralizante in vitro de diversos blancos moleculares de los NoNaBodies 

específicos comparados con su VNAR parental. 
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Capítulo 2.  Péptidos andamio  

El objetivo del capítulo 2 fue evaluar los diferentes péptidos utilizados en esta investigación como 

potencial andamio para la creación de diferentes NoNaBodies. Se evaluaron los péptidos LEAP-II, 

Guanilina, Endotelina, cal14.1a y FSTI-1. Para las pruebas contra el blanco molecular VEGF165, dichos 

péptidos fueron modificados al agregarles en su secuencia de aminoácidos los CDR3 de cuatro VNAR (VS0-

4, VS1-20, V13 y P98Y). Para las pruebas contra TGF- se probaron los diferentes andamios modificados 

con dos CDR3 de los VNAR T10 y T21 obtenidos de biblioteca sintética. Los NoNaBodies probados contra 

TNF- se crearon al unir los péptidos andamio con los CDR3 de VNAR obtenidos de biblioteca inmune 

Tn43, Tn16 y Tn65. Para las pruebas contra PCSK9, se utilizaron solo los andamios LEAP-II, Guanilina, 

Endotelina, cal14.1a modificados con el CDR3 de VNAR de PK13. En los análisis contra la proteína RBD del 

SPIKE del SARS-CoV-2 se utilizaron los andamios LEAP-II, Guanilina y cal14.1a diseñados al unirlos con los 

CDR3 de los VNAR SP24, SP34 y D240. Para los análisis contra CEA, solo se utilizaron los andamios LEAP-II 

y cal14.1a y el CDR3 del VNAR CV043. Para las proteínas lisozima y AMA1 solo se utilizó el andamio cal14.1a 

y los CDR3 de VNAR obtenidos del Protein Data Bank (A07 y 14I-1) (Tabla 1).  

Tabla 1. NoNaBodies diseñados utilizando diferentes andamios. El péptido seleccionado como mejor opción para ser 
utilizado como andamio, el VNAR parental utilizado y el NoNaBody seleccionado se resalta en negritas, ya que se 
describe a detalle en este documento. 

Blanco molecular Péptido andamio VNAR parental NoNaBody 

VEGF165 

LEAP-II 

VS0-4 LEAP_VS04 

VS1-20 LEAP_VS120 

V13 LEAP_V13 

P98Y LEAP_P98Y 

Guanilina 

VS0-4 GUA_VS04 

VS1-20 GUA_VS120 

V13 GUA_V13 

P98Y GUA_P98Y 

Endotelina 
VS0-4 ENDO_VS04 

VS1-20 ENDO_VS120 
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V13 ENDO_V13 

P98Y ENDO_P98Y 

Cal14.1a 

VS0-4 Cal_VS04 

VS1-20 Cal_VS120 

V13 Cal_V13 

P98Y Cal_P98Y 

FSTI-1 

VS0-4 FS_VS04 

VS1-20 FS_VS120 

V13 FS_V13 

P98Y FS_P98Y 

TGF- 

LEAP-II 
T10 LEAP_T10 

T21 LEAP_T21 

Guanilina 
T10 GUA_T10 

T21 GUA_T21 

Endotelina 
T10 ENDO_T10 

T21 ENDO_T21 

Cal14.1a 
T10 Cal_T10 

T21 Cal_T21 

FSTI-1 

T10 FS_T10 

T21 FS_T21 

TNF- 

LEAP-II 

Tn43 LEAP_Tn43 

Tn16 LEAP_Tn16 

Tn65 LEAP_Tn65 

Guanilina 

Tn43 GUA_Tn43 

Tn16 GUA_Tn16 

Tn65 GUA_Tn65 

Endotelina Tn43 ENDO_Tn43 
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Tn16 ENDO_Tn16 

Tn65 ENDO_Tn65 

Cal14.1a 

Tn43 Cal_Tn43 

Tn16 Cal_Tn16 

Tn65 Cal_Tn65 

PCSK9 

LEAP-II 

PK13 

LEAP_PK13 

Guanilina GUA_PK13 

Endotelina ENDO_PK13 

Cal14.1a cal_PK13 

SARS-CoV-2 
SPIKE 

LEAP-II 

SP34 LEAP_SP34 

SP24 LEAP_SP24 

D240 LEAP_D240 

Guanilina 

SP34 GUA_SP34 

SP24 GUA_SP24 

D240 GUA_D240 

Cal14.1a 

SP34 Cal_SP34 

SP24 Cal_SP24 

D240 Cal_D240 

CEA 
LEAP-II 

CV043 
LEAP_CV043 

Cal14.1a Cal_CV043 

Lisozima Cal14.1a A07 Cal_Lis 

AMA1 Cal14.1a 14I-1 Cal_AMA1 

 

A continuación, se presenta el proceso de modelado, análisis in silico y pruebas in vitro de la alfa 

conotoxina cal14.1a, ya que fue el péptido que presentó mejores características para su uso como 

andamio para la creación de NoNaBodies.  
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2.1 Método 

Estrategia in silico 

2.1.1.1 Modelado por homología de cal14.1a 

Se realizó el modelado de la conotoxina cal14.1a. La estructura tridimensional fue construida con el 

software MODELLER v.9.19 mediante el protocolo de “Advanced Modeling for multiple templates”. Para 

dicho procedimiento fue necesario realizar un alineamiento en BLAST-P para identificar las estructuras 

andamios para el modelado por homología. Se basó en tres distintas proteínas andamio de diferentes 

conotoxinas con más del 50% de identidad. Los archivos PDB de los andamios se descargaron del Protein 

Data Bank (PDB), con PDB ID 1FEO (Goldenberg, Koehn, Gilbert, & Wagner, 2001), 1OMG (Kohno et al., 

1995), y 1MVI (Nielsen, Thomas, Lewis, Alewood, & Craik, 1996). 

2.1.1.2 Dinámica Molecular  

La estructura tridimensional del péptido andamio cal14.1a se refinó mediante el procedimiento de 

“simulated annealing” con el software Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD) (Phillips et al., 2005), 

seguido del análisis y visualización con los softwares Visual Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey, Dalke, 

& Schulten, 1996)  y PyMOL Molecular Graphics System v2.2.2 para Mac OS X. Los parámetros del campo 

de fuerza para la simulación se aplicaron utilizando la herramienta informática Chemistry at HARvard 

Macromolecular Mechanics (CHARMM34). Para el control de calidad de las estructuras modeladas, se 

realizó el análisis estructural con la herramienta en línea PROCHECK. Las simulaciones se realizaron en una 

caja de moléculas de agua TIP3P como solvente con condiciones de contorno periódicas, donde se supone 

un ensamble NPT (un número constante de partículas (N), condiciones isobáricas (P) e isotérmicas (T) 

constantes). La presión se ajustó a 1 atm y la temperatura a 310 K. Estas condiciones se unieron a pasos 

de recocido y relajación de forma iterativa. Después del recocido y enfriamiento, la conotoxina se sometió 

a un análisis de dinámica molecular a 310 K y 1 atm durante 50 ns. El análisis de las coordenadas de 

trayectoria atómica y las energías se escribieron en el disco cada 10 ps. Se seleccionó la conformación del 

péptido con el mayor tiempo de existencia en la dinámica molecular. 
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Estrategia in vitro 

2.1.1.3 Expresión relativa de TNF 

Para evaluar si existía alteración en la expresión de genes pro-inflamatorios, se valoró el efecto de la 

actividad de cada toxina sintética en la expresión del gen TNF empleando la línea celular THP-1. Un total 

de 2x105 células fueron expuestas a 50 nM PMA (Sigma) por 24h a 37 C, 5% CO2 para su diferenciación a 

macrófagos (M0) previo a la adición de cada tratamiento. Posteriormente, se eliminó el sobrenadante y 

nuevo medio sin PMA fue adicionado 24h antes de cada tratamiento. Para favorecer la polarización a 

macrófagos pro-inflamatorios (M1), las células fueron expuestas por 24h a 100 ng/mL de LPS y 100 IU rh-

IFNy, el efecto de cada toxina fue evaluado en células M0 y M1 empleando una concentración final de 5 

M de cada péptido recombinante a cada condición por 24h en duplicado.  

Se extrajo el ARN total empleando el reactivo TRI (Sigma) de acuerdo a las especificaciones del fabricante 

y 0.5 g fueron retrotranscritos empleando el kit superscript III (Invitrogen). La expresión del gen TNF 

fue evaluada para cada tratamiento empleando -actina como gen de referencia. 

2.2 Resultados 

Estrategia in silico 

2.2.1.1 Análisis estructural de cal14.1a 

La -conotoxina cal14.1a es una proteína de 17 aminoácidos, cuenta con 2 enlaces disulfuro entre la Cys3-

Cys12 y Cys7-Cys17, los que le confieren una alta estabilidad estructural, por lo que la convierte en un 

andamio idóneo para el diseño racional de proteínas. La conotoxina cal14.1a no ha sido resuelta por NMR 

o cristalografía de rayos X, por lo que se tuvo que realizar el modelado por homología con el programa 

MODELLER. Posteriormente se refinó el modelo durante 50 ns utilizando el software NAMD. Respecto al 

análisis de la fluctuación global de la estructura durante la dinámica, se observaron valores de RMSD (Root-

mean-square deviation) estables después de 2 ns de la simulación, donde cada una de las estructuras de 

la simulación no muestran una diferencia mayor a 1.5 Å (Figura 1).  
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En la Tabla 2 se muestran las diferentes conformaciones de la -conotoxina cal14.1a a lo largo de la 

dinámica molecular. Se seleccionó la conformación número 3, ya que fue la estructura que apareció 

durante más tiempo en la simulación con 17.40 ns. 

 

Figura 1. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura de la -conotoxina cal14.1a. En el eje “X” 
se indican los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

Tabla 2. Conformaciones de la proteína cal14.1a durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas se indica la 
conformación seleccionada con mayor tiempo de existencia en la dinámica molecular. 

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

1 
 

 

315 6.30 

2 

 

667 13.34 

3 

 

870 17.40 

4 

 

538 10.76 

5 

 

110 2.20 

 

Posteriormente al refinamiento del modelo de la -conotoxina cal14.1a se procedió a analizar la calidad 

de la conformación 3 mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 
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2). El modelo obtuvo 11 residuos en regiones altamente favorecidas (91.7 %), 1 residuo en regiones 

adicionales permitidas (8.3 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del 

modelo fue buena para los análisis posteriores. 

 

Figura 2. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 3) de la -conotoxina cal14.1a 
después de la dinámica molecular. 

 

2.3 Resultados 

Estrategia in vitro 

2.3.1.1 Expresión relativa de TNF- 

Se observa que ambos péptidos por sí solos no favorecen la expresión de TNF- en células no expuestas a 

estímulos pro-inflamatorios (M0). Sin embargo, en presencia de estímulo pro-inflamatorio, el péptido 

cal14.1a disminuye significativamente la expresión TNF- mientras que el NoNaBody cal_P98Y no modifica 

la expresión inducida por LPS e IFNy (Figura 3). 
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Plot statistics

Residues in most favoured regions  [A,B,L]               11  91.7%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]         1   8.3%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      0   0.0%
Residues in disallowed regions                            0   0.0%
                                                       ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues           12 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                1       

Number of glycine residues (shown as triangles)           2       
Number of proline residues                                2       
                                                       ----       
Total number of residues                                 17       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 3. Expresión relativa de TNF-. LPS + IFNγ aumenta la expresión relativa de TNF-α. La conotoxina andamio y 
el NoNaBody cal_P98Y se utilizaron como control negativo en células sin estímulos de LPS + IFNγ. Las células 
estimuladas con LPS + IFNγ + cal14.1a reducen la expresión de TNF-α. cal_P98Y + LPS + IFNγ no reduce la expresión 
relativa de TNFα. 
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Capítulo 3.  VEGF165 

El objetivo del capítulo 3 fue analizar la interacción de proteínas diseñadas a partir de la unión de la -

conotoxina cal14.1a y el CDR3 de los VNAR P98Y y VS0-4 con la isoforma 165 del factor de crecimiento 

vascular endotelial (VEGF165). Para lograr el análisis, se realizó el modelado por homología de las proteínas 

quiméricas con el programa MODELLER (Webb & Sali, 2016).  

Posteriormente, se llevó a cabo el refinamiento mediante simulaciones de dinámica molecular con el 

software NAMD (Phillips et al., 2005). Para el blanco molecular, se utilizó la estructura cristalográfica 

modificada del VEGF121 (Muller et al., 1997), al cual se le agregó el dominio de unión a heparina del VEGF165 

previamente publicado (Stauffer, Skelton, & Fairbrother, 2002).  

Una vez obtenidas las estructuras, se procedió a realizar el análisis de interacción proteína-proteína 

(Docking), con el programa ClusPro (PIPER) (Desta, Porter, Xia, Kozakov, & Vajda, 2020; Kozakov et al., 

2013, 2017; Vajda et al., 2017). En dicho procedimiento se evaluaron diferentes zonas de unión y 

orientación con la finalidad de encontrar la conformación estructural óptima. 

Para lograr encontrar la mejor conformación estructural se llevó a cabo a través de dos etapas del docking. 

La primera etapa consistió en los patrones de contacto y la segunda etapa se basó en el análisis energético 

de las regiones de contacto de cada una de las proteínas en la plataforma ROSIE (Rossetta) (London, Raveh, 

Movshovitz-Attias, & Schueler-Furman, 2010; Lyskov et al., 2013; Sedan, Marcu, Lyskov, & Schueler-

Furman, 2016b).  

A modo de control positivo, se analizó la interacción del VNAR P98Y y el VNAR VS0-4 con la proteína 

VEGF165, la cual dio una energía de unión de referencia. Ya que, dichos VNAR se han evaluado in silico, in 

vitro e in vivo como inhibidor del VEGF165 (Cabanillas-Bernal et al., 2019; Millán-gómez et al., 2018). Así 

mismo, a manera de control negativo, se realizó el análisis de la interacción de la proteína andamio 

cal14.1a con el VEGF165.  
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3.1 Método 

Estrategia in silico 

3.1.1.1 Modelado por homología de cal_P98Y y cal_VS0-4 

Se realizó el modelado de las proteínas quiméricas cal_P98Y y cal_VS0-4, al unir el péptido andamio 

cal14.1a con el CDR3 de la VNAR P98Y y VS04 respectivamente. Las estructuras tridimensionales fueron 

construidas con el software MODELLER v.9.19 mediante el protocolo de “Advanced Modeling for multiple 

templates”. Para dicho procedimiento fue necesario realizar un alineamiento en BLAST-P para identificar 

las estructuras andamios para el modelado por homología. La construcción de cal_P98Y y cal_VS04 se basó 

en tres distintas proteínas andamio de diferentes conotoxinas con más del 50% de identidad. Los archivos 

PDB de los andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 1FEO (Goldenberg, Koehn, 

Gilbert, & Wagner, 2001), 1OMG (Kohno et al., 1995), y 1MVI (Nielsen, Thomas, Lewis, Alewood, & Craik, 

1996). 

3.1.1.2 Modelado por homología del VNAR P98Y y VNAR VS0-4 

La estructura tridimensional del VANR P98Y y VS0-4 se predijo mediante modelado basado en homología 

usando el software MODELLER v.9.18 (Webb & Sali, 2016), a través de la estrategia "Advanced Modeling". 

BLAST-P se utilizó para identificar las posibles estructuras andamio para el modelado. El VNAR P98Y y VS04 

se modelaron con base en tres estructuras de proteínas diferentes de VNAR reportadas con más del 50% 

de identidad. Los archivos PDB  de los andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 

4HGK (Kovalenko et al., 2013), 2I26 y 2I24 (Stanfield, Dooley, Verdino, Flajnik, & Wilson, 2007). 

3.1.1.3 Dinámica Molecular  

Posterior al modelado por homología, la estructura tridimensional de las proteínas quiméricas y los VNAR 

parentales se refinaron mediante el procedimiento de “simulated annealing” con el software Nanoscale 

Molecular Dynamics (NAMD) (Phillips et al., 2005), seguido del análisis y visualización con los softwares 

Visual Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey, Dalke, & Schulten, 1996)  y PyMOL Molecular Graphics 

System v2.2.2 para Mac OS X. Los parámetros del campo de fuerza para la simulación se aplicaron 
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utilizando la herramienta informática Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics (CHARMM34). 

Para el control de calidad de las estructuras modeladas, se realizó el análisis estructural con la herramienta 

en línea PROCHECK. Las simulaciones se realizaron en una caja de moléculas de agua TIP3P como solvente 

con condiciones de contorno periódicas, donde se supone un ensamble NPT (un número constante de 

partículas (N), condiciones isobáricas (P) e isotérmicas (T) constantes). 

La presión se ajustó a 1 atm y la temperatura a 310 K. Estas condiciones se unieron a pasos de recocido y 

relajación de forma iterativa. Después del recocido y enfriamiento, los NoNabodies y los VNAR parentales 

se sometieron a un análisis de dinámica molecular a 310 K y 1 atm durante 50 ns. El análisis de las 

coordenadas de trayectoria atómica y las energías se escribieron en el disco cada 10 ps. Se seleccionó la 

conformación de proteínas con el mayor tiempo de existencia de cada una de las proteínas durante la 

dinámica. 

3.1.1.4 Análisis de Interacción proteína-proteína (Docking) 

Para predecir el posible sitio de unión de cal_P98Y y cal_VS04 a VEGF165 se aplicó un protocolo de 

acoplamiento proteína-proteína, utilizando la herramienta web ClusPro (PIPER) (Desta et al., 2020; 

Kozakov et al., 2013, 2017; Vajda et al., 2017). En dicho procedimiento se evaluaron diferentes zonas. El 

algoritmo de acoplamiento evalúa diferentes complejos putativos con complementariedades de superficie 

favorables. Los complejos obtenidos se filtraron, seleccionando aquellos con buena energía electrostática 

y libres de desolvatación para su posterior agrupamiento. 

Para la visualización y selección de los mejores resultados se utilizó PyMOL Molecular Graphics System 

para Mac OS X. Se eligió el complejo con mejor afinidad y orientación de unión del VEGF165/cal_P98Y y 

VEGF165/cal_VS04. Para identificar las regiones predichas de interacción proteína-proteína (PPI), se utilizó 

la herramienta “Peptiderive” en el servidor ROSIE (Rossetta), con la configuración predeterminada por el 

desarrollador. Para el cálculo del acoplamiento, “Peptiderive” proporcionó un gráfico con los posibles 

residuos de interacciones proteína-proteína involucrados en la interacción, clasificados de acuerdo con la 

función de puntuación de Rosetta – Unidades de energía de Rosetta (REU, Rosetta Energy Units)(Sedan et 

al., 2016b; Veresov, 2016). 
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Estrategia in vitro 

3.1.2.1 Ensayo ELISA 

Se agregaron 50 L de VEGF165 (5 g/ ml en PBS) en 9 pozos de la placa y se dejó incubar a 37 C por 1 

hora. Posteriormente se descartó el PBS. Se realizó el bloqueo con 200 L de PBS con BSA 3% durante toda 

la noche a 4 C (Se agregaron 3 pozos como blanco para cada proteína). Se descartó el PBS con BSA 3% y 

se agregó el péptido quimérico (cal_P98Y a 20 g/ ml en PBS), el VNAR P98Y (20 g/ ml en PBS) y la proteína 

andamio cal14.1a por triplicado en un volumen de 50 L por pozo. Se incubó a 37 C por 1 hora. Se descartó 

el líquido y se lavó 3 veces con 200 L de PBS Twin 0.05%.  Posteriormente se agregaron 50 L del 

anticuerpo anti-cal_14 1/100 (8 L en 7920 L de PBS Twin) a la quimera y a la proteína andamio. Se 

agregó PBS Tween 0.05% BSA 1% al VNAR. Se incubó a 37 C por 1 hora. Se descartó el líquido y se lavó 3 

veces con 200 L de PBS Tween. Posteriormente se agregaron 50 L de anticuerpo anti-ratón 1:1000 en 

PBS Tween 0.05% BSA 1% para la quimera cal_P98Y, la proteína andamio cal14.1a y anticuerpo anti HA 

con peroxidasa 1:1000 en PBS Tween BSA 1% el VNAR en cada uno de los pozos y se dejó incubar durante 

1 hora a 37 C. Se tiró el líquido y se lavó 5 veces con 200 L de PBS Tween 0.05% para posteriormente 

revelar la placa con 50 L de 1-Step Turbo TMB-ELISA por pozo, se dejó incubar durante 30 minutos a 37 

C. Posteriormente se agregaron 50 L de HCL 1N en cada pozo. Se realizó la lectura de la placa a 450 nm 

con el equipo Epoch de BioTek. 

3.1.1.2 Cultivo celular 

Las células endoteliales (HUVEC) se cultivaron a 37 C (5% CO2, 100% humedad), en placa de cultivo de 100 

mm, con medio de crecimiento de células endoteliales (ECGM) suplementado con 10 % suero fetal de 

ternero (SCF) inactivado por calor.  

3.1.1.3 Generación de esferoides de células endoteliales 

Una monocapa confluente de células HUVEC se separó utilizando tripsina. Un número definido de células. 

(400 células aproximadamente) se suspendieron en medio ECGM con 0.25 % (p/v) carboximetilcelulosa y 

se cultivaron en placas de 96 pozos de fondo redondo no adherente. Bajo estas condiciones, todas las 
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células contribuyen a la formación de un solo esferoide por pozo, de tamaño y número de células definido. 

Los esferoides se cultivaron por al menos 24 h a 37 C (5% CO2, 100% humedad) (Korff, 2004). 

3.1.1.4 Ensayo de angiogénesis in vitro 

Se cuantificó la angiogénesis in vitro en gel de colágeno utilizando esferoides de células endoteliales. Se 

generaron esferoides y se embebieron en geles de colágeno. Se preparó un stock de colágeno y se mezcló 

con una cantidad igual de ECGM, que contenga 0.5% (p/v) de carboximetilcelulosa (para prevenir la 

sedimentación de los esferoides antes de la polimerización del gel de colágeno), 50 esferoides y los 

anticuerpos VNAR y/o tratamientos a evaluar. El gel que contenga los esferoides se transfiere rápidamente 

a una placa de 24 pozos para permitir la polimerización, después de esta, 0.1 ml de medio basal ECGM se 

pipeteó sobre la superficie del gel. Los geles se incubaron a 37 C, 5% CO2 y 100% humedad. Después de 

24 h, la angiogénesis in vitro se cuantificó digitalmente midiendo la longitud de las ramificaciones que han 

crecido de cada esferoide, utilizando al menos 10 esferoides por grupo experimental (Korff, 2004).  

3.1.1.5 Análisis estadístico 

La diferencia en la longitud de las ramificaciones entre los diferentes grupos experimentales se analizó 

utilizando la prueba t para muestras independientes. 

3.2 Resultados 

Estrategia in silico 

3.2.1.1 Análisis estructural de la proteína VEGF165 

Para realizar el análisis estructural del VEGF165, fue necesario modelar por homología la isoforma 165 del 

VEGF, ya que no hay una estructura resulta por NMR o difracción de rayos X. Se descargó la estructura del 

VEGF121 resuelta por cristalografía de rayos X, con una resolución de 2.5Å, con PDB ID 1VPF (Muller et al., 

1997) y la estructura del dominio de unión a heparina del VEGF165 resuelta por NMR (Stauffer et al., 2002) 
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con PDB ID 1KMX del RCSB Protein Data Bank. Posteriormente, se realizó la unión de las dos estructuras y 

se refinó la estructura cristalográfica en el programa NAMD, la cual consistió en una simulación de 50 ns a 

temperatura y presión constante (Figura 4).  

 

Figura 4. Estructura del VEGF165 refinado por dinámica molecular. Cadena A (verde), cadena B (cian). 

 

Respecto a la fluctuación global de la estructura del VEGF165, la Figura 5 muestra la estabilidad del sistema 

a lo largo de la dinámica donde obtuvo valores de RMSD (Root-mean-square deviation) de 2.45 Å de 

fluctuación. Cuanto menor es el valor de RMSD la estructura es más estable. 

 
Figura 5. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del VEGF165. En el eje “X” se indican los 
Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 
 

Posteriormente al refinamiento de la estructura cristalográfica del VEGF165 se analizó la calidad de la 

estructura seleccionada de las diferentes conformaciones obtenidas en la dinámica mediante una gráfica 

de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 6). La estructura presenta 245 residuos en 

regiones altamente favorecidas (92.1 %), 17 residuos en regiones adicionales permitidas (6.4 %) y solo un 

residuo (0.4 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad de la estructura se considera buena para 

los análisis posteriores. 

VEGF165

90o

VEGF165

Sitio de unión a 
heparina
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Figura 6. Gráfico de Ramachandran de la estructura del VEGF165 después de la dinámica molecular. 

3.2.1.2 Análisis estructural del VNAR P98Y 

El VNAR P98Y es una proteína de 123 aminoácidos, la cual no ha sido resuelta por resonancia magnética 

nuclear (NMR), ni por cristalografía de rayos X, por lo que se modeló por homología con el programa 

MODELLER, para posteriormente refinar el modelo durante 50 ns utilizando el software NAMD. En el 

análisis de fluctuación global de la estructura del VNAR P98Y (Figura 7), se observó una variación de los 

valores de RMSD que van de los 1.5 Å a los 6.5 Å. En la gráfica se identificó que la estructura se estabiliza 

en dos tiempos determinados, lo que sugiere que la estructura del VNAR P98Y puede tener dos 

conformaciones estables a lo largo de la dinámica. Esto se puede deber a la longitud del CDR3 de 26 

aminoácidos.  

 

Figura 7. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del VNAR P98Y. En el eje “X” se indican los 
Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 
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Plot statistics

Residues in most favoured regions  [A,B,L]              245  92.1%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]        17   6.4%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      3   1.1%
Residues in disallowed regions                            1   0.4%
                                                       ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues          266 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                4       

Number of glycine residues (shown as triangles)          12       
Number of proline residues                               22       
                                                       ----       
Total number of residues                                304       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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En la Tabla 3 se muestran las diferentes conformaciones del VNAR P98Y a lo largo de la dinámica. Se 

seleccionó la conformación número 1, ya que fue la estructura que apareció durante más tiempo en la 

simulación con 23.36 ns.  

Tabla 3. Conformaciones del VNAR P98Y durante la dinámica molecular. La conformación con mayor tiempo de 
existencia se resalta en negritas. 

Conformación Número de estructuras 
Tiempo de 

existencia (ns) 

1 

 

1168 23.36 

2 

 

545 10.90 

3 

 

329 6.58 

4 

 

260 5.20 

5 

 
 

199 3.96 

 

 
Figura 8. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del VNAR P98Y después de la 
dinámica molecular.   

5847071_01.ps

PROCHECK

B

A

L

b

a

l

p

~p

~b

~a

~l

b

~b

b
~b

~b

-180 -135 -90 -45 0 45 90 135 180

 -135

  -90

  -45

    0

   45

   90

  135

  180

Ramachandran Plot
5847071  

Phi (degrees)

P
si

 (
d
eg

re
es

)
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Residues in most favoured regions  [A,B,L]               96  89.7%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]        11  10.3%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      0   0.0%
Residues in disallowed regions                            0   0.0%
                                                       ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues          107 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                2       

Number of glycine residues (shown as triangles)          11       
Number of proline residues                                3       
                                                       ----       
Total number of residues                                123       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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Posteriormente al refinamiento del modelo del VNAR P98Y se analizó la calidad de la conformación 1 

mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 8). El modelo obtuvo 

96 residuos en regiones altamente favorecidas (89.7 %), 11 residuos en regiones adicionales permitidas 

(10.3 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del modelo fue buena para 

los análisis posteriores. 

3.2.1.3 Análisis de interacción del complejo P98Y/VEGF165 (control positivo) 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión, se llevó a cabo la identificación de 

las regiones de unión del VNAR con el VEGF165, en la plataforma ROSIE.  

 

Figura 9. Complejos de unión del VNAR P98Y con el VEGF165 después del análisis de interacción proteína-proteína con 
el software ClusPro. El VNAR en magenta. El VEGF en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

En la Figura 10A, se observan las regiones de interacción que tiene las dos cadenas del VEGF165 con el VNAR 

P98Y el cual obtuvo un puntaje total de interacción de -45.98 REU (Rossetta Energy Units, unidad arbitraria 

dada por el programa ROSIE que indica la afinidad entre moléculas, a menor puntaje, mayor afinidad). En 

la Figura 10B, se observa la orientación de unión del VNAR con respecto a su blanco.  

 

A B

C D
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Figura 10. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo P98Y/VEGF165. A) Gráficas de la unión del VEGF165 
con el VNAR P98Y, en rojo se resaltan los aminoácidos que forman parte del CDR3 del VNAR. B) Orientación de unión 
del complejo VNAR P98Y/VEGF165. 

 

3.2.1.4 Análisis del complejo cal14.1a/VEGF165 (control negativo) 

Se utilizó la -conotoxina cal14.1a como control negativo, ya que esta proteína fue utilizada como andamio 

para el diseño racional de las diferentes proteínas a probar como inhibidoras del VEGF165.  

3.2.1.5 Análisis de interacción del complejo cal14.1a/VEGF165 

Se realizó el Docking proteína-proteína de la -conotoxina cal14.1a como ligando para identificar la 

interacción con la molécula blanco VEGF165. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos 

de interacción obtenidos con el software ClusPro (PIPER) (Figura 11), con la finalidad de encontrar las 

posibles zonas de unión y la orientación óptima de la unión de la -conotoxina con el VEGF165. La unión 

que presentó mejores resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo D. 
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23 

 

Figura 11. Complejos de unión de la conotoxina cal14.1a con el VEGF165 después del análisis de interacción proteína-
proteína con el software ClusPro. Cal14.1a en magenta. El VEGF165 en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión, se llevó a cabo la identificación de 

las regiones de unión de la -conotoxina cal14.1a con el VEGF165, en la plataforma ROSIE. En la Figura 12A, 

se observan las regiones de interacción que tiene las dos cadenas del VEGF165 con cal14.1a, el cual obtuvo 

un puntaje total de interacción de -14.88 REU. En la Figura 12B, se observa la orientación de unión de 

cal14.1a con respecto a su blanco.  

 

Figura 12. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal14.1a/VEGF165. A) Graficas de la unión del 

VEGF165 con la -conotoxina cal14.1a. B) Orientación de unión del complejo cal14.1a/VEGF165. 

A B

C D

A B

Cal14.1a

VEGF165

Cadena A de VEGF165 unida a cal14.1a cal14.1a unido a la cadena A de VEGF165

cal14.1a unido a la cadena B de VEGF165Cadena B de VEGF165 unida a cal14.1a

GD

ARC 

SYCHPI

ECVPTE

PIETL

NKCECR

VGARCR



 

 

24 

3.2.1.6 Análisis estructural de la proteína quimérica cal_P98Y 

Se modeló la unión de la -conotoxina cal14.1a con el CDR3 del VNAR P98Y con el programa MODELLER y 

refinada con el programa NAMD durante 50 ns. Dicha proteína se denominó cal_P98Y. Respecto a su 

análisis de fluctuación global, se puede observar en la Figura 13 que la mayor oscilación de valores de 

RMSD son de 2.5 Å (de 5.5 Å a 8 Å). La estructura es estable a lo largo de la simulación. Al realizar la 

selección de la conformación más estable, se pudo observar que la conformación 1 apareció 1304 veces 

con un tiempo de existencia de 26.08 ns (Tabla 4), lo que indica que más del 50% de las estructuras en la 

simulación mantienen buena estabilidad.  

 

Figura 13. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del NoNaBody cal_P98Y. En el eje “X” se 
indican los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

Tabla 4. Conformaciones del péptido cal_P98Y durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas la conformación 
con mayor tiempo de existencia en la dinámica molecular. 

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

1 

 

1304 26.08 

2 

 

517 10.34 

3 

 

199 3.98 

4 

 

138 2.76 

5 

 
 

87 1.74 
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Posterior al refinamiento del modelo de la proteína cal_P98Y se procedió a analizar la calidad de la 

conformación 1 mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 14). 

El modelo obtuvo 21 residuos en regiones altamente favorecidas (95.5 %), 1 residuo en regiones 

adicionales permitidas (4.5 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del 

modelo fue buena para los análisis posteriores. 

 

Figura 14. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del NoNaBody cal_P98Y después 
de la dinámica molecular. 

3.2.1.7 Análisis de interacción del complejo cal_P98Y/VEGF165 

Se realizó el Docking proteína-proteína de cal_P98Y como ligando para identificar la interacción con la 

molécula blanco VEGF165. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos de interacción 

obtenidos con el software ClusPro (Figura 15), con la finalidad de encontrar las posibles zonas de unión y 

la orientación óptima de la unión de cal_P98Y con el VEGF165. La unión que presentó mejores resultados 

tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo B. 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión del complejo cal_P98Y/VEGF165, se 

llevó a cabo la identificación de las regiones de unión en la plataforma ROSIE. En la Figura 16A, se observan 

las regiones de interacción que tiene las dos cadenas del VEGF165 con cal_P98Y, el cual obtuvo un puntaje 

total de interacción de -41.54 REU. En la Figura 16B, se observa la orientación de unión de cal_P98Y con 

respecto a su blanco. La energía de interacción de esta proteína fue muy similar a la del control positivo 
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and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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VNAR P98Y (-45.98 REU), por lo que se recomienda la síntesis de la proteína cal_P98Y para pruebas 

posteriores.  

 

Figura 15. Complejos de unión del NoNaBody cal_P98Y con el VEGF165 después del análisis de interacción proteína-
proteína con el software ClusPro. El NoNaBody en magenta. El VEGF165 en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

 

Figura 16. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_P98Y/VEGF165. A) Gráficas de la unión del 
VEGF165 con la proteína cal_P98Y, en rojo se resaltan los aminoácidos que forman parte del CDR3 del VNAR. B) 
Orientación de unión del complejo cal_P98Y/VEGF165. 
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Tabla 5. Resumen de resultados de las proteínas contra VEGF165. En rojo se indica la secuencia de aminoácidos del 
CDR3 de VNAR P98Y. 

Proteína 
Sitio de interacción, 
con la cadena A del 

VEGF165 

Sitio de 
interacción de la 

cadena A del 
VEGF165 

Sitio de interacción, 
con la cadena B del 

VEGF165 

Sitio de interacción 
de la cadena A del 

VEGF165 

Score 
Total 
(REU) 

+++ RRKNLLPRYLV RKHLFVQDPQ IGRRKNLLPRYL IETLVDIFQ -45.98 

Cal_P98Y RCKNLLPRYLVN RRKHLFVQD KNLLPRYLVN VDIFQEYPD -41.54 

cal14.1a VGARCR SYCHPI ARC PIETL -14.88 

3.2.1.8 Análisis estructural del VNAR VS0-4 

El VNAR VS0-4 es una proteína de 119 aminoácidos. Se realizó el modelado por homología con el programa 

MODELLER, para posteriormente refinar el modelo mediante dinámica molecular durante 50 ns utilizando 

el software NAMD. En la Figura 17 se muestra la fluctuación global del modelo del VNAR VS0-4 durante la 

dinámica, se observa una variación leve en los valores de RMSD de 1.75 Å a 4.25 Å.  

 

Figura 17. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del VNAR VS0-4. En el eje “X” se indican 
los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

El modelo se mantuvo estable desde los 6 ns hasta los 50 ns de la dinámica. A diferencia del VNAR P98Y, 

el modelo de VNAR VS0-4 mantiene una mayor estabilidad, esto se puede deber a la estructura secundaria 

que forma la secuencia de aminoácidos en el CDR3. En la Tabla 6 se muestran las diferentes 

conformaciones del VNAR VS0-4 a lo largo de la dinámica. Se seleccionó la conformación número 3, ya que 

fue la estructura que apareció durante más tiempo en la simulación con 26.96 ns. 
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Tabla 6. Conformaciones del VNAR VS0-4 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas la conformación con 
mayor tiempo de existencia en la dinámica molecular. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Posteriormente al refinamiento del modelo del VNAR VS0-4 se procedió a analizar la calidad de la 

conformación 3 mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 18). 

El modelo obtuvo 92 residuos en regiones altamente favorecidas (89.3 %), 10 residuos en regiones 

adicionales permitidas (10.3 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del 

modelo fue buena para los análisis posteriores. 

3.2.1.9 Análisis de interacción del complejo control positivo VS0-4/VEGF165 

Se realizó el Docking proteína-proteína del VNAR VS0-4 como ligando para identificar la interacción con la 

molécula blanco VEGF165. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos de interacción 

resultados obtenidos con el software ClusPro (Figura 19), con la finalidad de encontrar las posibles zonas 

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

1 

 

52 1.04 

2 

 

759 15.18 

3 

 

1348 26.96 

4 

 

290 5.8 

5 

 

51 1.02 
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de unión y la orientación óptima de la unión del VNAR con el VEGF165. La unión que presentó mejores 

resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo C. 

 

Figura 18. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 3) del VNAR VS0-4 después de la 
dinámica molecular. 

 

 

Figura 19. Complejos de unión del VNAR VS0-4 con el VEGF165 después del análisis de interacción proteína-proteína 
con el software ClusPro. El VNAR en magenta. El VEGF en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión, se llevó a cabo la identificación de 

las regiones de unión del VNAR con el VEGF165, en la plataforma ROSIE. En la Figura 20A, se observan las 

regiones de interacción que tiene las dos cadenas del VEGF165 con el VNAR VS0-4 el cual obtuvo un puntaje 

total de interacción de -49.00 REU. En la Figura 20B, se observa la orientación de unión del VNAR con 

respecto a su blanco. 
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to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 19. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo VS0-4/VEGF165. A) Gráficas de la unión del VEGF165 
con el VNAR VS0-4, en rojo se resaltan los aminoácidos que forman parte del CDR3 del VNAR. B) Orientación de unión 
del complejo VS0-4/VEGF165. 

3.2.1.10 Análisis estructural de cal_VS04 

Se realizó el modelado del NoNaBody cal_VS04, resultado de la unión de la conotoxina cal14.1a con el 

CDR3 del VNAR VS0-4 en el programa MODELLER y refinada mediante dinámica molecular durante 50 ns 

con el programa NAMD. En la Figura 21 se observa la fluctuación global de la estructura, donde los valores 

de RMSD muestran que la estructura se estabilizó por debajo de los 9.5 Å, en un rango de variación de los 

6.5 Å a 9.5 Å. La estructura tiene una estabilidad media, ya que se presentan dos variaciones importantes 

de los valores de RMSD.  

 

Figura 21. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del péptido cal_VS04. En el eje “X” se 
indican los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 
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Tabla 7. Conformaciones del NoNaBody cal_VS04 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas la 
conformación con mayor tiempo de existencia después del análisis de dinámica molecular. 

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

1 

 

1023 20.46 

2 

 

412 8.24 

3 

 

303 6.06 

4 

 

138 2.76 

5 

 
 

111 2.22 

 

Posteriormente al refinamiento del modelo del NoNaBody cal_VS04 se procedió a analizar la calidad de la 

conformación 1 mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 22). 

El modelo obtuvo 23 residuos en regiones altamente favorecidas (88.5 %), 3 residuos en regiones 

adicionales permitidas (11.5 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del 

modelo fue buena para los análisis de interacción proteína-proteína.  

 

Figura 22. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del NoNaBody cal_VS04 después 
de la dinámica molecular. 
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Total number of residues                                 36       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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3.2.1.11 Análisis de interacción del complejo cal_VS04/VEGF165 

Se realizó el Docking proteína-proteína de cal_VS04 como ligando para identificar la interacción con la 

molécula blanco VEGF165. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos de interacción 

obtenidos con el software ClusPro (Figura 23), con la finalidad de encontrar las posibles zonas de unión y 

la orientación óptima de la unión de cal_VS04 con el VEGF165. La unión que presento mejores resultados 

tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo D. 

 

Figura 23. Complejos de unión del péptido cal_VS04 con el VEGF165 después del análisis de interacción proteína-
proteína con el software ClusPro. El VNAR en magenta. El VEGF165 en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

 

Figura 24. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_VS04/VEGF165. A) Gráficas de la unión del 
VEGF165 con el péptido cal_VS04, en rojo se resaltan los aminoácidos que forman parte del CDR3 del VNAR parental. 
B) Orientación de unión del complejo cal_VS04/VEGF165. 

A B

C D
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Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión del complejo cal_VS04/VEGF165, se 

llevó a cabo la identificación de las regiones de unión en la plataforma ROSIE. En la Figura 24A, se observan 

las regiones de interacción que tiene las dos cadenas del VEGF165 con cal_VS04, el cual obtuvo un “score” 

total de interacción de -47.07 REU. En la Figura 24B, se observa la orientación de unión de cal_VS04 con 

respecto a su blanco. La energía de interacción de esta proteína fue mayor a la del control positivo del 

VNAR VS0-4 (-29.97 REU), por lo que se recomienda la síntesis del NoNaBody cal_VS04 para pruebas 

posteriores.  

Tabla 8. Resumen de resultados de las proteínas contra VEGF165. En rojo se indica la secuencia de aminoácidos del 
CDR3 de VNAR VS0-4. 

Proteína 
Sitio de interacción, 
con la cadena A del 

VEGF165 

Sitio de interacción 
de la cadena A del 

VEGF165 

Sitio de interacción, 
con la cadena B del 

VEGF165 

Sitio de interacción 
de la cadena A del 

VEGF165 

Score 
Total 
(REU) 

VS0-4 AAMMGSSDYY NTDSRCK KAQTIGRRKRGP QEYPDEIEY -49.00 

Cal_VS04 AAMMGSS SCKNTDS IGRRKRGP FQEYPD -47.07 

Cal14.1a VGARCR SYCHPI ARC PIETL -14.88 

 

 

Estrategia in vitro 

Después del análisis in silico, se realizó la síntesis química de los péptidos quiméricos con mejores 

resultados de interacción con el VEGF165. Ya que, dichos péptidos son candidatos potenciales para la 

neutralización del VEGF165. 

Se mandó sintetizar el NoNaBody cal_P98Y en la empresa Agentide. El proveedor certificó como controles 

de calidad que la pureza fue mayor al 98%, la correcta unión de los enlaces disulfuro y el peso molecular. 

3.2.1.12 Ensayo ELISA 

En el ensayo ELISA de reconocimiento de VEGF165 se identificó la capacidad de unión del NoNaBody 

cal_P98Y al obtener una señal de absorbancia de 0.250 nm, mayor que la del control negativo (cal14.1a), 
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con una diferencia estadísticamente significativa (p=0.001). Como control positivo se utilizó el VNAR 

parental P98Y (Figura 25). 

 

Figura 25. Ensayo ELISA sándwich de reconocimiento de VEGF165 por el péptido quimérico cal_P98Y, el VNAR 

parental V13_P98Yy la proteína andamio cal14.1a. 

3.2.1.13 Ensayo de angiogénesis in vitro basado en esferoides tridimensionales de células 

endoteliales 

La Figura 26 muestra los resultados del ensayo de angiogénesis in vitro del efecto antiangiogénico del 

NoNaBody cal_P98Y evaluado en esferoides tridimensionales de células endoteliales (CE) por triplicado. 

Los esferoides se estimularon con VEGF165 y se trataron con cal_P98Y y el VNAR P98Y como control 

positivo. La longitud acumulada del brote (CSL, por sus siglas en inglés) se cuantificó después de 24 horas 

de tratamiento. El control sin estímulos de VEGF165 (Figura 26A y 26F) tiene una CSL baja y una diferencia 

estadística con respecto a los esferoides de CE estimulados con VEGF165 (5ng / mL) (Fig. 26B y 25F). Los 

esferoides de CE estimulados con VEGF165 y tratados con cal_P98Y y el VNAR P98Y (control positivo) 

obtuvieron una inhibición significativa (p=0.013) de la formación de brotes en comparación con los 

esferoides de CE solo estimulados con VEGF165 (Fig. 26B, 26D y 25F). 
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Figura 26. Ensayo de angiogénesis in vitro basado en esferoides tridimensionales de células endoteliales (CE) 
embebidas en gel de colágeno. Esferoides de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) tratados con 
VEGF165 y el VNAR P98Y y la proteína quimérica cal_P98Y anti-VEGF165. a) Esferoide HUVEC sin tratamiento (medio 
basal de control (BM)). b) Esferoide estimulado con VEGF165 (CE + VEGF165). c) Control positivo, esferoides estimulados 
con VEGF165, tratados con VNAR P98Y (CE + VEGF165 + P98Y). d) Esferoides de células endoteliales estimuladas con 
VEGF165 y tratadas con el péptido andamio cal14.1a (CE + VEGF165 + cal14.1a). e) Esferoides de células endoteliales 
estimuladas con VEGF165 y tratadas con cal_P98Y (CE + VEGF165 + cal_P98Y). f) Gráfica de la longitud acumulada de 
brotes (CSL, por sus siglas en inglés) de brotes capilares medidos después de 24 horas de incubación. Los brotes de 
angiogénesis se inhibieron significativamente (p <0.013) cuando los esferoides se trataron con VNAR P98Y y la 
proteína quimérica cal_P98Y.  
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Capítulo 4.   TGF- 

Con la finalidad de dar validez al diseño de proteínas utilizando el método de diseño racional de proteínas 

mediante la unión de una conotoxina y el CDR3 de diferentes VNAR, se procedió a realizar el análisis de 

interacción con otra proteína blanco. Para este apartado, se utilizó a la citocina TGF- como antígeno y los 

VNAR T10 y T21 como parentales para los NoNaBodies cal_T10 y cal_T21. El objetivo de este capítulo fue 

analizar la interacción de proteínas diseñadas a partir de la unión de la -conotoxina cal14.1a y los CDR3 

del VNAR T10 y T21. A modo de control positivo, se analizó la interacción del VNAR T10 Y T21 con la 

proteína TGF-, la cual dio una energía de unión de referencia. A manera de control negativo, se realizó el 

análisis de la interacción del péptido andamio cal14.1a con el TGF-.  

4.1 Método 

Estrategia In silico   

4.1.1.1 Modelado por homología del VNAR T10 y T21 

Las estructuras tridimensionales de los VNAR T10 y T21 se predijeron mediante modelado basado en 

homología usando el software MODELLER v.9.19 (Webb & Sali, 2016), a través de la estrategia "Advanced 

Modeling". BLAST-P se utilizó para identificar las posibles estructuras andamio para el modelado. Los VNAR 

T10 y T21 se modelaron con base a tres estructuras de proteínas de VNAR reportadas con más del 50% de 

identidad. Los archivos PDB  de los andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 2I26 

(Stanfield et al., 2007), 4HGK (Kovalenko et al., 2013) y 2Z8W (Henderson et al., 2007). 

4.1.1.2 Modelado por homología de cal_T10 y cal_T21 

Se realizó el modelado de los péptidos quiméricos cal_T10 y cal_T21, al unir el péptido andamio cal14.1a 

con el CDR3 de los VNAR anti-TGF-β T10 y T21. Las estructuras tridimensionales fueron construidas con el 

software MODELLER v.9.19 mediante el protocolo de “Advanced Modeling for multiple templates”. Para 

dicho procedimiento fue necesario realizar un alineamiento en BLAST-P para identificar las estructuras 

molde para el modelado por homología. Para la construcción de cal_T10 y cal_T21 se basó en tres distintas 
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proteínas andamio de diferentes conotoxinas con más del 50% de identidad. Los archivos PDB de los 

andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 1FEO (Goldenberg et al., 2001), 1TT3 

(Adams, Smith, Schroeder, Yasuda, & Lewis, 2003), y 1DW4 (Atkinson, Kieffer, Dejaegere, Sirockin, & 

Lefèvre, 2000b).  

4.1.1.3 Dinámica Molecular  

Posterior al modelado por homología, las estructuras tridimensionales de los péptidos quiméricos y los 

VNAR parentales se refinaron mediante el procedimiento de “simulated annealing” con el software 

Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD)(Phillips et al., 2005), seguido del análisis y visualización con los 

softwares Visual Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 1996) y PyMOL Molecular Graphics System 

v2.2.2 para Mac OS X. Los parámetros del campo de fuerza para la simulación se aplicaron utilizando la 

herramienta informática Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics (CHARMM34). Para el control 

de calidad de las estructuras modeladas, se realizó el análisis estructural con la herramienta en línea 

PROCHECK. Las simulaciones se realizaron en una caja de moléculas de agua TIP3P como solvente con 

condiciones de contorno periódicas, donde se supone un ensamble NPT (un número constante de 

partículas (N), condiciones isobáricas (P) e isotérmicas (T) constantes). La presión se ajustó a 1 atm y la 

temperatura a 310 K. Estas condiciones se unieron a pasos de recocido y relajación de forma iterativa. 

Después del recocido y enfriamiento, los péptidos quiméricos y los VNAR parentales se sometieron a un 

análisis de dinámica molecular a 310 K y 1 atm durante 50 ns. El análisis de las coordenadas de trayectoria 

atómica y las energías se escribieron en el disco cada 10 ps. Se seleccionó la conformación de proteínas 

con el mayor tiempo de existencia. 

4.1.1.4 Análisis de Interacción proteína-proteína (Docking) 

Para predecir el posible sitio de unión de cal_T10 y cal_T21 a TGF-β se aplicó un protocolo de acoplamiento 

proteína-proteína, utilizando la herramienta web ClusPro (Comeau, Gatchell, Vajda, & Camacho, 2004a; 

Kozakov et al., 2017). El algoritmo de acoplamiento evalúa diferentes complejos putativos con 

complementariedades de superficie favorables. Los complejos obtenidos se filtraron, seleccionando 

aquellos con buena energía electrostática y libres de desolvatación para su posterior agrupamiento. Para 

la visualización y selección de los mejores resultados se utilizó PyMOL Molecular Graphics System para 

Mac OS X. Se eligió el complejo con mejor afinidad y orientación de unión del TGF-β/cal_T10 y TGF-
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β/cal_T21. Para identificar las regiones predichas de interacción proteína-proteína (PPI), se utilizó la 

herramienta “Peptiderive” en el servidor ROSIE, con la configuración predeterminada por el desarrollador. 

Para el cálculo del acoplamiento Peptiderive proporcionó un gráfico con los posibles residuos de 

interacciones proteína-proteína involucrados en la interacción, clasificados de acuerdo con la función de 

puntuación de Rosetta – Unidades de energía de Rosetta (REU, Rosetta Energy Units) (Sedan et al., 2016b; 

Veresov, 2016).  

Estrategia In vitro 

4.1.2.1 Ensayo ELISA 

En una placa de 96 pozos se inmovilizaron 250 ng de cal14.1a, cal_T10 y el VNAR T10 en un volumen de 

50 µL por triplicado, se incubaron 12 h a 4 C. Se descartó la solución y se bloquearon los pozos con 300 

µL de BSA 3% en TBS-Tween 0.05%, se incubaron 12 h a 4 C. Se descartó la solución de bloqueo y se 

adicionaron 50 µL de rhTGF-β1 a 5 µg/mL (Peprotech), se incubaron 1.5 h a 37 C. Se descartó la solución 

y se realizaron 3 lavados con TBS-Tween 0.05%, se adicionaron 50 µL de anticuerpo anti-TGF-β 1D11.16.8 

a 8.4 µg/mL (dil 1/1000, BioXcell), se incubaron 1 h a 37 C. Se descartó la solución y se realizaron 3 lavados 

con TBS-Tween 0.05%, se adicionaron 50 µL de m-IgGκ BP-HRP a una dilución 1/3000 (Santa Cruz Biotech.), 

se incubaron 1 h a 37 C. Se descartó la solución y se realizaron 2 lavados con TBS-Tween 0.5% y 3 lavados 

con TBS-Tween 0.05%, se adicionaron 50 µL de reactivo TBM, se incubaron 0.5 h a 37C, se detuvo la 

reacción con 50 µL de HCl 1 N y se leyó la absorbancia a 450nm. Como control negativo de reconocimiento 

se procedió de igual forma, pero no se adicionó TGF-β. 

4.2 Resultados del análisis In silico  

Análisis estructural de TGF- 

Para la preparación de TGF-β, se descargó la estructura resuelta por NMR, con PDB ID 1KLA (Hinck et al., 

1996), del RCSB Protein Data Bank (Figura 27). Se realizó un refinamiento de la estructura descargada en 

el programa NAMD, la cual consistió en una simulación de 50 ns a temperatura y presión constante.  
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Figura 27. Estructura del TGF- refinado por dinámica molecular. Cadena A (verde), cadena B (cian). 

 

Para refinar la estructura resuelta por NMR, se procedió a realizar una simulación de dinámica molecular 

de 50 ns con el programa NAMD. Posteriormente se realizó el análisis de fluctuación global de la 

estructura, la cual se muestra en la Figura 28, donde se observa la alta estabilidad de la estructura de las 

dos cadenas de TGF-, ya que la fluctuación de los valores de RMSD fue de 1 Å. 

 

Figura 28. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del TGF-. En el eje “X” se indican los 
Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

Posteriormente al refinamiento del modelo del TGF-, se procedió a analizar la calidad de la estructura 

mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 29). El modelo obtuvo 

166 residuos en regiones altamente favorecidas (86.5 %), 23 residuos en regiones adicionales permitidas 

(12 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del modelo fue buena para 

los análisis posteriores. 
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Figura 29. Gráfico de Ramachandran de la estructura de TGF- después de la dinámica molecular. 

Análisis estructural del VNAR T10 

El VNAR T10 es una proteína de 119 aminoácidos. Se procedió a realizar el modelado por homología con 

el programa MODELLER, para posteriormente refinar el modelo durante 50 ns utilizando el software 

NAMD. En el análisis de fluctuación global de la estructura del VNAR T10 (Figura 30), se pudo observar una 

variación de los valores de RMSD que van de los 2.5 Å a los 4.25 Å. La estructura del VNAR mantiene una 

alta estabilidad. En la Tabla 9 se muestran las diferentes conformaciones que aparecieron a lo largo de la 

simulación. De las cuales se eligió a la conformación 1 con 33.02 ns de tiempo de existencia. 

 

Figura 30. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del VNAR T10. En el eje “X” se indican los 
Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 
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Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      2   1.0%
Residues in disallowed regions                            1   0.5%
                                                       ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues          192 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                4       

Number of glycine residues (shown as triangles)          10       
Number of proline residues                               18       
                                                       ----       
Total number of residues                                224       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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Tabla 9. Conformaciones del VNAR T10 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas se indica la 
conformación con mayor tiempo de existencia en la dinámica molecular.  

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

0 

 

 

1655 33.02 

1 

 

352 7.02 

2 

 

180 3.59 

3 

 

81 1.62 

4 

 
 

38 0.76 

 

Posteriormente al refinamiento del modelo del VNAR T10 se procedió a analizar la calidad de la 

conformación 1 mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 31). 

El modelo obtuvo 95 residuos en regiones altamente favorecidas (91.3 %), 9 residuos en regiones 

adicionales permitidas (8.7 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del 

modelo fue buena para los análisis posteriores. 

 

Figura 31. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del VNAR T10 después de la 
dinámica molecular. 
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Plot statistics

Residues in most favoured regions  [A,B,L]               95  91.3%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]         9   8.7%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      0   0.0%
Residues in disallowed regions                            0   0.0%
                                                       ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues          104 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                1       

Number of glycine residues (shown as triangles)          11       
Number of proline residues                                3       
                                                       ----       
Total number of residues                                119       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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Análisis de interacción del complejo T10/ TGF-  (control positivo) 

Se realizó el Docking proteína-proteína del VNAR T10 como ligando para identificar la interacción con la 

molécula blanco TGF-. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos de interacción 

obtenidos con el software ClusPro (Figura 32), con la finalidad de encontrar las posibles zonas de unión y 

la orientación óptima de la unión del VNAR con el TGF-. La unión que presentó mejores resultados tanto 

de orientación como de energía de unión fue el modelo B. 

 

Figura 32. Complejos de unión del VNAR T10 con el TGF- después del análisis de interacción proteína-proteína con 

el software ClusPro. El VNAR en magenta. El TGF- en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

 

Figura 33. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo VNAR T10/ TGF-. A) Gráficas de la unión del TGF-

  con la proteína T10. B) Orientación de unión del complejo T10/ TGF-. 
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Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión del complejo T10/ TGF-, se llevó a 

cabo la identificación de las regiones de unión en la plataforma ROSIE. En la Figura 33A, se observan las 

regiones de interacción que tiene las dos cadenas del TGF- con T10, el cual obtuvo una puntuación total 

de interacción de -27.24 REU. En la Figura 33B, se observa la orientación de unión de T10 con respecto a 

su blanco. 

Análisis de interacción del complejo cal14.1a/ TGF -  (control negativo) 

Se realizó el Docking proteína-proteína de la -conotoxina cal14.1a como ligando para identificar la 

interacción con la molécula blanco TGF-. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos 

de interacción obtenidos con el software ClusPro (PIPER) (Figura 34), con la finalidad de encontrar las 

posibles zonas de unión y la orientación óptima de la unión de la -conotoxina con el TGF-.. La unión que 

presentó mejores resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo A. 

 

Figura 34. Complejos de unión de la conotoxina cal14.1a con el TGF-.  después del análisis de interacción proteína-

proteína con el software ClusPro. La -conotoxina en magenta. El TGF-.  en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión, se llevó a cabo la identificación de 

las regiones de unión de la -conotoxina cal14.1a con TGF-., en la plataforma ROSIE. En la Figura 35A, se 

observan las regiones de interacción que tiene las dos cadenas del TGF- con cal14.1a, el cual obtuvo un 

“score” total de interacción de -21.07 REU. En la Figura 35B, se observa la orientación de unión de cal14.1a. 

A B

C D
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Figura 35. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal14.1a/TGF-. A) Gráficas de la unión del TGF-  

con la -conotoxina cal14.1a. B) Orientación de unión del complejo cal14.1a/ TGF-. 

 

Análisis estructural de cal_T10 

Se realizó el modelado del péptido cal_T10 uniendo la conotoxina cal14.1a con el CDR3 del VNAR T10 con 

el programa MODELLER (Webb & Sali, 2016). Posteriormente se realizó el refinamiento por dinámica 

molecular de la estructura utilizando el programa NAMD (Phillips et al., 2005). Después de la simulación 

se realizó el análisis de la fluctuación global de la estructura. En la Figura 36 se puede observar que la 

proteína mantiene una estabilidad media. En la Tabla 10 se muestran las diferentes conformaciones del 

péptido cal_T10 que aparecieron a lo largo de la simulación. Se eligió la conformación 1 como la estructura 

mas estable, ya que obtuvo un tiempo de existencia de 28.14 ns. 

 

Figura 36. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura de la proteína cal_T10. En el eje “X” se 
indican los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 
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Tabla 10. Conformaciones del péptido cal_T10 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas la conformación 
con mayor tiempo de existencia. 

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

1 

 

1407 28.14 

2 

 

465 9.30 

3 

 

338 6.76 

4 

 

113 2.26 

5 
 

 

90 1.80 

 

Posteriormente al refinamiento del modelo del péptido cal_T10 se procedió a analizar la calidad de la 

conformación 1 mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 37). 

El modelo obtuvo 20 residuos en regiones altamente favorecidas (80.0 %), 5 residuos en regiones 

adicionales permitidas (20.0 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del 

modelo fue buena para los análisis de interacción proteína-proteína. 

 

Figura 37. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del NoNaBody cal_T10 después 
de la dinámica molecular. 
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Plot statistics

Residues in most favoured regions  [A,B,L]               20  80.0%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]         5  20.0%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      0   0.0%
Residues in disallowed regions                            0   0.0%
                                                       ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues           25 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                1       

Number of glycine residues (shown as triangles)           4       
Number of proline residues                                4       
                                                       ----       
Total number of residues                                 34       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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Análisis de interacción del complejo cal_T10/ TGF- 

Se realizó el Docking proteína-proteína del péptido cal_T10 como ligando para identificar la interacción 

con la molécula blanco TGF-. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos de 

interacción obtenidos con el software ClusPro (Figura 38), con la finalidad de encontrar las posibles zonas 

de unión y la orientación óptima de la unión de cal_T10 con el TGF-. La unión que presentó mejores 

resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo D. 

 

Figura 38. Complejos de unión del NoNaBody cal_T10 con el TGF- después del análisis de interacción proteína-

proteína con el software ClusPro. El péptido cal_T10 en magenta. El TGF-  en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

 

Figura 39. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_T10/TGF-. A) Gráficas de la unión del TGF- 

con el péptido cal_T10, en rojo se resaltan los aminoácidos que forman parte del CDR3 del VNAR. B) Orientación de 

unión del complejo cal_T10/ TGF-. 
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Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión del complejo cal_T10/ TGF-, se llevó 

a cabo la identificación de las regiones de unión en la plataforma ROSIE. En la Figura 39A, se observan las 

regiones de interacción que tiene las dos cadenas del TGF- con T10, el cual obtuvo un “score” total de 

interacción de -34.55 REU. En la Figura 39B, se observa la orientación de unión de T10 con respecto a su 

blanco. El péptido cal_T10 obtuvo una mayor energía de interacción que el complejo control VNAR T10/ 

TGF- (-27.24 REU). Se recomendó sintetizar este péptido para su posterior análisis en pruebas in vitro. 

Tabla 11. Resumen de resultados de las proteínas contra TGF-. En rojo se indica la secuencia de aminoácidos del 
CDR3 de VNAR T10. 

Proteína 

Sitio de interacción, 
con la cadena A del 

TGF- 

Sitio de interacción 
de la cadena A del 

TGF- 

Sitio de interacción, 
con la cadena B del 

TGF- 

Sitio de interacción 
de la cadena A del 

TGF- 

Score 
Total 
(REU) 

T10 KWGFFPLSWKLV NQHNPGASA KWGFFPLSWK LYNQHNPGASAAP -27.24 

Cal_T10 HTKWGFFPL QHNPGASAA FFPLSWKLVGA YNQHNPGASAA -34.55 

Cal14.1a GDCPPW ANFCL GDCPPW NFCLGP -21.07 

 

Análisis estructural del VNAR T21 

El VNAR T21 es una proteína de 119 aminoácidos. Se procedió a realizar el modelado por homología con 

el programa MODELLER, para posteriormente refinar el modelo durante 50 ns utilizando el software 

NAMD. En el análisis de fluctuación global de la estructura del VNAR T21 (Figura 40), se puede observar 

una variación de los valores de RMSD que van de los 1.75 Å a los 4.25 Å. Esto indica que la estructura del 

VNAR mantiene una alta estabilidad.  

 

Figura 40. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del VNAR T21. En el eje “X” se indican los 
Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 
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En la Tabla 12 se muestran las diferentes conformaciones que aparecieron a lo largo de la simulación. Se 

eligió a la conformación 1 con un tiempo de existencia de 33.02 ns. 

Tabla 12. Conformaciones del VNAR T21 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas se indica la 
conformación con mayor tiempo de existencia en la dinámica molecular. 

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

0 

 

 

1655 33.02 

1 

 

352 7.02 

2 

 

180 3.59 

3 
 

81 1.62 

4  
 

38 0.76 

Después del refinamiento del modelo del VNAR T21 se procedió a analizar la calidad de la conformación 1 

mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 41). El modelo obtuvo 

97 residuos en regiones altamente favorecidas (93.3 %), 7 residuos en regiones adicionales permitidas (6.7 

%) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del modelo fue buena para los 

análisis posteriores de docking. 

 

Figura 41. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del VNAR T21 después de la 
dinámica molecular.  

8429125_01.ps

PROCHECK

B

A

L

b

a

l

p

~p

~b

~a

~l

b

~b

b
~b

~b

-180 -135 -90 -45 0 45 90 135 180

 -135

  -90

  -45

    0

   45

   90

  135

  180

Ramachandran Plot
8429125  

Phi (degrees)

P
si

 (
d
eg

re
es

)

Plot statistics

Residues in most favoured regions  [A,B,L]               97  93.3%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]         7   6.7%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      0   0.0%
Residues in disallowed regions                            0   0.0%
                                                       ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues          104 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                1       

Number of glycine residues (shown as triangles)          11       
Number of proline residues                                3       
                                                       ----       
Total number of residues                                119       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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Análisis de interacción del complejo T21/ TGF- 

Se realizó el Docking proteína-proteína del VNAR T21 como ligando para identificar la interacción con la 

molécula blanco TGF-. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos de interacción 

obtenidos con el software ClusPro (Figura 42), con la finalidad de encontrar las posibles zonas de unión y 

la orientación óptima de la unión del VNAR con el TGF-. La unión que presento mejores resultados tanto 

de orientación como de energía de unión fue el modelo A. 

 

Figura 42. Complejos de unión del VNAR T21 con el TGF- después del análisis de interacción proteína-proteína con 

el software ClusPro. El VNAR en magenta. El TGF- en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

 

Figura 43. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo VNAR T21/ TGF-.. A) Gráficas de la unión del TGF-

  con la proteína T21. B) Orientación de unión del complejo T21/ TGF-.. 
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Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión del complejo T21/ TGF-, se llevó a 

cabo la identificación de las regiones de unión en la plataforma ROSIE. En la Figura 43A, se observan las 

regiones de interacción que tiene las dos cadenas del TGF- con en VNAR T21, el cual obtuvo un “score” 

total de interacción de -38.26 REU. En la Figura 43B, se observa la orientación de unión de T21 con respecto 

a su blanco. 

Análisis estructural de cal_T21 

Se realizó el modelado del péptido cal_T21 uniendo la conotoxina cal14.1a con el CDR3 del VNAR T21 con 

el programa MODELLER (Webb & Sali, 2016). Posteriormente se realizó el refinamiento por dinámica 

molecular de la estructura utilizando el programa NAMD (Phillips et al., 2005). Después de la simulación 

se realizó el análisis de la fluctuación global de la estructura. En la Figura 44 se puede observar que la 

proteína mantiene una estabilidad media al mantener valores de RMSD inestables.  

 

Figura 44. Valores de RMSD durante la simulación de 25 ns de la estructura del NoNaBody cal_T21. En el eje “X” se 
indican los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

En la Tabla 13 se muestran las diferentes conformaciones del péptido cal_T21 que aparecieron a lo largo 

de la simulación. Se eligió la conformación 1 como la estructura más estable, ya que obtuvo un tiempo de 

existencia de 22.60 ns. 

Posteriormente al refinamiento del modelo del NoNaBody cal_T21 se procedió a analizar la calidad de la 

conformación 1 mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 45). 

El modelo obtuvo 21 residuos en regiones altamente favorecidas (84.0 %), 4 residuos en regiones 

adicionales permitidas (16.0 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del 

modelo fue buena para los análisis de interacción proteína-proteína. 
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Tabla 13. Conformaciones del péptido cal_T21 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas la 
conformación con mayor tiempo de existencia en la dinámica molecular. 

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

1 

 

1130 22.60 

2 

 

566 11.32 

3 

 

260 5.20 

4 

 

166 3.32 

5 

 
 

116 2.32 

 

 

 

Figura 45. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del péptido cal_T21 después de 
la dinámica molecular. 

 

 Análisis de interacción del complejo cal_T21/ TGF- 

Se realizó el Docking proteína-proteína del péptido cal_T21 como ligando para identificar la interacción 

con la molécula blanco TGF-. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos de 

interacción obtenidos con el software ClusPro (Figura 46), con la finalidad de encontrar las posibles zonas 
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Plot statistics

Residues in most favoured regions  [A,B,L]               21  84.0%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]         4  16.0%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      0   0.0%
Residues in disallowed regions                            0   0.0%
                                                       ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues           25 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                1       

Number of glycine residues (shown as triangles)           4       
Number of proline residues                                4       
                                                       ----       
Total number of residues                                 34       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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de unión y la orientación óptima de la unión de cal_T21 con el TGF-. La unión que presentó mejores 

resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo D. 

 

Figura 46. Complejos de unión del NoNaBody cal_T21 con el TGF- después del análisis de interacción proteína-

proteína con el software ClusPro. El NoNaBody en magenta. El TGF- en cian (cadena A) y verde (cadena B). 

 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión del complejo cal_T21/TGF-, se llevó 

a cabo la identificación de las regiones de unión en la plataforma ROSIE. En la Figura 47A, se observan las 

regiones de interacción que tiene las dos cadenas del TGF- con T21, el cual obtuvo un “score” total de 

interacción de -34.02 REU. En la Figura 47B, se observa la orientación de unión de T21 con respecto a su 

blanco. La energía de interacción fue menor a la del complejo control VNAR T21/ TGF- (-38.26). Por lo 

que no se recomienda la síntesis del péptido cal_T21.  

Tabla 14. Resumen de resultados de las proteínas contra TGF-. En rojo se indica la secuencia de aminoácidos del 
CDR3 de VNAR T21. 

Proteína 

Sitio de interacción, 
con la cadena A del 

TGF- 

Sitio de interacción 
de la cadena A del 

TGF- 

Sitio de interacción, 
con la cadena B del 

TGF- 

Sitio de interacción 
de la cadena A del 

TGF- 

Score 
Total 
(REU) 

T21 KKWWAADPLLF YNQHNPGAS KKWWQQDPL KGYHANFCLGP -28.26 

Cal_T21 LLFLIGRW HNPGASAA GRWLNVG PGASAAPCC -34.02 

Cal14.1a GDCPPW ANFCL GDCPPW NFCLGP -21.07 
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Figura 47. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_T21/TGF-. A) Gráficas de la unión del TGF- 

con el NoNaBody cal_T21, en rojo se resaltan los aminoácidos que forman parte del CDR3 del VNAR. B) Orientación 

de unión del complejo cal_T21/ TGF-. 

 

4.3 Resultados del análisis In vitro  

Ensayo ELISA 

En el ensayo ELISA de reconocimiento de TGF beta, se utilizó como control positivo al VNAR T10 anti TGF-

, el cual obtuvo una señal de absorbancia de 0.390 nm. Como control negativo se utilizó al péptido 

andamio cal14.1a, el cual obtuvo una señal de absorbancia estadísticamente significativa más baja que el 

VNAR parental y que el NoNaBody a probar cal_T10 que obtuvo un valor de absorbancia de 0.220 nm 

(Figura 48). 

 

Figura 48. Ensayo ELISA sándwich de reconocimiento de TGF- por el péptido quimérica cal_T10, el VNAR 
parental T10 y la conotoxina andamio cal14.1a.  
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Capítulo 5.  TNF-⍺  

Se realizó el análisis con TNF-⍺ como blanco molecular para dar otro ejemplo del diseño racional de 

proteínas utilizando el diseño de NoNaBodies mediante la unión de una conotoxina y el CDR3 de diferentes 

VNAR. Para este apartado, se utilizó a la citocina TNF-⍺ como antígeno y al VNAR T16 como parental para 

el péptido quimérico cal_T16. El objetivo de este capítulo fue analizar la interacción de proteínas diseñadas 

a partir de la unión de la -conotoxina cal14.1a y el CDR3 del VNAR T16. A modo de control positivo, se 

analizó la interacción del VNAR T16 con la proteína TNF-⍺, la cual dio una energía de unión de referencia. 

A manera de control negativo, se realizó el análisis de la interacción del péptido andamio cal14.1a con el 

TNF-⍺. 

5.1 Método 

Estrategia In silico   

5.1.1.1 Modelado por homología de cal_T16 

Se realizó el modelado del NoNaBody cal_T16, al unir el andamio cal14.1a con el CDR3 del VNAR T16. La 

estructura tridimensional fue construida con el software MODELLER v.9.19 mediante el protocolo de 

“Advanced Modeling for multiple templates”. Para dicho procedimiento fue necesario realizar un 

alineamiento en BLAST-P para identificar las estructuras molde para el modelado por homología. La 

construcción de cal_T16 se basó en tres diferentes conotoxinas con más del 50% de identidad. Los archivos 

PDB de los andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 1FEO (Goldenberg et al., 

2001), 1TT3 (Adams et al., 2003), y 1DW4 (Atkinson et al., 2000b).  

5.1.1.2 Modelado por homología del VNAR T16 

La estructura tridimensional del VANR T16 se predijo mediante modelado basado en homología usando 

el software MODELLER v.9.18 (Webb & Sali, 2016), a través de la estrategia "Advanced Modeling". 

BLAST-P se utilizó para identificar las posibles estructuras andamio para el modelado. T16 se modeló con 

base en tres estructuras de diferentes proteínas IgNAR con más del 50% de identidad. Los archivos PDB  
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de los andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 4HGK (Kovalenko et al., 2013), 

1VER (V. a Streltsov et al., 2004) y 3MOQ (V. A. Streltsov, Varghese, Masters, & Nuttall, 2011). 

5.1.1.3 Dinámica Molecular  

Posterior al modelado por homología, la estructura tridimensional del péptido quimérico cal_T16 y el 

VNAR T16 se refinaron mediante el procedimiento de “simulated annealing” con el software Nanoscale 

Molecular Dynamics (NAMD) (Phillips et al., 2005), seguido del análisis y visualización con los softwares 

Visual Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 1996) y PyMOL Molecular Graphics System v2.2.2 

para Mac OS X. Los parámetros del campo de fuerza para la simulación se aplicaron utilizando la 

herramienta informática Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics (CHARMM34). Para el control 

de calidad de las estructuras modeladas, se realizó el análisis estructural con la herramienta en línea 

PROCHECK. Las simulaciones se realizaron en una caja de moléculas de agua TIP3P como solvente con 

condiciones de contorno periódicas, donde se supone un ensamble NPT (un número constante de 

partículas (N), condiciones isobáricas (P) e isotérmicas (T) constantes). La presión se ajustó a 1 atm y la 

temperatura a 310 K. Estas condiciones se unieron a pasos de recocido y relajación de forma iterativa. 

Después del recocido y enfriamiento, cal_T16 y T16 se sometieron a un análisis de dinámica molecular a 

310 K y 1 atm durante 50 ns. El análisis de las coordenadas de trayectoria atómica y las energías se 

escribieron en el disco cada 10 ps. Se seleccionó la conformación de proteínas con el mayor tiempo de 

existencia. 

5.1.1.4 Análisis de Interacción proteína-proteína (Docking) 

Para predecir el posible sitio de unión de cal_T16 a TNF-⍺ se aplicó un protocolo de acoplamiento proteína-

proteína, utilizando la herramienta web ClusPro (Comeau, Gatchell, Vajda, & Camacho, 2004b; Kozakov et 

al., 2017). El algoritmo de acoplamiento evalúa diferentes complejos putativos con complementariedades 

de superficie favorables. Los complejos obtenidos se filtraron, seleccionando aquellos con buena energía 

electrostática y libres de desolvatación para su posterior agrupamiento. Para la visualización y selección 

de los mejores resultados se utilizó PyMOL Molecular Graphics System para Mac OS X. Se eligió el complejo 

con mejor afinidad y orientación de unión del TNF-⍺/cal_T16. Para identificar las regiones predichas de 

interacción proteína-proteína (PPI), se utilizó la herramienta “Peptidederive” en el servidor ROSIE, con la 

configuración predeterminada por el desarrollador. Para el cálculo del acoplamiento, “Peptidederive” 
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proporcionó un gráfico con los posibles residuos de interacciones proteína-proteína involucrados en la 

interacción, clasificados de acuerdo con la función de puntuación de Rosetta – Unidades de energía de 

Rosetta (REU, Rosetta Energy Units) (Lyskov et al., 2013; Sedan et al., 2016b; Sedan, Marcu, Lyskov, & 

Schueler-Furman, 2016a). 

5.2 Resultados del análisis In silico 

Análisis estructural de TNF-⍺ 

Se realizó la dinámica molecular durante 50 ns de la estructura del TNF-⍺ resulta por Difracción de rayos 

X. Con la finalidad de refinar y ajustar la estructura a las mismas condiciones de las proteínas que se 

utilizaron para los análisis de interacción proteína-proteína (Figura 49). 

 

Figura 49. Estructura del TNF-⍺ refinado por dinámica molecular. Cadena A (verde), cadena B (cian), Cadena C 
(magenta). 

 

Se procedió a realizar el análisis de interacción proteína-proteína del complejo TNF-⍺/TNFR-2 (Receptor 

natural) con la finalidad de contar con un control positivo y un “score” de referencia. En la Figura 50 se 

muestran las regiones de unión del complejo y un “score” total de interacción de -39.78 REU. Se realizó el 

análisis solo con una cadena del TNFR-2, para poder comparar los resultados con el VNAR T16 y el péptido 

quimérico.  
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Figura 50. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo TNF-⍺/TNFR-2. A) Gráficas de la unión del TNFR-
2 con la proteína TNF-⍺. B) Orientación de unión del complejo TNF-⍺/TNFR-2. 

 

 

Análisis estructural del VNAR T16 

Se realizó el modelado por homología del VNAR T16, dominio variable de un anticuerpo de tiburón capaz 

de neutralizar al TNF-⍺. Con el objetivo de utilizar este VNAR como control positivo al compararlo con el 

péptido quimérico cal_T16. En la tabla 15 se muestran los diferentes modelos encontrados en el análisis 

de dinámica molecular. Se obtuvo un buen modelo para proceder a realizar los análisis de interacción 

proteína-proteína, ya que a lo largo de la dinámica obtuvo valores de RMSD estables a partir de los 14 ns 

(Figura 51).  

 

Figura 51. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del VNAR T16. En el eje “X” se indican los 
Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 
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Figura 52. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del VNAR T16 después de la 
dinámica molecular. 

 

 

Tabla 15. Conformaciones del VNAR T16 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas el modelo 
seleccionado con mayor tiempo de existencia después de la dinámica molecular. 

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

1 

 

1116 22.32 

2 

 

698 13.96 

3 

 

203 4.06 

4 

 

412 8.24 

5 

 
 

71 1.42 

 

En los análisis posteriores obtuvo 92.3 % de los residuos en regiones altamente favorecidas en el gráfico 

de Ramachandran (Figura 52). 

8217345_01.ps

PROCHECK

B

A

L

b

a

l

p

~p

~b

~a

~l

b

~b

b
~b

~b

-180 -135 -90 -45 0 45 90 135 180

 -135

  -90

  -45

    0

   45

   90

  135

  180

Ramachandran Plot
8217345  

Phi (degrees)

P
si

 (
d
eg

re
es

)

TYR 110 (X)
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Residues in most favoured regions  [A,B,L]               96  92.3%
Residues in additional allowed regions  [a,b,l,p]         7   6.7%
Residues in generously allowed regions  [~a,~b,~l,~p]      1   1.0%
Residues in disallowed regions                            0   0.0%
                                                       ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues          104 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                2       

Number of glycine residues (shown as triangles)          11       
Number of proline residues                                3       
                                                       ----       
Total number of residues                                120       

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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5.3 Análisis de interacción del complejo T16/TNF-⍺ (control positivo) 

En la Figura 53 se muestran las diferentes conformaciones de interacción del complejo VNAR T16/TNF-⍺ 

después del análisis global de interacción proteína-proteína. Dicho complejo se realizó como control 

positivo. Se eligió al modelo de interacción B, ya que presentó la menor energía de unión. Se procedió a 

realizar el análisis de interacción proteína-proteína local del complejo control VNAR T16/TNF-⍺, en el cual 

se obtuvo un puntaje total de -33.01 REU. En la Figura 54 se muestran las gráficas con las regiones de 

unión del complejo.  

 

Figura 53. Complejos de unión del VNAR T16 con el TNF-⍺ después del análisis de interacción proteína-proteína con 

el software ClusPro. El VNAR en amarillo. El TNF-⍺, en cian (cadena A), en verde (cadena B) y en magenta (cadena C) 

 

 

Figura 54. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo VNAR T16/TNF-⍺. A) Gráficas de la unión del 
VNAR T16 con la proteína TNF-⍺. B) Orientación de unión del complejo T16/TNF-⍺. 
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Análisis de la interacción del complejo cal14.1a/TNF-⍺ (control negativo) 

Se realizó el Global Docking proteína-proteína de la -conotoxina cal14.1a como ligando para identificar 

la interacción con la molécula blanco TNF-⍺. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles 

modelos de interacción obtenidos con el software ClusPro (Figura 55), con la finalidad de encontrar las 

posibles zonas de unión y la orientación óptima de la unión de la -conotoxina con el TNF-⍺.  

 

Figura 55. Complejos de unión de la proteína andamio cal14.1a con el TNF-⍺ después del análisis de interacción 
proteína-proteína con el software ClusPro. Cal14.1a en amarillo. El TNF-⍺, en cian (cadena A), en verde (cadena B) y 
en magenta (cadena C) 

 

Figura 56. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal14.1a/TNF-⍺. A) Gráficas de la unión de la 

proteína andamio cal14.1a con la proteína TNF-⍺. B) Orientación de unión del complejo cal14.1a/TNF-⍺. 

 

La unión que presentó mejores resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo 

A. Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión, se llevó a cabo la identificación de 
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las regiones de unión de la -conotoxina cal14.1a con TNF-⍺, en la plataforma ROSIE. En la Figura 56A, se 

observan las regiones de interacción que tiene las tres cadenas del TNF-⍺ con cal14.1a, el cual obtuvo un 

puntaje total de interacción de -24.04 REU. En la Figura 56B, se observa la orientación de unión de 

cal14.1a. 

Análisis estructural de cal_T16 

Se realizó el modelado de la unión de la -conotoxina cal14.1a con el CDR3 del VNAR T16 con el programa 

MODELLER y refinada con el programa NAMD durante 50 ns. Dicha proteína se denominó cal_T16. 

Respecto a su análisis de fluctuación global, se puede observar en la Figura 57 que la estructura se 

estabiliza a los 10 ns a lo largo de la simulación. Al realizar la selección de la conformación más estable, se 

pudo observar que la conformación 3 apareció 1320 veces con un tiempo de existencia de 26.4 ns (Tabla 

16), lo que indica que más del 50% de las estructuras en la simulación mantienen buena estabilidad.  

 

Figura 57. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del péptido quimérica cal_T16. En el eje 
“X” se indican los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

Posterior al refinamiento del modelo del péptido cal_T16 se procedió a analizar la calidad de la 

conformación 3 mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 58). 

El modelo obtuvo 21 residuos en regiones altamente favorecidas (80.8 %), 4 residuos en regiones 

adicionales permitidas (15.4 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del 

modelo fue buena para los análisis posteriores. 
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Tabla 16. Conformaciones del NoNaBody cal_T16 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas la 
conformación con mayor tiempo de existencia durante la dinámica molecular. 

Conformación 
Número de 
estructuras 

Tiempo de 
existencia (ns) 

1 
 

536 10.72 

2 

 

244 4.88 

3 

 

1320 26.4 

4 

 

112 2.24 

5 
 

 

288 5.76 

 

 

 

Figura 58. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del péptido quimérico cal_T16 
después de la dinámica molecular. 

 

Análisis de la interacción del complejo cal_T16/TNF-⍺  

Se realizó el Global Docking proteína-proteína del péptido cal_T16 como ligando para identificar la 

interacción con la molécula blanco TNF-⍺. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos 

de interacción obtenidos con el software ClusPro (Figura 59), con la finalidad de encontrar las posibles 
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Residues in disallowed regions                            1   3.8%
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Number of non-glycine and non-proline residues           26 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro)                1       

Number of glycine residues (shown as triangles)           4       
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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zonas de unión y la orientación óptima de la unión de cal_T16 con el TNF-⍺. La unión que presentó mejores 

resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo A. 

 

Figura 59. Complejos de unión de la proteína quimérica cal_T16 con el TNF-⍺ después del análisis de interacción 
proteína-proteína con el software ClusPro. Cal_T16 en amarillo. El TNF-⍺, en cian (cadena A), en verde (cadena B) y 
en magenta (cadena C). 

 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión del complejo cal_T16/TNF-⍺ se llevó 

a cabo la identificación de las regiones de unión en la plataforma ROSIE. En la Figura 60A, se observan las 

regiones de interacción que tiene las dos cadenas del TNF-⍺ con cal_T16, el cual obtuvo un puntaje total 

de interacción de -27.05 REU. En la Figura 60B, se observa la orientación de unión de cal_T16 con respecto 

a su blanco.  

 

Figura 60. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_T16/TNF-⍺. A) Gráficas de la unión del 
péptido cal_T16 con la proteína TNF-⍺. B) Orientación de unión del complejo cal_T16/TNF-⍺.  
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Capítulo 6.  PCSK-9  

Se realizó el análisis de interacción in silico de un NoNaBody con el PCSK-9 como blanco molecular para 

dar otro ejemplo del diseño racional de péptidos quiméricos mediante la unión de una conotoxina y el 

CDR3 de diferentes VNAR. Para este apartado, se utilizó la proteína PCSK-9 como antígeno y al VNAR PK13 

como parental para el péptido quimérico cal_PK13. El objetivo de este capítulo fue analizar la interacción 

de proteínas diseñadas a partir de la unión de la -conotoxina cal14.1a y el CDR3 del VNAR PK13. A modo 

de control positivo, se analizó la interacción del VNAR PK13 con la proteína PCSK9, la cual dio una energía 

de unión de referencia. A manera de control negativo, se realizó el análisis de la interacción del andamio 

cal14.1a con PCSK-9. 

6.1 Método 

Estrategia In silico   

6.1.1.1 Modelado por homología de cal_PK13 

Se realizó el modelado del péptido quimérico cal_PK13, al unir el péptido andamio cal14.1a con el CDR3 

de la VNAR PK13. La estructura tridimensional fue construida con el software MODELLER v.9.19 mediante 

el protocolo de “Advanced Modeling for multiple templates”. Para dicho procedimiento fue necesario 

realizar un alineamiento en BLAST-P para identificar las estructuras molde para el modelado por 

homología. La construcción de cal_PK13 se basó en tres distintas proteínas andamio de diferentes 

conotoxinas con más del 50% de identidad. Los archivos PDB de los andamios se descargaron del Protein 

Data Bank (PDB), con PDB ID 1FEO (Goldenberg et al., 2001), 1TT3 (Adams et al., 2003), y 1DW4 (Atkinson 

et al., 2000b).  

6.1.1.2 Modelado por homología del VNAR PK13 

La estructura tridimensional del VNAR PK13 se predijo mediante modelado basado en homología usando 

el software MODELLER v.9.19 (Webb & Sali, 2016), a través de la estrategia "Advanced Modeling". BLAST-

P se utilizó para identificar las posibles estructuras andamio para el modelado. PK13 se modeló con base 
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en tres estructuras de diferentes proteínas IgNAR con más del 50% de identidad. Los archivos PDB  de los 

andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 4HGK (Kovalenko et al., 2013), 1VER 

(Streltsov et al., 2004) y 3MOQ (Streltsov et al., 2011). 

6.1.1.3 Dinámica Molecular  

Posterior al modelado por homología, la estructura tridimensional del NoNaBody cal_PK13 y el VNAR PK13 

se refinaron mediante el procedimiento de “simulated annealing” con el software Nanoscale Molecular 

Dynamics (NAMD) (Phillips et al., 2005), seguido del análisis y visualización con los softwares Visual 

Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 1996) y PyMOL Molecular Graphics System v2.2.2 para Mac 

OS X. Los parámetros del campo de fuerza para la simulación se aplicaron utilizando la herramienta 

informática Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics (CHARMM34). Para el control de calidad de 

las estructuras modeladas, se realizó el análisis estructural con la herramienta en línea PROCHECK. Las 

simulaciones se realizaron en una caja de moléculas de agua TIP3P como solvente con condiciones de 

contorno periódicas, donde se supone un ensamble NPT (un número constante de partículas (N), 

condiciones isobáricas (P) e isotérmicas (T) constantes). La presión se ajustó a 1 atm y la temperatura a 

310 K. Estas condiciones se unieron a pasos de recocido y relajación de forma iterativa. Después del 

recocido y enfriamiento, cal_PK13 y PK13 se sometieron a un análisis de dinámica molecular a 310 K y 1 

atm durante 50 ns. El análisis de las coordenadas de trayectoria atómica y las energías se escribieron en el 

disco cada 10 ps. Se seleccionó la conformación de proteínas más estable con el mayor tiempo de 

existencia. 

6.1.1.4 Análisis de Interacción proteína-proteína (Docking) 

Para predecir el posible sitio de unión de cal_PK13 a PCSK-9 se aplicó un protocolo de acoplamiento 

proteína-proteína, utilizando la herramienta web ClusPro (Comeau et al., 2004b; Kozakov et al., 2017). El 

algoritmo de acoplamiento evalúa diferentes complejos putativos con complementariedades de superficie 

favorables. Los complejos obtenidos se filtraron, seleccionando aquellos con buena energía electrostática 

y libres de desolvatación para su posterior agrupamiento. Para la visualización y selección de los mejores 

resultados se utilizó PyMOL Molecular Graphics System para Mac OS X. Se eligió el complejo con mejor 

afinidad y orientación de unión del PCSK-9/cal_PK13. Para identificar las regiones predichas de interacción 

proteína-proteína (PPI), se utilizó la herramienta “Peptidederive” en el servidor ROSIE, con la configuración 
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predeterminada por el desarrollador. Para el cálculo del acoplamiento, “Peptidederive” proporcionó un 

gráfico con los posibles residuos de interacciones proteína-proteína involucrados en la interacción, 

clasificados de acuerdo con la función de puntuación de Rosetta – Unidades de energía de Rosetta (REU, 

Rosetta Energy Units) (Lyskov et al., 2013; Sedan et al., 2016b, 2016a). 

6.2 Resultados del análisis In silico 

Análisis estructural de PCSK-9 

Se realizó la dinámica molecular durante 50 ns de la estructura del PCSK-9 resuelta por Difracción de rayos 

X (PDB ID 2P4E (Cunningham et al., 2007)). Con la finalidad de refinar y ajustar la estructura a las mismas 

condiciones de las proteínas que se utilizaron para los análisis de interacción proteína-proteína (Figura 61). 

 

Figura 61. Estructura de PCSK-9 refinado por dinámica molecular. 

 

 
Figura 62. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo PCSK-9/LDLR. A) Gráficas de la unión de PCSK-9 
con la proteína LDLR. B) Orientación de unión del complejo PCSK-9/LDLR. 
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Se procedió a realizar el análisis de interacción proteína-proteína del complejo PCSK-9/LDLR (Receptor 

natural) con la finalidad de contar con un control positivo y un puntaje de referencia. En la Figura 62 se 

muestran las regiones de unión del complejo y un puntaje total de interacción de -73.37 REU.  

Análisis estructural del VNAR PK13 

 Se realizó el modelado por homología del VNAR PK13, dominio variable de un anticuerpo de tiburón capaz 

de neutralizar al PCSK-9 in vitro. Con el objetivo de utilizar este VNAR como control positivo al compararlo 

con el péptido quimérico cal_PK13.  

 

Tabla 17. Conformaciones del VNAR PK13 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas la conformación con 
mayor tiempo de existencia en la dinámica molecular. 

Conformación Número de estructuras 
Tiempo de 

existencia (ns) 

1 

 

1389 27.78 

2 

 

541 10.82 

3 

 

112 2.24 

4 
 

199 3.98 

5 
 

 

259 5.18 

 

En la Tabla 17 se muestran los diferentes modelos encontrados en el análisis de dinámica molecular. Se 

obtuvo un buen modelo para proceder a realizar los análisis de interacción proteína-proteína, ya que a lo 

largo de la dinámica obtuvo valores de RMSD estables a partir de los 25 ns (Figura 63).  
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Figura 63. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del VNAR PK13. En el eje “X” se indican 
los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

En los análisis posteriores obtuvo un 96.2 % de los residuos en regiones altamente favorecidas en el gráfico 

de Ramachandran (Figura 64). 

 
Figura 64. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del VNAR PK13 después de la 
dinámica molecular. 
 

Análisis de interacción del complejo PK13/PCSK-9 (control positivo) 

En la Figura 65 se muestran las diferentes conformaciones de interacción del complejo VNAR PK13/PCSK-

9 después del análisis global de interacción proteína-proteína. Dicho complejo se realizó como control 

positivo. Se eligió al modelo de interacción A, ya que presentó la menor energía de unión.  
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Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.
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Figura 65. Complejos de unión del VNAR PK13 con el PCSK-9 después del análisis de interacción proteína-proteína 

con el software ClusPro. El VNAR en cian. El PCSK-9, en verde. 

 

 

Se analizó la interacción local proteína-proteína del complejo control positivo VNAR PK13/PCSK-9, en el 

cual se obtuvo un puntaje total de -20.49 REU. En la Figura 66 se muestran las gráficas con las regiones de 

unión del complejo.  

 

Figura 66. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo VNAR PK13/PCSK-9. A) Graficas de la unión del 
VNAR PK13 con la proteína PCSK-9. B) Orientación de unión del complejo PK13/PCSK-9 

 

Análisis de la interacción del complejo cal14.1a/PCSK -9 (control negativo) 

Se realizó el Global Docking proteína-proteína de la -conotoxina cal14.1a como ligando para identificar 

la interacción con la molécula blanco PCSK-9. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles 

modelos de interacción obtenidos con el software ClusPro (Figura 67), con la finalidad de encontrar las 
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posibles zonas de unión y la orientación óptima de la unión de la -conotoxina con PCSK-9. La unión que 

presentó mejores resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo A. 

 

Figura 67. Complejos de unión del andamio cal14.1a con PCSK-9 después del análisis de interacción proteína-proteína 

con el software ClusPro. Cal14.1a en cian. El PCSK-9 en verde. 

 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión, se llevó a cabo la identificación de 

las regiones de unión de la -conotoxina cal14.1a con PCSK-9, en la plataforma ROSIE. En la Figura 68A, se 

observan las regiones de interacción que tiene las tres cadenas del TNF-⍺ con cal14.1a, el cual obtuvo un 

puntaje total de interacción de -10.90 REU. En la Figura 68B, se observa la orientación de unión de 

cal14.1a. 

 

Figura 68. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal14.1a/PCSK-9. A) Gráficas de la unión de la 
proteína andamio cal14.1a con la proteína PCSK-9. B) Orientación de unión del complejo cal14.1a/PCSK-9. 
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Análisis estructural de cal_PK13 

Se realizó el modelado de la unión de la -conotoxina cal14.1a con el CDR3 del VNAR PK13 con el programa 

MODELLER y refinada con el programa NAMD durante 50 ns. Dicho péptido se denominó cal_PK13. 

Respecto a su análisis de fluctuación global, se puede observar en la Figura 69 que la estructura se 

estabiliza a los 5 ns a lo largo de la simulación.  

 

Figura 69. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del péptido quimérica cal_PK13. En el eje 
“X” se indican los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

Tabla 18. Conformaciones del péptido cal_PK13 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas la 
conformación con mayor tiempo de existencia en la dinámica molecular. 

Conformación  Número de estructuras 
Tiempo de existencia 

(ns) 

1 

 

1213 24.26 

2 

 

233 4.66 

3 

 

665 13.3 

4 

 

236 4.72 

5 

 

 

153 3.06 
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Posterior al refinamiento del modelo del péptido cal_PK13 se procedió a analizar la calidad de la 

conformación 3 mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 70). 

El modelo obtuvo 24 residuos en regiones altamente favorecidas (85.7 %), 3 residuos en regiones 

adicionales permitidas (10.7 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del 

modelo fue buena para los análisis posteriores. 

 

Figura 70. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del péptido quimérico 
cal_PK13 después de la dinámica molecular. 

 

Análisis de la interacción del complejo cal_PK13/PCSK -9 

Se realizó el Global Docking proteína-proteína del péptido cal_PK13 como ligando para identificar la 

interacción con la molécula blanco PCSK-9. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos 

de interacción obtenidos con el software ClusPro (Figura 71), con la finalidad de encontrar las posibles 

zonas de unión y la orientación óptima de la unión de cal_PK13 con PCSK-9. La unión que presentó mejores 

resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo A. 

 

Figura 71. Complejos de unión del péptido quimérico cal_PK13 con el PSCK-9 después del análisis de interacción 

proteína-proteína con el software ClusPro. Cal_PK13 en cian. PCSK-9 en verde. 
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Figura 72. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_PK13/PCSK-9. A) Gráficas de la unión de la 
proteína andamio cal_PK13 con la proteína PCSK-9. B) Orientación de unión del complejo cal_PK13/ PCSK-9. 

 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión del complejo cal_PK13/PCSK-9 se 

llevó a cabo la identificación de las regiones de unión en la plataforma ROSIE. En la Figura 72A, se observan 

las regiones de interacción que tiene las dos cadenas del PCSK-9 con cal_PK13, el cual obtuvo un puntaje 

total de interacción de -28.20 REU. En la Figura 72B, se observa la orientación de unión de cal_PK13 con 

respecto a su blanco.  

Tabla 19. Resumen de resultados de las proteínas diseñadas contra PCSK-9. En rojo se indica la secuencia de 
aminoácidos del CDR3 de VNAR PK13. 

Proteína 
Sitio de interacción, con el 

PCSK-9 
Sitio de interacción del 

PCSK-9 
Score Total 

(REU) 

PK13 WVARAFFRGINFLPV PHVDYEEDSSVFAQ -20.49 

Cal_PK13 WVSWVARAF TKILHVF -28.20 

Cal14.1a CPPWCV HVFHGLL -10.90 
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Capítulo 7.  Antígeno Carcinoembrionario (CEA)  

Se llevó a cabo el análisis de interacción in silico e in vitro del NoNaBody cal_CV043 derivado de la unión 

de la alfa conotoxina cal14.1a con el CDR3 del VNAR CV043 anti CEA para proporcionar otro ejemplo del 

diseño racional de péptidos quiméricos mediante el método propuesto en esta investigación. El objetivo 

de este capítulo fue analizar la interacción de proteínas diseñadas a partir de la unión de la -conotoxina 

cal14.1a y el CDR3 del VNAR CV043. A modo de control positivo, se analizó la interacción del VNAR CV043 

con la proteína CEA, la cual dio una energía de unión de referencia. A manera de control negativo, se realizó 

el análisis de la interacción del andamio cal14.1a con CEA. 

7.1 Método 

Estrategia in silico 

7.1.1.1 Modelado por homología de cal_CV043 

Se realizó el modelado del NoNaBody cal_CV043, al unir el péptido andamio cal14.1a con el CDR3 de la 

VNAR CV043. La estructura tridimensional fue construida con el software MODELLER v.9.19 (Webb & Sali, 

2016) mediante el protocolo de “Advanced Modeling for multiple templates”. Se realizó un alineamiento 

en BLAST-P para identificar las estructuras molde para el modelado por homología. Para la construcción 

de cal_CV043 se utilizaron tres distintas proteínas andamio de diferentes conotoxinas con más del 50% de 

identidad. Los archivos PDB de los andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 1FEO 

(Goldenberg et al., 2001), 1TT3 (Adams et al., 2003), y 1DW4 (Atkinson et al., 2000b).  

7.1.1.2 Modelado por homología del VNAR CV043 

La estructura tridimensional del VNAR CV043 se predijo mediante modelado basado en homología usando 

el software MODELLER v.9.19 (Webb & Sali, 2016), a través de la estrategia "Advanced Modeling". BLAST-

P se utilizó para identificar las posibles estructuras andamio para el modelado. El VNAR CV043 se modeló 

con base en tres estructuras de diferentes VNAR con más del 50% de identidad. Los archivos PDB  de los 
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andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 4HGK (Kovalenko et al., 2013), 1VER (V. 

a Streltsov et al., 2004) y 3MOQ (Streltsov et al., 2011). 

7.1.1.3 Dinámica Molecular  

La estructura tridimensional del NoNaBody cal_VC043 y el VNAR CV043 se refinaron mediante el 

procedimiento de “simulated annealing” con el software Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD) (Phillips 

et al., 2005), seguido del análisis y visualización con los softwares Visual Molecular Dynamics (VMD) 

(Humphrey et al., 1996) y PyMOL Molecular Graphics System v2.2.2 para Mac OS X. Los parámetros del 

campo de fuerza para la simulación se aplicaron utilizando la herramienta informática Chemistry at 

HARvard Macromolecular Mechanics (CHARMM34). Para el control de calidad de las estructuras 

modeladas, se realizó el análisis estructural con la herramienta en línea PROCHECK. Las simulaciones se 

realizaron en una caja de moléculas de agua TIP3P como solvente con condiciones de contorno periódicas, 

donde se supone un ensamble NPT (un número constante de partículas (N), condiciones isobáricas (P) e 

isotérmicas (T) constantes). 

La presión se ajustó a 1 atm y la temperatura a 310 K. Estas condiciones se unieron a pasos de recocido y 

relajación de forma iterativa. Después del recocido y enfriamiento, cal_CV043 y VNAR CV043 se 

sometieron a un análisis de dinámica molecular a 310 K y 1 atm durante 50 ns. El análisis de las 

coordenadas de trayectoria atómica y las energías se escribieron en el disco cada 10 ps. Se seleccionó la 

conformación de proteínas más estable termodinámicamente con el mayor tiempo de existencia. 

7.1.1.4 Análisis de Interacción proteína-proteína (Docking) 

Para predecir el posible sitio de unión de cal_CV043 a CEA se aplicó un protocolo de acoplamiento 

proteína-proteína, utilizando la herramienta web ClusPro (Comeau et al., 2004b; Kozakov et al., 2017). El 

algoritmo de acoplamiento evalúa diferentes complejos putativos con complementariedades de superficie 

favorables. Los complejos obtenidos se filtraron, seleccionando aquellos con buena energía electrostática 

y libres de desolvatación para su posterior agrupamiento. Para la visualización y selección de los mejores 

resultados se utilizó PyMOL Molecular Graphics System para Mac OS X.  
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Se eligió el complejo con mejor afinidad y orientación de unión del CEA/cal_CV043. Para identificar las 

regiones predichas de interacción proteína-proteína (PPI), se utilizó la herramienta “Peptiderive” en el 

servidor ROSIE, con la configuración predeterminada por el desarrollador. Para el cálculo del 

acoplamiento, “Peptiderive” proporcionó un gráfico con los posibles residuos de interacciones proteína-

proteína involucrados en la interacción, clasificados de acuerdo con la función de puntuación de Rosetta 

– Unidades de energía de Rosetta (REU, Rosetta Energy Units)(Lyskov et al., 2013; Sedan et al., 2016b, 

2016a). 

Estrategia in vitro 

La línea celular de carcinoma de colon humano HCT-116 que expresa CEA (CCL-247, ATCC), se cultivó en 

medio 5A de McCoy (Corning) suplementado con SFB al 10 % (Corning) y antibiótico antimicótico al 1 % 

(Sigma-Aldrich) en un medio humidificado. Se incubó a 37 C, 5% CO2. La línea celular de cáncer de mama 

humano MDA-MB-231 (HTB-26, ATCC) se cultivó en medio DMEM con alto contenido de glucosa (Corning) 

suplementado e incubado en las mismas condiciones que las células HCT-116, y se usó como control de la 

expresión negativa de CEA. 

Las células de cáncer de colon y de mama se separaron de la placa de cultivo incubando 10 minutos en 

hielo, posteriormente se raspó suavemente la monocapa usando el émbolo de una jeringa de insulina. La 

suspensión celular se recuperó de la placa y se centrifugó a 180 x g durante 5 minutos a 4 °C. Se eliminó el 

Sobrenadante y se re-suspendió el botón celular en 1 ml de PBS enfriado con hielo. El número de células 

y la viabilidad se determinaron utilizando azul de tripano y la concentración de células se ajustó a 5x106 

células/mL. para cada tratamiento. Se centrifugaron 100 μL de células y se re-suspendieron en tampón 

FACS (PBS, BSA al 1 %, EDTA 2 mM y NaN3 al 0,2 %) y se incubaron durante 10 min a 4 °C. 

Posteriormente, a las suspensiones celulares se añadieron los diferentes tratamientos, de la siguiente 

manera, 1) Células sin teñir; 2) Células + anticuerpo secundario HA-FITC; 3) Células + VNAR CV0-43 (5 μg) 

+ HA-FITC; 4) Células + cal_043 (5 μg) + suero anti-cal14.1a + IgG1-AF647 de ratón; 5) Células + suero 

anti-cal14.1a + ratón IgG1-AF647. El anticuerpo primario (CV043 o cal_043) se incubó 1 h a 4 °C seguido 

de un lavado con PBS. Los anticuerpos posteriores se incubaron uno por uno durante 15 min a 4 °C seguido 

de un lavado con PBS. Las células teñidas se analizaron por citometría de flujo (Attune-applied Biosystems) 

adquiriendo 50.000 eventos totales. El análisis citométrico se realizó con el software Flowjo ver.10.4. 
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7.2 Resultados 

7.2.1 Estrategia in silico 

 
Figura 73. Estructura del dímero CEA refinado mediante dinámica molecular. 

7.2.1.1 Análisis de la interacción del complejo CV043/CEA (control positivo) 

Se llevó a cabo el análisis de Docking del VNAR CV043 como ligando para identificar la interacción con la 

molécula blanco CEA. Para lograr este objetivo se analizó el modelo con las mejores características de 

unión, se llevó a cabo la identificación de las regiones de unión del VNAR con la proteína CEA, en la 

plataforma ROSIE. En la Figura 74A, se observan las regiones de interacción que tiene las dos cadenas de 

CEA con el VNAR CV043 el cual obtuvo un puntaje total de interacción de -18.76 REU. En la Figura 74B, se 

observa la orientación de unión del VNAR con respecto a su blanco. 

 

Figura 74. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo CV043/CEA. A) Gráficas de la unión de la proteína 
CEA con el VNAR CV043, en rojo se resaltan los aminoácidos que forman parte del CDR3 del VNAR. B) Orientación de 
unión del complejo VNAR CV043/CEA. 
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7.2.1.2 Análisis de la interacción del complejo cal14.1a/CEA (control negativo) 

Posteriormente, se realizó la identificación de las regiones de unión de la -conotoxina cal14.1a con la 

proteína CEA, en la plataforma ROSIE. En la Figura 75A, se observan las regiones de interacción que tiene 

las dos cadenas de CEA con cal14.1a, el cual obtuvo un puntaje total de interacción de -8.53 REU. En la 

Figura 75B, se observa la orientación de unión de cal14.1a unida al antígeno CEA. 

 

Figura 75. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal14.1a/CEA. A) Gráficas de la unión de la 

proteína CEA con la -conotoxina cal14.1a. B) Orientación de unión del complejo cal14.1a/CEA. 

7.2.1.3 Análisis de la interacción del complejo cal_CV043/CEA  

 

Figura 76. Complejos de unión del NoNaBody cal_CV043 con la proteína CEA posterior al análisis de interacción 
proteína-proteína con el software ClusPro. El NoNaBody en magenta. CEA en cian (cadena A) y verde (cadena B). 
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Se realizó el Docking proteína-proteína del péptido cal_CV043 como ligando para identificar la interacción 

con la molécula blanco CEA. Para lograr este objetivo se analizaron cuatro posibles modelos de interacción 

resultados obtenidos con el software ClusPro (Figura 76), con la finalidad de encontrar las posibles zonas 

de unión y la orientación óptima de la unión de cal_CV043 con la proteína CEA. La unión que presentó 

mejores resultados tanto de orientación como de energía de unión fue el modelo A. 

Una vez obtenido el modelo con las mejores características de unión del complejo cal_CV043/CEA, se 

realizó la identificación de las regiones de unión en la plataforma ROSIE. En la Figura 77A, se observan las 

regiones de interacción que tienen las dos cadenas de CEA con el NoNaBody cal_CV043, el cual obtuvo un 

puntaje total de interacción de -22.16 REU. En la Figura 77B, se observa la orientación de unión del 

NoNaBody con respecto a su blanco. La energía de interacción fue mayor a la del complejo control VNAR 

CV043/ CEA ( -18.76 REU).  

 

Figura 77. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_CV043/CEA. A) Gráficas de la unión de la 
proteína CEA con el NoNaBody cal_CV043. B) Orientación de unión del complejo cal_CV043/CEA. 

 

Estrategia in vitro 

Se realizó el ensayo ELISA para identificar el reconocimiento del NoNaBody cal_CV043 con la proteína CEA. 

El VNAR CV043 se utilizó como control positivo, mostró una señal de absorbancia de 0.550, mientras que 

el control negativo cal14.1a obtuvo una señal de reconocimiento de 0.200. El NoNaBody cal_CV043 obtuvo 

una señal de absorbancia mayor que su VNAR parental y una diferencia estadísticamente significativa 

(p=0.001) con respecto al control negativo (Figura 78). 
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Figure 78. Ensayo ELISA de reconocimiento de CEA. cal14.1a (control negativo), VNAR CV043 (control positivo), 
NoNaBody cal_CV043. 

 

 

Figure 79. Histograma representativo de anti-CEA en dos líneas celulares e índice MFI. Células de cáncer de colon 
HCT-116 (CEA+) y cáncer de mama MDA-231 (CEA-) se marcaron con anticuerpos anti-CEA (gráfico rojo), VNAR CV043 
o el NoNaBody cal_CV043, se evaluó la intensidad de fluorescencia media (MFI). La línea punteada representa la 

media del control negativo (gráfico azul) solo células con anticuerpo secundario (HA-FITC o Cal suero + ratón 
IgG1-AF647). 

 

Al evaluar el VNAR CV043 anti-CEA y el péptido quimérico cal_CV043 en la línea celular HCT-116 que 

expresa CEA, se observó un aumento en la intensidad media de fluorescencia (MFI) (Figura 79, izquierda). 

Por el contrario, las células cancerosas MDA-MB-231 que no expresan CEA no mostraron cambios en la 

intensidad de fluorescencia media (Figura 79, derecha).  
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Capítulo 8.  SPIKE de SARS-CoV-2 

En este capítulo se muestra el análisis de interacción in silico del NoNaBody cal_D240 diseñado a partir de 

la unión de la alfa conotoxina cal14.1a con el CDR3 del VNAR D240 anti RBD del SPIKE del SARS-CoV-2. A 

modo de control positivo, se analizó la interacción del VNAR D240 con la proteína RBD del SPIKE del SARS-

CoV-2 de la variante Delta y Ómicron, la cual dio una energía de unión de referencia. Así mismo, a manera 

de control negativo, se realizó el análisis de la interacción del péptido andamio cal14.1a con ambas 

proteínas SPIKE. 

8.1 Método 

Estrategia in silico 

8.1.1.1 Modelado por homología de cal_D240 

Se realizó el modelado del NoNaBody cal_D240, al unir el péptido andamio cal14.1a con el CDR3 de la 

VNAR D240. La estructura tridimensional fue construida con el software MODELLER v.9.21 (Webb & Sali, 

2016) mediante el protocolo de “Advanced Modeling for multiple templates”. Se realizó un alineamiento 

en BLAST-P para identificar las estructuras andamios para el modelado por homología. Para la construcción 

de cal_D240 se utilizaron tres distintas conotoxinas con más del 50% de identidad. Los archivos PDB de los 

andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 1FEO (Goldenberg et al., 2001), 1TT3 

(Adams et al., 2003), y 1DW4 (Atkinson, Kieffer, Dejaegere, Sirockin, & Lefèvre, 2000a).  

8.1.1.2 Modelado por homología del VNAR D240 

La estructura tridimensional del VNAR D240 se predijo mediante modelado basado en homología usando 

el software MODELLER v.9.21 (Webb & Sali, 2016), a través de la estrategia "Advanced Modeling". BLAST-

P se utilizó para identificar las posibles estructuras andamio para el modelado. El VNAR D240 se modeló 

con base en tres estructuras de diferentes VNAR con más del 50% de identidad. Los archivos PDB  de los 

andamios se descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 4HGK (Kovalenko et al., 2013), 1VER (V. 

a Streltsov et al., 2004) y 3MOQ (V. A. Streltsov et al., 2011). 
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8.1.1.3 Dinámica Molecular  

La estructura tridimensional del NoNaBody cal_D240 y el VNAR D240 se refinaron mediante el 

procedimiento de “simulated annealing” con el software Nanoscale Molecular Dynamics (NAMD) (Phillips 

et al., 2005), seguido del análisis y visualización con los softwares Visual Molecular Dynamics (VMD) 

(Humphrey et al., 1996) y PyMOL Molecular Graphics System v2.2.2 para Mac OS X. Los parámetros del 

campo de fuerza para la simulación se aplicaron utilizando la herramienta informática Chemistry at 

HARvard Macromolecular Mechanics (CHARMM36). Para el control de calidad de las estructuras 

modeladas, se realizó el análisis estructural con la herramienta en línea PROCHECK. Las simulaciones se 

realizaron en una caja de moléculas de agua TIP3P como solvente con condiciones de contorno periódicas, 

donde se supone un ensamble NPT (un número constante de partículas (N), condiciones isobáricas (P) e 

isotérmicas (T) constantes). La presión se ajustó a 1 atm y la temperatura a 310 K. Estas condiciones se 

unieron a pasos de recocido y relajación de forma iterativa. Después del recocido y enfriamiento, cal_D240 

y VNAR D240 se sometieron a un análisis de dinámica molecular a 310 K y 1 atm durante 50 ns. El análisis 

de las coordenadas de trayectoria atómica y las energías se escribieron en el disco cada 10 ps. Se 

seleccionó la conformación de proteínas más estable termodinámicamente con el mayor tiempo de 

existencia. 

8.1.1.4 Análisis de Interacción proteína-proteína (Docking) 

Para predecir el posible sitio de unión de cal_D240 al RBD de SPIKE del SARS-CoV-2 de las variantes Delta 

y Ómicron se aplicó un protocolo de acoplamiento proteína-proteína, utilizando la herramienta web 

ClusPro (Comeau et al., 2004b; Kozakov et al., 2017). El algoritmo de acoplamiento evalúa diferentes 

complejos putativos con complementariedades de superficie favorables. Los complejos obtenidos se 

filtraron, seleccionando aquellos con buena energía electrostática y libres de desolvatación para su 

posterior agrupamiento. Para la visualización y selección de los mejores resultados se utilizó PyMOL 

Molecular Graphics System para Mac OS X. Se eligió el complejo con mejor afinidad y orientación de unión 

del SARS-CoV-2 SPIKE (Delta y Ómicron) /cal_D240. Para identificar las regiones predichas de interacción 

proteína-proteína (PPI), se utilizó la herramienta “Peptiderive” en el servidor ROSIE, con la configuración 

predeterminada por el desarrollador. Para el cálculo del acoplamiento, “Peptiderive” proporcionó un 

gráfico con los posibles residuos de interacciones proteína-proteína involucrados en la interacción, 

clasificados de acuerdo con la función de puntuación de Rosetta – Unidades de energía de Rosetta (REU, 

Rosetta Energy Units) (Lyskov et al., 2013; Sedan et al., 2016b, 2016a). 
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8.2 Resultados 

Estrategia in silico 

La estructura completa del SPIKE del SARS-CoV-2 se obtuvo del RCSB Protein Data Bank con PDB ID 7CAB, 

posteriormente se utilizó solo el RBD (cian, magenta y verde) extraído del archivo PDB de la estructura 

descargada como blanco para las pruebas de docking en esta investigación (Figura 80).  

 

Figura 80. Estructura refinada por dinámica molecular del SPIKE del virus SARS-CoV-2. 

 

 

Análisis de la interacción del complejo D240/SARS-CoV-2 SPIKE Delta (control 
positivo) 

Se realizó el análisis de interacción proteína-proteína del complejo control VNAR D240/SARS-CoV-2 SPIKE 

Delta, en el cual se obtuvo un puntaje total de -41.97 REU. En la Figura 81 se muestran las gráficas con las 

regiones de unión del complejo.  

RBD

RBD
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Figura 81. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo VNAR D240/SARS-CoV-2 SPIKE Delta. A) Gráficas 
de la unión de la proteína SARS-CoV-2 SPIKE Delta con el VNAR D240. B) Orientación de unión del complejo D240/ 
SARS-CoV-2 SPIKE Delta.  

 

 

Análisis de la interacción del complejo D240/SARS-CoV-2 SPIKE Ómicron (control 
positivo) 

Se realizó el análisis de docking del complejo control VNAR D240/SARS-CoV-2 SPIKE ómicron, en el cual se 

obtuvo un puntaje total de interacción de -41.06 REU. En la Figura 82 se muestran las gráficas con las 

regiones de unión del complejo y la orientación de la unión de las proteínas. 

 

Figura 82. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo VNAR D240/SARS-CoV-2 SPIKE Ómicron. A) 
Gráficas de la unión de la proteína SARS-CoV-2 SPIKE Ómicron con el VNAR D240. B) Orientación de unión del 
complejo D240/ SARS-CoV-2 SPIKE Ómicron.  
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Análisis de la interacción del complejo cal14.1a/SARS-CoV-2 SPIKE Delta (control 
negativo) 

Se llevó a cabo la identificación de las regiones de unión de la -conotoxina cal14.1a contra SARS-CoV-2 

SPIKE, en la plataforma ROSIE. En la Figura 83A, se observan las regiones de interacción que tiene las dos 

cadenas del RBD de SARS-CoV-2 SPIKE con cal14.1a, el cual obtuvo un puntaje total de interacción de -

12.60 REU. En la Figura 83B, se observa la orientación de unión de cal14.1a con el RBD de SARS-CoV-2 

SPIKE. 

Figura 83. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal14.1a/SARS-CoV-2 SPIKE Delta. A) Gráficas de 
la unión de la proteína SARS-CoV-2 SPIKE Delta con el péptido andamio cal14.1a. B) Orientación de unión del 
complejo cal14.1a/ SARS-CoV-2 SPIKE Delta. 

 

Análisis estructural del NoNaBody cal_D240  

Posteriormente al refinamiento del modelo del NoNaBody cal_D240 se llevó a cabo el análisis del modelo 

mediante una gráfica de Ramachandran utilizando la plataforma PROCHECK (Figura 84). El modelo obtuvo 

18 residuos en regiones altamente favorecidas (81.8 %), 4 residuos en regiones adicionales permitidas 

(18.2 %) y ningún residuo (0 %) en regiones no permitidas. Por lo que la calidad del modelo fue buena para 

los análisis posteriores. 
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Figura 84. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada del péptido quimérico cal_D240 después de la 
dinámica molecular. 

 

 

Análisis de la interacción del complejo cal_D240/SARS-CoV-2 SPIKE Delta  

Se llevó a cabo la identificación de las regiones de unión del NoNaBody cal_D240 contra el SPIKE del SARS-

CoV-2 de la variante delta, en la plataforma ROSIE. En la Figura 85A, se observan las regiones de interacción 

que tiene la región del RBD con cal_D240 el cual obtuvo un puntaje total de interacción de -30.29 REU. En 

la Figura 85B, se observa la orientación de unión del NoNaBody con respecto a blanco. 

 

Figura 85. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_D240/SARS-CoV-2 SPIKE Delta. A) Gráficas de 
la unión de la proteína SARS-CoV-2 SPIKE Delta con el NoNaBody cal_D240 B) Orientación de unión del complejo 
cal_D240/ SARS-CoV-2 SPIKE Delta. 
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Análisis de la interacción del complejo cal_D240/SARS-CoV-2 SPIKE Ómicron  

Se realizó la identificación de las regiones de unión del NoNaBody cal_D240 contra el SPIKE del SARS-CoV-

2 de la variante ómicron. En la Figura 86A, se observan las regiones de interacción que tiene la región del 

RBD con cal_D240 el cual obtuvo un puntaje total de interacción de -38.46 REU. En la Figura 86B, se 

observa la orientación de unión de cal_D240 con respecto al RBD del SPIKE del SARS-CoV-2 de la variante 

ómicron. 

 

Figura 86. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_D240/SARS-CoV-2 SPIKE Ómicron. A) Gráficas 
de la unión de la proteína SARS-CoV-2 SPIKE Ómicron con el NoNaBody cal_D240 B) Orientación de unión del 
complejo cal_D240/ SARS-CoV-2 SPIKE Ómicron. 
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Capítulo 9.  Proteína quimérica basada en el CDR3 de VNAR de otra 

especie de tiburón 

O. maculatus 

Se realizó el análisis de interacción in silico del complejo VNAR/AMA1 (PDB ID 2Z8W (Henderson et al., 

2007)) para dar otro ejemplo del sistema de diseño racional de proteínas mediante la unión de una 

conotoxina y el CDR3 de diferentes VNAR (O. maculatus). Para este apartado, se utilizó AMA1 como 

antígeno y al VNAR anti-AMA1 como parental para el péptido quimérico cal_AMA1. El objetivo de este 

capítulo fue analizar la interacción de proteínas diseñadas a partir de la unión de la -conotoxina cal14.1a 

y el CDR3 del VNAR anti-AMA1. A modo de control positivo, se analizó la interacción del VNAR con la 

proteína AMA1, la cual dio una energía de unión de referencia.  

9.1 Método 

Estrategia In silico   

9.1.1.1 Modelado por homología de cal_AMA1 

Se realizó el modelado del péptido quimérico cal_AMA1, al unir la proteína andamio cal14.1a con el CDR3 

de la VNAR anti-AMA1. La estructura tridimensional fue construida con el software MODELLER v.9.19 

(Webb & Sali, 2016) mediante el protocolo de “Advanced Modeling for multiple templates”. Para dicho 

procedimiento fue necesario realizar un alineamiento en BLAST-P para identificar las estructuras andamios 

para el modelado por homología. Para la construcción de cal_AMA1 se basó en tres distintas proteínas 

andamio de diferentes conotoxinas con más del 50% de identidad. Los archivos PDB de los andamios se 

descargaron del Protein Data Bank (PDB), con PDB ID 1FEO (Goldenberg et al., 2001), 1TT3 (Adams et al., 

2003), y 1DW4 (Atkinson et al., 2000b).  
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9.1.1.2 Dinámica Molecular  

Posterior al modelado por homología, la estructura tridimensional de la proteína quimérica cal_AMA1 se 

refinó mediante el procedimiento de “simulated annealing” con el software Nanoscale Molecular 

Dynamics (NAMD) (Phillips et al., 2005), seguido del análisis y visualización con los softwares Visual 

Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 1996) y PyMOL Molecular Graphics System v2.2.2 para Mac 

OS X. Los parámetros del campo de fuerza para la simulación se aplicaron utilizando la herramienta 

informática Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics (CHARMM34). Para el control de calidad de 

las estructuras modeladas, se realizó el análisis estructural con la herramienta en línea PROCHECK. Las 

simulaciones se realizaron en una caja de moléculas de agua TIP3P como solvente con condiciones de 

contorno periódicas, donde se supone un ensamble NPT (un número constante de partículas (N), 

condiciones isobáricas (P) e isotérmicas (T) constantes). La presión se ajustó a 1 atm y la temperatura a 

310 K. Estas condiciones se unieron a pasos de recocido y relajación de forma iterativa. Después del 

recocido y enfriamiento, cal_AMA1 se sometió a un análisis de dinámica molecular a 310 K y 1 atm durante 

50 ns. El análisis de las coordenadas de trayectoria atómica y las energías se escribieron en el disco cada 

10 ps. Se seleccionó la conformación de proteínas más estable termodinámicamente con el mayor tiempo 

de existencia. 

9.1.1.3 Análisis de Interacción proteína-proteína (Docking) 

Para predecir el posible sitio de unión de cal_AMA1 a AMA1 se aplicó un protocolo de acoplamiento 

proteína-proteína, utilizando la herramienta web ClusPro (Comeau et al., 2004b; Kozakov et al., 2017). El 

algoritmo de acoplamiento evalúa diferentes complejos putativos con complementariedades de superficie 

favorables. Los complejos obtenidos se filtraron, seleccionando aquellos con buena energía electrostática 

y libres de desolvatación para su posterior agrupamiento. Para la visualización y selección de los mejores 

resultados se utilizó PyMOL Molecular Graphics System para Mac OS X. Se eligió el complejo con mejor 

afinidad y orientación de unión del AMA1/cal_AMA1. Para identificar las regiones predichas de interacción 

proteína-proteína (PPI), se utilizó la herramienta “Peptiderive” en el servidor ROSIE, con la configuración 

predeterminada por el desarrollador. Para el cálculo del acoplamiento, “Peptiderive” proporcionó un 

gráfico con los posibles residuos de interacciones proteína-proteína involucrados en la interacción, 

clasificados de acuerdo con la función de puntuación de Rosetta – Unidades de energía de Rosetta (REU, 

Rosetta Energy Units) (Lyskov et al., 2013; Sedan et al., 2016b, 2016a). 
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9.2 Resultados del análisis In silico 

Se procedió a realizar el análisis de interacción proteína-proteína del complejo VNAR/AMA1 con la 

finalidad de contar con un control positivo y un puntaje de referencia. En la Figura 87 se muestran las 

regiones de unión del complejo y un puntaje total de interacción de -36.53 REU.  

Análisis de la interacción del complejo VNAR/AMA1 (control positivo)  

 
Figura 87. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo VNAR/AMA1. A) Gráficas de la unión del VNAR 
con la proteína AMA1. B) Orientación de unión del complejo VNAR/AMA1. 
 

Análisis de la interacción del complejo cal14.1a/AMA1 (control negativo)  

 

Figura 88. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal14.1a/AMA1. A) Gráficas de la unión del 
péptido andamio con la proteína AMA1. B) Orientación de unión del complejo cal14.1a/AMA1. 
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Análisis estructural de cal_ama1 

Se realizó el modelado de la unión de la -conotoxina cal14.1a con el CDR3 del VNAR anti-AMA1 con el 

programa MODELLER y refinada con el programa NAMD durante 50 ns. Dicho péptido se denominó 

cal_AMA1. Respecto a su análisis de fluctuación global, se puede observar en la Figura 89 que la estructura 

se estabiliza a los 15 ns a lo largo de la simulación.  

 

Figura 89. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del péptido quimérico cal_AMA1. En el 
eje “X” se indican los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

Tabla 20. Conformaciones de la proteína cal_AMA1 durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas la 
conformación con mayor tiempo de existencia durante la dinámica molecular. 

Conformación 
Número de 

estructuras 

Tiempo de 

existencia (ns) 

1 

 

499 9.98 

2 
 

254 5.08 

3 
 

1538 30.76 

4 
 

101 2.02 

5 
 

 

108 2.16 
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En los análisis posteriores obtuvo un 94.7 % de los residuos en regiones altamente favorecidas en el gráfico 

de Ramachandran (Figura 90). 

 

Figura 90. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 3) de la proteína quimérica 
cal_AMA1 después de la dinámica molecular. 

 

Análisis de la interacción del complejo cal_AMA1/AMA1 

En la Figura 91 se muestran las diferentes conformaciones de interacción del complejo cal_AMA1/AMA1 

después del análisis global de interacción proteína-proteína. Se eligió al modelo de interacción B, ya que 

presentó la menor energía de unión.  

 
Figura 91. Complejos de unión del péptido quimérico cal_AMA1 con el AMA1 después del análisis de interacción 

proteína-proteína con el software ClusPro. cal_AMA1 en cian. AMA1 en verde. 
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Se procedió a realizar el análisis de interacción local proteína-proteína del complejo cal_AMA1/AMA1, en 

el cual se obtuvo un puntaje total de -37.18 REU. En la Figura 92 se muestran las gráficas con las regiones 

de unión del complejo.  

 

Figura 92. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_AMA1/AMA1. A) Gráficas de la unión de la 
proteína andamio cal_AMA1 con la proteína AMA1. B) Orientación de unión del complejo cal_AMA1/AMA1. 

 

Tabla 21. Resumen de resultados de las proteínas contra AMA1. En rojo se indica la secuencia de aminoácidos del 
CDR3 de VNAR anti-AMA1. 

Proteína 
Sitio de interacción, con 

AMA1 
Sitio de interacción del 

AMA1 
Score Total 

(REU) 

VNAR QAFYSLPLRDYNYS TPVATGNQYL -36.53 

Cal14.1a CPPWC MRHFY -13.08 

Cal_ama1 ARCFYSLPLRDY PVATGNQY -37.18 

 

G. cirratum (Tiburón nodriza) 

Se realizó el análisis de interacción in silico del complejo VNAR/Lisozima (PDB ID 2I26 (Stanfield, Dooley, 

Flajnik, & Wilson, 2004; Stanfield et al., 2007)) para dar otro ejemplo del sistema de diseño racional de 

proteínas mediante la unión de una conotoxina (cal14.1a) y el CDR3 de un VNAR de G. cirratum. Para este 

cal_AM A1

AM A1

A B

AMA1 unido a cal_AMA1

cal_AMA1 unido a AMA1

ARCFYSLPLRDY

KRNSMFCF

PVATGNQ

KNKNAS
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apartado, se utilizó la lisozima como antígeno y al VNAR anti-Lisozima como parental para el péptido 

quimérico cal_lis. El objetivo de este capítulo fue analizar la interacción de proteínas diseñadas a partir de 

la unión de la -conotoxina cal14.1a y el CDR3 del VNAR anti-lisozima. A modo de control positivo, se 

analizó la interacción del VNAR con la proteína Lisozima, la cual dio una energía de unión de referencia.  

9.3 Método 

Estrategia In silico   

9.3.1.1 Modelado por homología de cal_lis 

Se realizó el modelado del péptido quimérico cal_lis, al unir el péptido andamio cal14.1a con el CDR3 de 

la VNAR anti-lisozima. La estructura tridimensional fue construida con el software MODELLER v.9.20 

(Webb & Sali, 2016) mediante el protocolo de “Advanced Modeling for multiple templates”. Para dicho 

procedimiento fue necesario realizar un alineamiento en BLAST-P para identificar las estructuras andamios 

para el modelado por homología. cal_lis se basó en tres distintas proteínas andamio de diferentes 

conotoxinas con más del 50% de identidad. Los archivos PDB de los andamios se descargaron del Protein 

Data Bank (PDB), con PDB ID 1FEO (Goldenberg et al., 2001), 1TT3 (Adams et al., 2003), y 1DW4 (Atkinson 

et al., 2000b).  

9.3.1.2 Dinámica Molecular  

Posterior al modelado por homología, la estructura tridimensional de la proteína quimérica cal_lis se refinó 

mediante el procedimiento de “simulated annealing” con el software Nanoscale Molecular Dynamics 

(NAMD) (Phillips et al., 2005), seguido del análisis y visualización con los softwares Visual Molecular 

Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 1996) y PyMOL Molecular Graphics System v2.2.2 para Mac OS X. Los 

parámetros del campo de fuerza para la simulación se aplicaron utilizando la herramienta informática 

Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics (CHARMM36). Para el control de calidad de las 

estructuras modeladas, se realizó el análisis estructural con la herramienta en línea PROCHECK. Las 

simulaciones se realizaron en una caja de moléculas de agua TIP3P como solvente con condiciones de 

contorno periódicas, donde se supone un ensamble NPT (un número constante de partículas (N), 
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condiciones isobáricas (P) e isotérmicas (T) constantes). La presión se ajustó a 1 atm y la temperatura a 

310 K. Estas condiciones se unieron a pasos de recocido y relajación de forma iterativa. Después del 

recocido y enfriamiento, cal_lis se sometió a un análisis de dinámica molecular a 310 K y 1 atm durante 50 

ns. El análisis de las coordenadas de trayectoria atómica y las energías se escribieron en el disco cada 10 

ps. Se seleccionó la conformación de proteínas más estable termodinámicamente con el mayor tiempo de 

existencia. 

9.3.1.3 Análisis de Interacción proteína-proteína (Docking) 

Para predecir el posible sitio de unión de cal_lis a lisozima se aplicó un protocolo de acoplamiento 

proteína-proteína, utilizando la herramienta web ClusPro (Comeau et al., 2004b; Kozakov et al., 2017). El 

algoritmo de acoplamiento evalúa diferentes complejos putativos con complementariedades de superficie 

favorables. Los complejos obtenidos se filtraron, seleccionando aquellos con buena energía electrostática 

y libres de desolvatación para su posterior agrupamiento. Para la visualización y selección de los mejores 

resultados se utilizó PyMOL Molecular Graphics System para Mac OS X. Se eligió el complejo con mejor 

afinidad y orientación de unión del Lisozima/cal_lis. 

Para identificar las regiones predichas de interacción proteína-proteína (PPI), se utilizó la herramienta 

“Peptiderive” en el servidor ROSIE, con la configuración predeterminada por el desarrollador. Para el 

cálculo del acoplamiento, “Peptiderive” proporcionó un gráfico con los posibles residuos de interacciones 

proteína-proteína involucrados en la interacción, clasificados de acuerdo con la función de puntuación de 

Rosetta – Unidades de energía de Rosetta (REU, Rosetta Energy Units) (Lyskov et al., 2013; Sedan et al., 

2016b, 2016a). 

9.4 Resultados del análisis In silico 

Se procedió a realizar el análisis de interacción proteína-proteína del complejo VNAR/Lisozima con la 

finalidad de contar con un control positivo y un puntaje de referencia. En la Figura 93 se muestran las 

regiones de unión del complejo y un puntaje total de interacción de -32.29 REU.  
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Análisis de la interacción del complejo VNAR/Lisozima (control positivo)  

 

Figura 93. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo VNAR/Lisozima. A) Gráficas de la unión del VNAR 
con la proteína Lisozima. B) Orientación de unión del complejo VNAR/Lisozima. 

 

Análisis de la interacción del complejo cal14.1a/Lisozima (control negativo)  

 

Figura 94. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal14.1a/Lisozima. A) Gráficas de la unión de 
cal14.1a con la proteína Lisozima. B) Orientación de unión del complejo cal14.1a/Lisozima. 
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Análisis estructural de cal_lis  

Se realizó el modelado de la unión de la -conotoxina cal14.1a con el CDR3 del VNAR anti-Lisozima con el 
programa MODELLER y refinada con el programa NAMD durante 50 ns. Dicho péptido se denominó cal_lis. 
Respecto a su análisis de fluctuación global, se puede observar en la Figura 95 que la estructura se 
estabiliza a los 5 ns a lo largo de la simulación.  

 

Figura 95. Valores de RMSD durante la simulación de 50 ns de la estructura del péptido quimérico cal_lis. En el eje 
“X” se indican los Armstrong y en el eje “Y” el número de estructura a lo largo de la dinámica molecular. 

 

Tabla 22. Conformaciones del NoNaBody cal_lis durante la dinámica molecular. Resaltado en negritas el modelo 
con mayor tiempo de existencia durante la dinámica molecular. 

Conformación 
Número de 

estructuras 

Tiempo de 

existencia (ns) 

1 

 

1488 29.76 

2 

 

569 11.38 

3 

 

102 2.04 

4 

 

289 5.78 

5 
 

 

52 1.04 
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En los análisis posteriores obtuvo un 81.8 % de los residuos en regiones altamente favorecidas en el gráfico 

de Ramachandran (Figura 96). 

 

Figura 96. Gráfico de Ramachandran de la estructura seleccionada (conformación 1) del péptido quimérico cal_lis 
después de la dinámica molecular. 

 

Análisis de la interacción del complejo cal_lis/Lisozima  

En la Figura 97 se muestran las diferentes conformaciones de interacción del complejo cal_lis/Lisozima 

después del análisis global de interacción proteína-proteína. Se eligió al modelo de interacción A, ya que 

presentó la menor energía de unión.  

 

Figura 97. Complejos de unión del péptido quimérico cal_lis con Lisozima después del análisis de interacción 
proteína-proteína con el software ClusPro. Cal_lis en cian. Lisozima en verde. 
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Se procedió a realizar el análisis de interacción local proteína-proteína del complejo cal_lis/Lisozima, en el 

cual se obtuvo un puntaje total de -29.78 REU. En la Figura 98 se muestran las gráficas con las regiones de 

unión del complejo.  

 

Figura 98. Regiones de interacción proteína-proteína del complejo cal_lis/Lisozima. A) Gráficas de la unión de la 
proteína andamio cal_lis con la proteína Lisozima. B) Orientación de unión del complejo cal_lis/Lizosima. 

 

Tabla 23. Resumen de resultados de las proteínas contra Lisozima. En rojo se indica la secuencia de aminoácidos 
del CDR3 de VNAR anti-Lisozima. 

Proteína 
Sitio de interacción, con 

Lisozima 
Sitio de interacción del 

Lisozima 
Score Total 

(REU) 

VNAR SRYGSYDAECAA NSRWWC -32.29 

Cal14.1a DCPPW DGNGMN -13.10 

Cal_lis YGSYDAECAA SRWWCNDG -29.78 
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Capítulo 10.  Discusión  

La búsqueda de proteínas y péptidos para tratar enfermedades degenerativas e infecciosas ha resultado 

en la búsqueda de diversas estrategias para controlar el funcionamiento y la sobreexpresión de proteínas 

de interés biomédico. Las proteínas de unión a antígeno como moléculas bloqueadoras de diversos 

metabolitos han mejorado el tratamiento de múltiples patologías asociadas con la sobreexpresión de 

dichos blancos moleculares (Diversos tipos de cáncer, retinopatía diabética, entre otras) o enfermedades 

infecciosas (Covid19, Malaria, etc.). El uso de anticuerpos ha sido uno de los métodos más utilizados por 

la industria farmacéutica ya que tienen una afinidad muy alta por el sitio de unión con el antígeno diana. 

Sin embargo, el uso de proteínas de unión a antígeno no está exento de problemas, ya que la mayoría son 

termolábiles, lo que dificulta su almacenamiento y manipulación (Kholodenko, et al., 2017). Otra limitación 

es el gran tamaño de las proteínas de unión a antígeno convencionales, por lo que difícilmente pueden 

atravesar las barreras biológicas de los organismos multicelulares, por lo que su efecto se limita a las capas 

superficiales del tejido donde se aplican. Por este motivo, se han diseñado diversas estrategias de 

modificación en proteínas de unión a antígeno para mejorar su velocidad de penetración o estabilidad 

térmica. Sin embargo, la mayoría de las modificaciones tienden a reducir la fuerza de unión de la proteína 

al sitio de unión al antígeno (Kim, Park & Hong, 2005). Debido a las desventajas descritas anteriormente, 

existe la necesidad de proporcionar proteínas de unión a antígeno de tamaño reducido, termoestables y 

capaces de penetrar en tejidos complejos. 

Una de estas alternativas son los dominios VNAR, moléculas con características únicas que les permiten 

unirse a antígenos específicos (Cheong, Leow, Abdul Majeed, & Leow, 2020; Juma et al., 2021). Algunas de 

estas características particulares son su tamaño pequeño, estabilidad química y térmica, y largos CDR3 

que permiten un mejor acceso a los objetivos biológicos, lo que las convierte en moléculas atractivas para 

usos terapéuticos y de diagnóstico (Juarez et al., 2011; Juma et al., 2021; Zielonka et al., 2015). Se han 

reportado varios VNAR contra diferentes dianas moleculares, como VEGF165 (Camacho-Villegas et al., 

2018), TNF- (Camacho-Villegas, Mata-Gonzalez, Paniagua-Solis, Sanchez, & Licea, 2012), malaria (Leow 

et al., 2018) y SARS-CoV-2 (Gauhar et al., 2021). Se han empleado diferentes métodos para obtener estos 

VNAR, incluidas bibliotecas inmunes (Camacho-Villegas, 2012), bibliotecas semisintéticas (Könning et al., 

2017) y bibliotecas sintéticas (Cabanillas-Bernal et al., 2019). A pesar de todas estas ventajas, los VNAR 

tienen limitaciones notables. Estas limitaciones incluyen la humanización de estas moléculas para su uso 

como fármacos en humanos, los tamaños de las moléculas cuando se utilizan como fármacos que 

requieren una mayor penetración en los tejidos y las barreras de propiedad intelectual para su uso en 
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tratamientos contra el cáncer. Por lo tanto, en este estudio se diseñaron y evaluaron pequeños 

NoNaBodies generados a través de la unión de VNAR CDR3 con péptidos ricos en enlaces disulfuro (cuatro 

veces más pequeños que el VNAR) con una capacidad de interacción similar al VNAR parental. 

Las “knottin” son moléculas emergentes con potenciales aplicaciones terapéuticas y diagnósticas (Kolmar, 

2008; Moore et al., 2013). Son péptidos pequeños de 30 a 50 aminoácidos, con un núcleo de láminas beta 

anti-paralelas estabilizadas por tres enlaces disulfuro (Ackerman et al., 2014). La alfa conotoxina cal14.1a 

es un péptido rico en enlaces disulfuro, sin embargo, no entra en la categoría de un knottin. La alfa 

conotoxina cal14.1a es un péptido con 17 aminoácidos y dos enlaces disulfuro entre Cys3-Cys12 y Cys7-

Cys17 que confieren alta estabilidad estructural (Oroz-Parra, Álvarez-Delgado, Cervantes-Luevano, 

Dueñas-Espinoza, & Licea-Navarro, 2020). Cal14.1a no se encontró por RMN o cristalografía de rayos X, 

por lo que se realizó un modelo por homología, y se obtuvo la estructura para cal14.1a, esta estructura se 

comparó con las obtenidas a partir de los resultados del modelado de las conotoxinas cal14.1a y cal14.1b 

reportados por Oroz et al., 2020. En ambos estudios, los péptidos modelados mostraron resultados 

similares a los de conotoxinas resueltas por RMN. En análisis in silico e in vitro, se ha demostrado que el 

péptido cal14.1a pierde su actividad como conotoxina frente a su diana natural cuando se modifica con 

las diferentes CDR3 de VNAR previamente descritas. Se realizó una prueba de expresión relativa de TNF- 

para evaluar si la actividad del andamio cal14.1a cambiaba si se modificaba su secuencia de aminoácidos. 

Encontramos que la conotoxina cal14.1a redujo la expresión de TNF-, mientras que el péptido quimérico 

cal_P98Y no lo hizo (Figura 3). Este resultado indica que el péptido cal14.1a es un andamio idóneo para el 

diseño racional de proteínas. Al intercambiar la región de aminoácidos nativos por la CDR3 de un VNAR, 

cal14.1a pierde su actividad como conotoxina (Oroz-Parra et al., 2016). 

Se usaron diversos CDR3 de VNAR de Heterodontus francisci reportados anteriormente contra VEGF165, 

TGF-, TNF-, PCSK-9 y SARS-COV2 SPIKE, incluido un CDR3 de O. maculatus VNAR y un CDR3 de G. 

cirratum VNAR. Se demostró que la fusión del péptido rico en enlaces disulfuro unido a un VNAR CDR3 

funciona con cualquier VNAR independientemente de la especie de tiburón. 

La estrategia utilizada en este estudio se basa en pruebas in silico utilizadas para modelar NoNaBodies por 

homología y dinámica molecular para posteriormente evaluar las interacciones proteína-proteína. En este 

estudio se realizaron 10 ejemplos de NoNaBodies: cal_P98Y y cal_VS04 contra VEGF165, cal_T10 y cal_T21 

contra TGF-, cal_CV043 contra CEA, cal_Tn16 contra TNF-, cal_PK13 contra PCSK-9, cal_D240 contra 

SARS-COV2 SPIKE, cal_Lis contra lisozima (G. cirratum) y cal_AMA1 contra AMA1 (O. maculatus).  



 

 

102 

El péptido cal_P98Y produjo resultados pos-dinámica, lo que sugiere que se podrían realizar análisis de 

acoplamiento posteriores contra VEGF165. En el análisis de acoplamiento, el péptido quimérico mostró una 

puntuación de interacción de -41,54 REU, mientras que su VNAR original (VNAR P98Y) tenía una 

puntuación de -45,98 REU. El VNAR ya se ha probado in silico, in vitro e in vivo frente a VEGF (Millán-Gómez 

et al., 2018), lo que lo convierte en un buen ejemplo de referencia para este sistema de creación de 

NoNaBodies. Por otro lado, la región de interacción del VNAR P98Y parental contra VEGF165 está 

específicamente dentro de CDR3 como en el péptido cal_P98Y. Este NoNaBody está relacionado y se une 

en la misma región de VEGF165, como el VNAR P98Y parental. Para comparar si esta puntuación de 

interacción tiene validez in silico, se acopló VEGF165 contra la conotoxina de andamiaje cal14.1a. Se obtuvo 

una puntuación total de -14,88 REU. Al comparar este resultado con el de NoNaBody cal_P98Y, se puede 

observar que es mucho más alto que el del péptido de andamio, lo que confirma que el NoNaBody 

cal_P98Y tiene una afinidad de unión por VEGF165. 

Después del análisis de acoplamiento, se sintetizó el NoNaBody cal_P98Y. Una vez sintetizado el péptido, 

se realizó un ELISA de reconocimiento frente a VEGF165 (Figura 25) en el que el VNAR P98Y parental tenía 

una absorbancia de referencia. Por el contrario, el NoNaBody cal_P98Y tenía un valor de absorbancia 

significativamente diferente al de VNAR P98Y. El péptido de andamio cal14.1a fue significativamente 

diferente desde el punto de vista estadístico del VNAR P98Y y NoNabody cal_P98Y, lo que sugiere que el 

péptido quimérico podría tener la capacidad de unirse a VEGF165. Por lo tanto, se realizó un análisis de los 

esferoides 3D de las células HUVEC para evaluar la actividad neutralizante de NoNabody cal_P98Y en 

comparación con la del VNAR P98Y original. Se encontró que el NoNaBody cal_P98Y neutraliza VEGF165 

casi al mismo nivel que su VNAR parental (Figura 26), lo que indica que el NoNaBody diseñado 

racionalmente contra VEGF165 es una opción de fármaco viable, así como los VNAR P98Y. El péptido 

andamio cal14.1a se probó como control negativo para demostrar que no tenía actividad neutralizante. 

Se encontró que la capacidad neutralizante del andamio contra VEGF165 no fue significativa contra las 

proteínas cal_P98Y y VNAR P98Y. 

El NoNaBody cal_T10 contra TGF- diseñado racionalmente constituye otro ejemplo de un NoNaBody 

capaz de reconocer con éxito una citocina para la que fue diseñado. El NoNaBody cal_T10 y el T10 VNAR 

parental se modelaron siguiendo el mismo protocolo que en el ejemplo anterior. Los análisis de 

acoplamiento indicaron que NoNaBody podría tener la misma capacidad de unión que su VNAR parental, 

ya que NoNaBody cal_T10 mostró una puntuación total de -34,55 REU, mientras que VNAR T10 tiene una 

puntuación total de -27,24 REU. El control negativo del modelo de interacción entre cal14.1a contra TGF-

 recibió una puntuación baja (-12,83 REU) en comparación con el control positivo y el NoNaBody. Después 
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del análisis in silico, se sintetizó químicamente el NoNaBody cal_T10 y se realizó un ELISA de 

reconocimiento (Figura 48). Comparamos las capacidades de unión del VNAR T10 parental como control 

positivo, el andamio cal14.1a como control negativo y el NoNaBody cal_T10. Los resultados mostraron que 

NoNaBody cal_T10 podía unirse con TGF-, y el control negativo cal14.1a no mostró una unión clara. Este 

resultado respalda los resultados obtenidos in silico, que indican que este NoNaBody diseñado 

racionalmente se une exitosamente a TGF-. 

El NoNaBody diseñado contra CEA es otro ejemplo exitoso de diseño racional de proteínas utilizando 

cal14.1a como andamio. El VNAR CV043 y el NoNaBody cal_CV043 anti-CEA se modelaron mediante 

modelado por homología. Después de la dinámica molecular, los modelos con parámetros estructurales 

de calidad continúan con el análisis de acoplamiento. El VNAR CV043 frente a CEA obtuvo una puntuación 

de interacción total de -18,76 REU, mientras que NoNaBody cal_CV043 muestra -22,16 REU. Este resultado 

sugiere que NoNaBody cal_CV043 tiene una mayor capacidad de unión que su VNAR original (CV043). Por 

esto, se sintetizó el NoNaBody para realizar las pruebas in vitro necesarias para posteriormente validar los 

resultados in silico. En el ensayo ELISA, identificamos que el NoNaBody y el VNAR parental reconocen el 

antígeno CEA. Para confirmar la capacidad de unión de NoNaBody cal_CV043 a CEA, se realizó un ensayo 

de citometría para evaluar la presencia de CEA en una línea celular HCT-116. Como control negativo se 

utilizó la línea celular MDA-MB-231, que no expresa el antígeno CEA. Los resultados mostraron que el 

NoNaBody cal_CV043 se une al CEA expresado en la membrana de la línea celular de cáncer de colon HCT-

116. Por otro lado, en el control negativo, la línea celular MDA-MB-231 no mostró señal en el ensayo de 

citometría de flujo. Estos resultados sugieren que NoNaBody cal_CV043 tiene un uso potencial como 

marcador en el diagnóstico de cáncer en los que interviene el CEA (Grunnet & Sorensen, 2012; Moertel et 

al., 1993). 

Para validar el protocolo para el diseño racional in silico de NoNaBodies basado en una alfa conotoxina y 

una CDR3 de VNAR de H. francisci, se realizaron varios ejemplos de NoNaBodies específicos para otras 

dianas moleculares, como TNF-, PCSK-9 y SARS-CoV2 SPIKE. Los diferentes NoNaBodies mostraron 

resultados prometedores en la neutralización de los objetivos moleculares específicos para los que fueron 

diseñados en comparación con el rendimiento de los VNAR parentales. Se construyeron dos NoNaBodies 

basados en VNAR reportados anteriormente en la literatura para demostrar que el sistema de diseño 

racional de NoNaBodies basado en la unión de una conotoxina con un VNAR CDR3 de tiburón también 

funciona con otros VNAR de diferentes especies de tiburones. El primer VNAR fue un anti-AMA1 de O. 

maculatus (Henderson et al., 2007) y el segundo VNAR fue un anti-lisozima de G. cirratum (Burgess et al., 

2016). 
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El NoNaBody cal_AMA1 dio como resultado una puntuación de interacción más alta que su VNAR original, 

y el péptido andamio cal14.1a dio como resultado una puntuación total más baja que NoNaBody. Por lo 

tanto, los resultados sugieren que el péptido cal_AMA1 puede ser un posible inhibidor de la proteína 

AMA1 como su VNAR parental. El mismo escenario fue evidente en el ejemplo de NoNaBody basado en el 

VNAR anti-lisozima. Estos resultados muestran que el sistema de unión de un VNAR CDR3 con una alfa 

conotoxina funciona con cualquier VNAR independientemente de la especie de tiburón, lo que abre la 

posibilidad de crear anticuerpos no naturales de 1/40 del tamaño de una IgG que sean capaces de 

reconocer y neutralizar como los anticuerpos regulares. Estas nuevas proteínas se pueden utilizar como 

fármacos cuando los anticuerpos normales no pueden penetrar en los tejidos, como en el tratamiento de 

la retinopatía diabética para neutralizar el VEGF165. 

La construcción y operación in silico e in vitro de los NoNaBodies expuesta anteriormente, muestran que 

estas moléculas generadas tienen una fuerza de unión de entre 85 y 150%, a la fuerza de unión de 

referencia del VNAR parental. La construcción descrita anteriormente permite que los NoNaBodies 

mantengan la capacidad de unirse al mismo epítopo del anticuerpo original sin perder eficacia. Además, 

debido al menor tamaño del NoNaBody obtenido, comparado con el VNAR parental, tiene una mayor 

capacidad de penetración tisular. Asimismo, debido a su conformación, los NoNaBodies presentan una 

mejor la estabilidad térmica. 
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Capítulo 11.   Conclusiones 

El péptido cal14.1a es un andamio ideal para su uso en el diseño racional de proteínas con capacidad de 

unión a antígenos, ya que al ser modificado con un CDR3 de VNAR pierde su función original de ⍺-

conotoxina. 

El NoNaBody cal_P98Y es un inhibidor del VEGF165, ya que tiene capacidad de neutralizar dicha citocina en 

ensayos in silico e in vitro, lo que convierte al NoNaBody cal_P98Y en un potencial fármaco de importancia 

biomédica. 

El NoNaBody cal_T10 presenta resultados positivos de unión a TGF-β tanto in silico como in vitro. cal_T10 

no neutraliza al TGF-β, ya que el NoNaBody y su VNAR parental T10 se unen a una región de la citocina 

distinta a la zona de unión al receptor. Sin embargo, el método de diseño del NoNaBody mostró ser un 

éxito, ya que cal_T10 reconoce a TGF-β, al igual que el VNAR parental anti-TGF-β. 

El NoNaBody cal_CV043 diseñado para reconocer al antígeno carcinoembrionario, mostró capacidad de 

unión in silico e in vitro, lo que convierte a cal_CV043 en un potencial marcador en el diagnostico de 

enfermedades relacionadas a la expresión de CEA. Adicionalmente, el NoNaBody cal_CV043 presenta 

mejor actividad de reconocimiento que el VNAR parental. 

Los NoNaBodies diseñados y probados in silico contra otros blancos moleculares como TNF-⍺ y PCSK9, 

mostraron un mejor puntaje de unión respecto al control negativo (proteína andamio), lo que demuestra 

que al agregar un CDR3 de VNAR a la conotoxina cal14.1a pueden generarse moléculas con capacidad de 

unión a diferentes blancos terapéuticos y de diagnóstico. 

El NoNaBody cal_D240 se une al RBD del SARS CoV-2 SPIKE, de la variante delta y ómicron en los análisis 

in silico. Se muestra una unión menor a la del VNAR parental D240, debido a la importancia del rol de unión 

del CDR1 de dicho VNAR, sin embargo, el NoNaBody podría ser un potencial inhibidor de SPIKE en ambas 

variantes. 

Los NoNaBodies diseñados in silico a partir de CDR3 de VNAR de otras especies de tiburón, muestran un 

potencial neutralizante al igual que sus VNAR parentales, lo que demuestra que el método de unión de 

una conotoxina con un CDR3 de VNAR, funciona sin importar la especie de tiburón.   
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11.1 Perspectivas  

Llevar a cabo pruebas in vitro de los NoNaBodies que mostraron un potencial de unión a su blanco 

molecular al igual que su VNAR parental en las pruebas in silico. 

Realizar el rediseño de aquellos NoNabodies que son posibles candidatos a la neutralización de los blancos 

moleculares para los que fueron diseñados, pero que por las características de la secuencia de aminoácidos 

del CDR3 del VNAR son péptidos hidrofóbicos.  

Realizar el rediseño de los NoNaBodies anti-RBD del SARS-CoV-2, para mejorar la afinidad total del péptido 

quimérico con el blanco molecular, mediante la adición de aminoácidos presentes en el CDR1 del VNAR 

parental, con el objetivo de crear péptidos quiméricos con la misma capacidad de unión que su VNAR 

parental al utilizar método de creación de NoNaBodies. 

 Llevar a cabo el modelado de los NoNaBodies mediante nuevas estrategias de modelado de programas 

como Aphafold2, Rossetta Fold, ESMFold, I-Tasser, etc. para comparar metodologías y estrategias de 

modelado que ayuden a mejorar y actualizar el método de creación de NoNaBodies. 

Realizar una constante actualización de métodos y estrategias in silico en la aplicación de análisis de 

dinámica molecular, visualización, análisis estructurales y análisis de interacción proteína-proteína, en pro 

de mejorar la calidad de los modelos utilizados en la creación de NoNaBodies.  
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 ANEXOS 

Modelado por homología de MODELLER 

Script1 
rom modeller import * 
log.verbose() 
env = environ() 
env.io.atom_files_directory = './:../atom_files/' 
aln = alignment(env) 
for (code, chain) in (('tseq1', 'A'), ('tseq2', 'A'), ('tseq3', 'A'), ('tseq4', 'A')): 
    mdl = model(env, file=code, model_segment=('FIRST:'+chain, 'LAST:'+chain)) 
    aln.append_model(mdl, atom_files=code, align_codes=code+chain) 
for (weights, write_fit, whole) in (((1., 0., 0., 0., 1., 0.), False, True), 
                                    ((1., 0.5, 1., 1., 1., 0.), False, True), 
                                    ((1., 1., 1., 1., 1., 0.), True, False)): 
    aln.salign(rms_cutoff=3.5, normalize_pp_scores=False, 
               rr_file='$(LIB)/as1.sim.mat', overhang=30, 
               gap_penalties_1d=(-450, -50), 
               gap_penalties_3d=(0, 3), gap_gap_score=0, gap_residue_score=0, 
               dendrogram_file='fm00495.tree', 
               alignment_type='tree', # If 'progresive', the tree is not 
               # computed and all structues will be 
               # aligned sequentially to the first 
               feature_weights=weights, # For a multiple sequence alignment only 
               # the first feature needs to be non-zero 
               improve_alignment=True, fit=True, write_fit=write_fit, 
               write_whole_pdb=whole, output='ALIGNMENT QUALITY') 
aln.write(file='fm00495.pap', alignment_format='PAP') 
aln.write(file='fm00495.ali', alignment_format='PIR') 
aln.salign(rms_cutoff=1.0, normalize_pp_scores=False, 
rr_file='$(LIB)/as1.sim.mat', overhang=30, 
gap_penalties_1d=(-450, -50), gap_penalties_3d=(0, 3), 
gap_gap_score=0, gap_residue_score=0, dendrogram_file='1is3A.tree', 
alignment_type='progressive', feature_weights=[0]*6, 
improve_alignment=False, fit=False, write_fit=True, 
write_whole_pdb=False, output='QUALITY') 

 

Script2 
from modeller import * 
log.verbose() 
env = environ() 
env.libs.topology.read(file='$(LIB)/top_heav.lib') 
# Read aligned structure(s): 
aln = alignment(env) 
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aln.append(file='fm00495.ali', align_codes='all') 
aln_block = len(aln) 
# Read aligned sequence(s): 
aln.append(file='qseq1.ali', align_codes='qseq1') 
# Structure sensitive variable gap penalty sequence-sequence alignment: 
aln.salign(output='', max_gap_length=20, 
           gap_function=True,   # to use structure-dependent gap penalty 
           alignment_type='PAIRWISE', align_block=aln_block, 
           feature_weights=(1., 0., 0., 0., 0., 0.), overhang=0, 
           gap_penalties_1d=(-450, 0), 
           gap_penalties_2d=(0.35, 1.2, 0.9, 1.2, 0.6, 8.6, 1.2, 0., 0.), 
           similarity_flag=True) 
aln.write(file='qseq1-mult.ali', alignment_format='PIR') 
aln.write(file='qseq1-mult.pap', alignment_format='PAP') 

Script3 
from modeller import * 
from modeller.automodel import * 
env = environ() 
a = automodel(env, alnfile='qseq1-mult.ali', 
              knowns=('tseq1A','tseq2A','tseq3A','tseq4A'), sequence='qseq1') 
a.starting_model = 1 
a.ending_model = 5 
a.make() 
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Dinámica molecular con NAMD 

# Minimization and Equilibration of  
# Ubiquitin in a Water Box 
 
 
############################################################# 
## ADJUSTABLE PARAMETERS                                   ## 
############################################################# 
 
structure          cal_p98y_wb_ion.psf 
coordinates        cal_p98y_wb_ion.pdb 
 

set temperature    310 
set outputname     MD 
 
firsttimestep      0 
 
 
############################################################# 
## SIMULATION PARAMETERS                                   ## 
############################################################# 
 

# Input 
paraTypeCharmm     on 
parameters          par_all36_prot.prm 
parameters          par_all36m_prot.prm 
parameters          toppar_water_ions_namd.str 
temperature         $temperature 
 
# Force-Field Parameters 
exclude             scaled1-4 
1-4scaling          1.0 
cutoff              12.0 
switching           on 
switchdist          10.0 
pairlistdist        14.0 
 
 
# Integrator Parameters 
timestep            2.0  ;# 2fs/step 
rigidBonds          all  ;# needed for 2fs steps 
nonbondedFreq       1 
fullElectFrequency  2   
stepspercycle       10 
 
# Constant Temperature Control 
langevin            on    ;# do langevin dynamics 
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langevinDamping     1     ;# damping coefficient (gamma) of 1/ps 
langevinTemp        $temperature 
langevinHydrogen    off    ;# don't couple langevin bath to hydrogens 
 
 
# Periodic Boundary Conditions 
cellBasisVector1    48.571001052856445    0    0 
cellBasisVector2    0    65.83600044250488    0 
cellBasisVector3    0    0    50.57200050354004 
cellOrigin -8.893335342407227 23.556005477905273 -5.519240379333496 
 
wrapWater           on 
wrapAll             on 
 
 
# PME (for full-system periodic electrostatics) 
PME                 yes 
PMEGridSpacing      1.0 
 
#manual grid definition 
#PMEGridSizeX        45 
#PMEGridSizeY        45 
#PMEGridSizeZ        48 
 
 
# Constant Pressure Control (variable volume) 
if {0} { 
useGroupPressure      yes ;# needed for rigidBonds 
useFlexibleCell       no 
useConstantArea       no 
 
langevinPiston        on 
langevinPistonTarget  1.01325 ;#  in bar -> 1 atm 
langevinPistonPeriod  100.0 
langevinPistonDecay   50.0 
langevinPistonTemp    $temperature 
} 
 
# Output 
outputName          $outputname 
 
restartfreq         10000     ;# 500steps = every 1ps 
dcdfreq             10000 
xstFreq             10000 
outputEnergies      10000 
outputPressure      10000 
 
 
############################################################# 
## EXTRA PARAMETERS                                        ## 
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############################################################# 
 
 
############################################################# 
## EXECUTION SCRIPT                                        ## 
############################################################# 
 
# Minimization 
minimize            5000 
reinitvels          $temperature 
 
run 50000    
 
#run 50000000 ;#100ns 
#run 25000000 ;#50ns 
run 12500000 ;#25ns 
#run 5000000 ;#10ns 
#run 2500000 ;#5ns 
#run 500000 ;#1ns 
#run 50000 ;#100ps 
#run 5000 ;#10ps 


