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1. Resumen

Las distrofias hereditarias de retina (IRD) son un grupo de enfermedades degenerativas
que afectan progresivamente a los fotorreceptores, causando pérdida de vision y, en
muchos casos, ceguera. Estas patologias muestran una gran heterogeneidad genética, con
mas de 340 genes implicados. Sin embargo, atin existe un nimero considerable de casos
sin diagnostico molecular preciso, especialmente en regiones poco estudiadas como el
norte de México. Uno de los genes recientemente asociados a IRD es RCBTBI, que
codifica una proteina con funciones relacionadas con la via de ubiquitinaciéon y la
respuesta al estrés oxidativo. Mutaciones bialélicas en este gen han sido vinculadas a
formas recesivas de retinopatia. No obstante, los mecanismos moleculares y funcionales
por los cuales RCBTBI contribuye a la degeneracion de conos y bastones permanecen
poco claros. Este estudio se enfoca en caracterizar la estructura y funcion de la proteina
RCBTBI, identificar dominios funcionales, analizar sus interacciones proteina-proteina,
y evaluar su expresion génica en tejidos oculares mediante herramientas bioinformaticas
y andlisis 6micos. Se realiz6 una busqueda de estructuras molde para los dominios RCC1
y BTB de la proteina RCBTB1 mediante DELTA-BLAST, usando como referencia bases
de datos como NCBI, PDB y UniProt (Ubi-E2E3, Cul-3, RBX1) y se construyeron
modelos 3D con Modeller, seleccionando el de menor RMSD y ZDOPE. Estos modelos
se prepararon y minimizaron con VMD y NAMD para obtener su conformacion mas
estable. Se llevaron a cabo acoplamientos proteina-proteina con el software Hex 8.0 y
posteriormente se realizaron minimizaciones adicionales, correcciones moleculares con
VegaZZ y Discovery Studio, y analisis quimiométricos con PDBePISA. Finalmente, se
calcularon las energias de interaccion en las interfaces usando APBS y archivos PQR
generados con PARSE. Se modelaron in silico las estructuras de los dominios RCC1 y
BTB de la proteina pPRCBTBI, asi como de las proteinas Ubi-E2E3 y Cul-3, utilizando
estructuras experimentales como molde. Se seleccionaron los modelos dptimos con base
en los valores de RMSD y ZDOPE, seguidos por procesos de minimizacion energética
para alcanzar conformaciones estables. Los resultados mostraron que el modelo de
pRCBTBI requirié mas pasos de minimizacion por su menor identidad con las estructuras
molde. En contraste, Ubi-E2E3 mostré6 menor variacion estructural debido a su alta
identidad con el molde experimental. Cul-3, aunque parcialmente modelada, presentd

estabilidad aceptable considerando su mayor tamafio y complejidad. Estos hallazgos



contribuiran al conocimiento de las IRD y podran apoyar el desarrollo de estrategias

diagnosticas y terapéuticas de precision en poblaciones subrepresentadas.
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2. Introduccion

Las distrofias hereditarias de retina (Inherited retinal dystrophies, por sus siglas en inglés:
IRDs), se caracterizan por la degeneracion progresiva de los fotorreceptores, lo que
resulta una pérdida de vision que puede desarrollarse desde el nacimiento hasta finales de
la edad mediana (Cremers, F.P.M., et al., 2018; Farrar, G.J., et al., 2017; Rattner et al.,
1999). Las IRDS, comprenden una variedad de afecciones superpuestas, que incluyen
retinosis pigmentaria (RP), enfermedad de Stargardt/distrofia macular (STGD/MD),
distrofias de conos y bastones (CRD), amaurosis congénita de Leber (LCA) y formas
sindromicas como el sindrome de Usher (O'Neal, T. B., et al 2024). En conjunto, tienen
una prevalencia de aproximadamente de 1 de cada 2000 — 3000 personas (Farrar, G.J.,et
al., 2017; Hashem et al., 2024; Moore & Evans, 1996; Rattner et al., 1999; Talib, M., &
Boon, C. J. F. 2020; Villanueva-Mendoza et al., 2021) y se estima que afectan hasta a 5.5
millones de personas en todo el mundo (Hanany, M., et al., 2020, 2023; Inglehearn, 1998).
Las distrofias dominantes de bastones, como la RP, se presentan con pérdida de vision
periférica y ceguera nocturna (Cremers, F.P.M., et al., 2018) y, en las distrofias
dominantes de cono, como STGD/MD y CRD, se presentan con pérdida de la vision
central y deterioro de la percepcion del color, fotofobia y nistagmo (Cremers, F.P.M., et
al., 2018; Nash, B. M., et al., 2015). A medida que ambos tipos de distrofias progresan,
los bastones y los conos pueden sufrir una degeneracion que compromete la vision central
y periférica en las etapas finales. La LCA es el tipo mas grave de IRD, que afecta tanto a
los fotorreceptores como al epitelio pigmentario de la retina, y los sintomas aparecen
durante el primer afio de vida.

En la figura 1, se muestra la anatomia del sistema visual, en la cual se muestra la retina, esta
compuesta por una capa de células nerviosas que recubren la pared posterior en el interior del ojo.
Esta capa detecta la luz y envia sefiales al cerebro para que usted pueda ver. Partes del ojo estan
asociadas con la retina. Incluyen: Retina periférica: El area de retina externa a la macula. La retina
periférica nos da la vision lateral (periférica) y la visién nocturna. Macula: Zona pequefia pero
importante en el centro de la retina. La macula es necesaria para ver con claridad los detalles de
objetos frente a usted. Fovea: La fovea es la depresion que se encuentra en el centro de la macula,
donde la visién es mas nitida. También se conoce como fovea centralis. Fotorreceptores: Los
fotorreceptores son células especializadas de la retina del ojo responsables de convertir la luz en
sefnales que son enviadas al cerebro. Los fotorreceptores nos dan la vision de color y la vision
nocturna. Hay dos tipos de células fotorreceptoras: los bastones y los conos. Bastones: Los

bastones son uno de los dos tipos de células fotorreceptoras de la retina. Son sensibles a los
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niveles de luz y ayudan a darnos buena vision en baja iluminaciéon. Se concentran en las areas
externas de la retinay nos dan la vision periférica. Conos: Los conos son una especie de
células fotorreceptoras de la retina. Nos dan la vision de los colores. Los conos se concentran en
el centro de la retina en un area conocida como la macula, permite visualizar los detalles (Retina
- American Academy of Ophthalmology).

Cérnea Lente Retina Macula

Conos Bastones

Iris Nervio 6ptico

Figura 1. Anatomia de la retina. Donde se indican las estructuras y las células
fotorreceptoras de la retina (Retina - American Academy of Ophthalmology).

Las IRDs presentan heterogeneidad genética y clinica, asi mismo, se han descrito los
patrones de herencia entre las IRD, incluidos los patrones autosémicos, ligados al
cromosoma X, mitocondriales o digénicos (Farrar, G.J., et al., 2017; Garafalo, A.V., et
al., 2020). En la actualidad, se han identificado mas de 200 genes causales, siendo la
mayoria de ellos enfermedades autosdmicas recesivas (Farrar, G.J., et al., 2017; Garafalo
et al., 2020). Las IRDs muestran una considerable heterogeneidad genética y alélica.
Como las mutaciones en el gen ABCA4, donde se ha asociado con el desarrollo de STGD,
RP, CRD y degeneracion macular relacionada con la edad (Figura 2). La herencia
autosdmica recesiva, presenta una afeccion genética, se presenta cuando el nifio hereda
una copia de un gen mutado (cambiado) de cada uno de los padres (Villanueva-Mendoza
etal., 2021). La herencia autosdmica recesiva es una de las formas en que un rasgo o una
afeccion genética pasa de padres a hijos. El nifio presenta la afeccion genética cuando
hereda dos copias de un gen mutado, una del padre y otra de la madre. Por lo general, la
madre y el padre no presentan la afeccion que se hereda de manera autosdémica recesiva.

Se dice que la madre y el padre no afectados son portadores porque cada uno tiene una

12


https://www.aao.org/salud-ocular/anatomia/la-retina-periferica
https://www.aao.org/salud-ocular/anatomia/la-retina-periferica
https://www.aao.org/salud-ocular/anatomia/los-conos
https://www.aao.org/salud-ocular/anatomia/fotorreceptores
https://www.aao.org/salud-ocular/anatomia/retina-102
https://www.aao.org/salud-ocular/consejos/como-ven-los-humanos-en-color
https://www.aao.org/salud-ocular/anatomia/macula-5
https://www.aao.org/salud-ocular/anatomia/retina-102
https://www.aao.org/salud-ocular/anatomia/retina-102
https://www.aao.org/salud-ocular/anatomia/retina-102

copia del gen mutado que puede pasar a sus hijos (Definicion de herencia autosémica

recesiva - Diccionario de cancer del NCI - NCI).

Herencia autosémica recesiva

Madre no afectada
(portadora)

Padre no afectado
(portador)

Par de cromosomas

e

Hija no afectada Hijo no afectado Hija no afectada Hijo afectado
(portador) (portadora)

N

1
N

A

Figura 2. Herencia autosémica dominante (Terese Winslow, 2020) herencia autosdémica
recesiva. (Definicidon de herencia autosdmica recesiva - Diccionario de cancer del NCI -
NCI)

La identificacion de las variantes genéticas causantes de IRDs, es esencial para garantizar
un diagnostico preciso y proporcionar una referencia para el asesoramiento genético
(Garafalo et al., 2020). Ademas, la comprension del mecanismo molecular de las IRDs
esta llevando al desarrollo de intervenciones terapéuticas que buscan detener la pérdida
de fotorreceptores y la preservacion de la vision (Talib, M., & Boon, C. J. F. 2020;
Villanueva - Mendoza et al., 2021). Varios estudios han empleado técnicas de
secuenciacion de nueva generacion en multiples estudios de cohortes de pacientes con
ER, con tasas de deteccion de defectos moleculares en aproximadamente el 60% de los
casos (Farrar, G.J.,et al., 2017; Nash, B.M., et al., 2015). La tasa de deteccion general no
es tan alta como se esperaba por varias razones, que incluyen entre otras, variantes en
secuencias intronicas, genes no caracterizados, variantes que afectan el empalme del
ARN mensajero (ARNm) y variantes estructurales, como variaciones, duplicaciones,

inversiones, inserciones en el nimero de copias (Cremers, F.P.M., et al., 2018; Garafalo
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et al., 2020). Existe, una variedad de genes y mutaciones causantes de IRDs entre

diferentes poblaciones y analisis molecular (Figura 3).

RCC1-like domain p.Leu3ssPhe
p.Gly57Glufs*12 p.Asn236Thrfs*11 p.Ser401Leu

n RIn2N2uefe*47 | D.HIS325Tvr

Figura 3. La proteina 1, que contiene los dominios RCC1 y BTB (pRCBTBI1). La proteina
1 que contiene el dominio RCC1 y BTB es una proteina que en los seres humanos esta
codificada por el gen RCBTB1. Este gen codifica una proteina con un dominio RCC1 N-
terminal y un dominio BTB C-terminal (Catomeris et al., 2022).

Villafuerte-de la Cruz et al., 2024, realizaron un estudio de cohorte genético a un total de
126 pacientes (74 mujeres y 52 hombres dando un total para Nuevo Leon (94),
Tamaulipas (20) y Coahuila (12) con un promedio de edad de 39.06 y 18.64 %; iniciando
con los sintomas a una edad promedio de 4-13 afios) los resultados del estudio, indican lo
siguiente: PR:53; STGD/DM:21; ERC:15; LCA:3; Retinosis ligada a X:4; IRD
sindromica de Usher; sindrome de Bardet Biedl:2; sindrome de Alstrom:1, discapacidad
intelectual, talla baja, sordera, atrofia optica y RP:1: y discapacidad intelectual, sordera,
facies gruesa y PR de inicio tardio:1.

Asi mismo, Talib, M., & Boon, C. J. F. (2020), indican que las DR comprenden causas
relativamente raras, pero devastadoras de pérdida progresiva de la vision, las cuales
representan un espectro de enfermedades con marcada heterogeneidad genética y clinica.
Las mutaciones en el mismo gen pueden dar lugar a diferentes diagnosticos, ya sean
retinosis pigmentosa o distrofia de conos. Por el contrario, las mutaciones en diferentes
genes (RPE65) pueden conducir al mismo fenotipo, debido a que a edad de inicio de los
sintomas y la velocidad y las caracteristicas de la disminucion de la vision periférica y
central, pueden variar ampliamente segun el grupo de enfermedades e incluso dentro de
las familias. Para la mayoria de los casos de IRD, no se dispone de un tratamiento eficaz.
Sin embargo, se estan llevando a cabo estudios preclinicos y ensayos de terapia génica de
las fases I, II y III para varios subtipos de RD, recientemente, la DFA de EUA (Talib, M.,
& Boon, C. J. F. 2020), ha aprobado la primera terapia génica de retina para las RD
asociados a RPE65: voretigene neparvovec -rzl (Luxturna). Con los avances en los
estudios de terapia génica, el conocimiento del espectro fenotipico y el curso de largo
plazo de la enfermedad es una informacion crucial para varios tipos de IDR. La vasta

heterogeneidad clinica presenta otro desafio importante en la evaluacion de la eficacia
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potencial en futuros ensayos de tratamiento y en el establecimiento de criterios de

candidatura para el tratamiento. Esta perspectiva describe estos desafios, proporcionando

descripciones clinicas detalladas de varias formas de IRD que son causadas por genes de

interés para los ensayos de terapia basados en genes o células en curso y futuros (Tabla

1A, 1By 10).

Tabla 1A. Identificacion de genes asociados a distrofias de retina.

Localizacion
Nombre Gen Localizacién Incidencia Bibliografia
Cromosémica
Distrofia Muscular de Cromosoma X, brazo |1 de cada 3,500 | Smith et al.,
DMD Xp21.2
Duchenne corto varones 2020
Distrofia Muscular de Cromosoma X, brazo | 1 de cada 18,000 | Johnson et al.,
DMD Xp21.2
Becker corto varones 2018
Cromosoma 19, brazo Miller et al.,
Distrofia Mioténica tipo 1 | DMPK 19q13.32 1 de cada 8,000
largo 2019
Cromosoma 3, brazo Davis et al.,
Distrofia Mioténica tipo 2 | CNBP 3q21.3 1 de cada 10,000
largo 2017
Distrofia Muscular de | EMD, Cromosoma X y Harris et al.,
Xq28, 1q21.2 1 de cada 100,000
Emery-Dreifuss LMNA cromosoma 1 2021
Distrofia Muscular Cromosoma 4, brazo Rodriguez et
DUX4 4q35 1 de cada 20,000
Facioescapulohumeral largo al., 2022
Distrofia Muscular | COL6AL, 21q22.3, 6q22- | Cromosoma 21 vy Wilson et al.,
1 de cada 30,000
Congénita LAMA2 q23 cromosoma 6 2015
Distrofia Muscular de Cromosoma 15, brazo Brown et al.,
CAPN3 15q15.1-q21.1 1 de cada 100,000
Cinturas tipo 2A largo 2016
Distrofia Muscular de Cromosoma 2, brazo Green et al,
DYSF 2pl3 1 de cada 200,000
Cinturas tipo 2B corto 2017
Distrofia Muscular Cromosoma 14, brazo Taylor et al,
PABPNI 14q11.2 1 de cada 100,000
Oculofaringea corto 2018
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Tabla 2B. Identificacion de genes asociados a distrofias de retina.

Localizacién
Nombre Gen Localizacién Incidencia Bibliografia
Cromosémica
Distrofia
Cromosoma 19,
Muscular de | DMPK 19q13.32 1 de cada 8,000 Miller et al., 2019
brazo largo
Steinert (DM1)
Distrofia COLO6AL,
21q22.3, 21q22.3,
Muscular de | COL6A2, 237 Cromosomas 21y 2 | 1 de cada 100,000 | White et al., 2017
Ullrich COL6A3 d
Distrofia
Muscular
Cromosoma 6, )
Congénita con | LAMA2 6q22-g23 1 de cada 50,000 | Harris et al., 2015
brazo largo
Deficiencia de
Merosina
Distrofia
Cromosoma 19,
Muscular de | FKRP 19q13.32 1 de cada 50,000 | Kimura et al., 2019
brazo largo
Fukuyama
Distrofia COLO6AL,
21q22.3, 21q22.3, )
Muscular de | COL6A2, 237 Cromosomas 21y 2 | 1 de cada 200,000 | White et al., 2017
Bethlem COL6A3 E
Distrofia
Cromosoma 5
Muscular de | RCTB1 5q33.3 1 de cada 150,000 | Zhang et al., 2020
brazo largo
Limb-girdle
Distrofia Cromosoma 9 vy
GNE, MYH7 9p13.3, 14q11.2 1 de cada 100,000 | Lee et al., 2018
Muscular Distal cromosoma 14
Distrofia
Cromosoma 19,
Muscular FKRP 19q13.3 1 de cada 50,000 | Kimura et al., 2019
brazo largo
Congénita tipo 1C
Distrofia
Cromosoma X, | 1 de cada 50,000
Muscular MTM1 Xq28 Herman et al., 2016
brazo largo varones
Miotubular
Distrofia
Muscular de Cromosoma 14
PABPNI1 14ql1.2 1 de cada 100,000 | Taylor et al., 2018
Oculomotor brazo corto
Nuclear

Por lo cual, realizar un andlisis de los grupos genéticos, permitiran la reclasificacion de

variantes patdogenas de las IRD, hasta el momento se cuentan con minimas

investigaciones de las familias de ascendencia mexicana. También, las investigaciones

disponibles se han centrado en pacientes con IRD del centro y sur de México.

(Villanueva-Mendoza et al., 2021; Zenteno et al., 2020)
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La proteina RCBTBI, al realizar una interaccion con culina-3 y ubiquitina E2 E3,
desencadena una cascada de activacion enzimadtica, en el cual se activa el complejo
Ubiquitina-Proteasoma (UPS). Este complejo es crucial para la degradacion selectiva de
proteinas en las células eucariotas (Callis J, 2014) Sin embargo, se han identificado
mutaciones en el gen RCBTBI, las cuales provocan una disfuncion muscular identificada
en enfermedades que causan debilidad y pérdida de masa muscular. Algunas de estas
enfermedades, como la distrofia muscular de Duchenne, son causadas por mutaciones en
genes especificos, como el gen DMD (Bharucha-Goebel 2020). Sin embargo,
actualmente se desconoce la interfaz entre las proteinas Ubi-E2E3/RCBT1/Cul-3, la cual
es clave fundamental para el entendimiento de sus interacciones mecanicas, estructurales,

funcionales y moleculares en las disfunciones musculares.

Por tal motivo, en el presente estudio se llevaron a cabo simulaciones moleculares
computacionales para resolver la interfaz Ubi-E2E3/RCBT1/Cul-3, en donde se
determind por medio de acoplamiento molecular la interfaz putativa entre las tres
proteinas descritas, se llevaron a cabo dinamicas moleculares para la minimizacion de
estructuras en la interfaz y finalmente, se llevaron a cabo calculos quimiométricos con
simulaciones: la energia de union, los residuos que participan en la interfaz, los enlaces
quimicos que se forman en las interfaces y el area de interfaz atomica, asi como de

residuos.
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3. Antecedentes

3.1 Distrofias de retina hereditaria (Inherited retinal dystrophies: IRDs)

Las distrofias de retina (IRDs), son un grupo de enfermedades causadas por mutaciones
genéticas. Estas mutaciones, afectan a 1 de cada 3000 personas, pueden tener un impacto
significativo en la vida diaria, como en el estudio, trabajo, social y emocional.

Hasta el momento, se han realizado innumerables investigaciones para mejorar las
condiciones de salud o retrasar la progresion de las IRD por diferentes métodos. No
obstante, hasta el momento no se ha logrado de manera definitiva, aunque existen en este
momento herramientas prometedoras como la terapia génica, debido a la aprobacion del
Luxturna (voretigne neparvovec-rzyl). Este farmaco se emplea para el tratamiento de
amaurosis congénita de Leber (LCA), es la mas grave de las IRD ya que provoca e induce
una répida degeneracion de la retina (edad temprana de la infancia). En el desarrollo de
la LCA estan implicados cuatro genes, pero el principal es el gen AIPL1 (9 — 11%
autosdmica recesiva en conos y bastones) que aproximadamente representa el 5% de
todas las IRD (Sohocki et al., 2001).

Los pacientes con degeneracion retiniana relacionada con RPE65 pueden ahora recibir un
tratamiento llamado Luxturna (voretigene neparvovec) bajo el NHS. En Luxturna, una copia
normal del gen RPE65 se "empaqueta” en un virus inofensivo llamado virus adenomiano asociado
(AAYV), que luego se inyecta quirargicamente en la retina (inyeccion subretinal). De este modo,
las células retinianas afectadas estan expuestas al maximo a los virus que contienen el gen normal

(Figura 4).

Vector containing DNA
injected into subretinal space

New gene DNA
HOGS

DNAinserted
into vector

New gene DNA delivered
to RPE cell nucleus

Sub-retinal injection

Figura 4. RPEG65 - R pacientes con degeneracion retiniana - Gene Vision. (Cataract and
lens associated - Gene Vision).
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https://luxturna.com/about-luxturna/
https://www.nice.org.uk/news/article/nice-recommends-novel-gene-therapy-treatment-for-rare-inherited-eye-disorder
https://gene.vision/cataract-and-lens-associated/
https://gene.vision/cataract-and-lens-associated/

El estudio de las terapias génicas ha gozado de especial interés en las ultimas décadas
debido a su prometedor potencial para retrasar o incluso rescatar la degeneracion de la
retina en las IRD Al respecto, los ensayos donde se usa la terapia génica en IRD que
incluyen los estudios en modelos animales, abren ventanas para el disefio de vectores
virales requeridos para estrategias terapéuticas en donde se puede modular las dosis para
mejores tratamientos. Modelos animales, como los ratones son de primera eleccion, asi
como agentes virales como rAAV-sero8, el cual es el vector de preferencia para las IRD,
es de suma importancia la valoracion cientifica para garantizar la eficacia de la terapéutica
para evitar la degeneracion de la retina en lo mas posible. (Xia et al., 2023)

La terapia génica tiene el potencial de permitir el tratamiento de enfermedades complejas,
un gran numero de investigadores estdn investigando en la terapia génica en IRD, lo que
convierte a la terapia génica en un posible punto de inflexiéon para los pacientes y

cuidadores de los IRD.

3.2 RCBTBI1 y su funcion en la retina

RCBTBI, es una proteina que comprende un dominio similar al de un regulador de la
condensacion cromosomica 1 (RCC1 RLD) y dos dominios amplios complejos bric-a-
bric (BTB), cuya funcioén es la regulacion del ciclo celular y algunas evidencias apuntan
a su potencial papel como gen supresor de tumores, asi mismo los datos de la matriz de
expresion de muestras totales de RNA han mostrado una expresion ubicua en todos los
tejidos de adultos humanos (Coppieters et al., 2016). Un andlisis de transcripcion genética
ha revelado una expresion relativamente alta de mRNA de RCTBI en retina neural
humana en comparacion con el epitelio pigmentario de retina, especificamente en retina
se ha planteado la hipodtesis de que RCBTBI1 puede actuar como un adaptador de sustrato
en la via de ubiquitinacion (Plafker et al., 2009) y posiblemente modificar la localizacion
de los factores de transcripcion en respuesta al estrés oxidativo. (Catomeris et al., 2022;

Plafker & Plafker, 2015)

Por otra parte, se conoce que las mutaciones en el gen RCTB1 genera una IRD, sin
embargo, los mecanismos patogénicos asociados a la deficiencia de RCBTB1 contintian

siendo poco conocidos (Hanany, M., et al., 2023; Huang et al., 2023; Zenteno et al., 2020).
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Huang Z. et al (Huang et al., 2023), investigaron la deficiencia de RCBTBI1 en
mitocondrias y la respuesta al estrés oxidativo en células epiteliales pigmentaria de retina
(RPE) de células pluripotenciales inducidas (iPSC) de sujetos control y un paciente con
retinopatia asociada a RCBTB1, donde el estrés oxidativo se gener6 ante la exposicion
de hidroperoxido de terc-butulio (tBHP), En éste estudio revelaron que las células RPE
derivadas de pacientes tenian una ultraestructura mitocondrial anormal y redujeron la
fluorescencia de MitoTracker en comparacion de los controles. Asi mismo las células
EPR de pacientes, mostraron un aumento en especies reactivas de oxigeno y fueron mas
sensibles a la generacion de ROS inducida por tBHP que el EPR control. Ademas, se
demostro que el RPE controlé el aumento de la expresion de RCBT1 y NFE2L2 en
respuesta al tratamiento con tBHP, sin embargo, esta respuesta fue atenuada en el EPR
del paciente. También, se encontré6 que RCBTB1 fue coinmunoprecipitado a partir de
lisados de proteinas RPE controles por anticuerpos para UBE2E3 o CUL3, ello demostro6
que la deficiencia de RCBTBI1 en las RPE derivadas de pacientes se asocia con dafo
mitocondrial, aumentando el estrés oxidativo y una respuesta atenuada al estrés oxidativo

(Huang et al., 2023).

Sin embargo, Wu et al. (Wu et al., 2016), demostraron que la eliminacion de RCBTBI
redujo la acumulacion nuclear de beta-catenina en las células ARPE19, lo que sugiere
que la deficiencia de RCBTB1 puede causar una desregulacion de la via de senalizacion
de RPE. Por lo tanto, los fenotipos de ciliopatia y de funcion de barrera alterados, podrian,
relacionarse con una diferenciacion alterada de EPR debido a la reduccion de la
sefalizacion canonica de WNT sin embargo, esta hipdtesis requerird mas investigacion,
ya sea que estos efectos directos o indirectos como la longitud del cilio proporciona una
métrica util para evaluar las estrategias de tratamiento destinadas a restaurar la expresion
de RCBTBI en las células RPE.

El gen RCBTBI1 (Receptor C-Terminal Binding Protein 1) se localiza en el cromosoma
5933.3 y codifica una proteina implicada en procesos fundamentales de regulacion del
crecimiento y la diferenciacion celular. La proteina resultante, conocida como RCTBI,
participa en rutas de sefializacion celular y contribuye a la estabilidad del citoesqueleto,
lo que la convierte en un elemento relevante para el mantenimiento de la funcion celular.
Las alteraciones en RCBTB1 se han asociado con diversas patologias, particularmente
distrofias musculares y miopatias congénitas, donde las mutaciones afectan la estructura

o funcidn de la proteina. Entre las variantes moleculares descritas destacan las mutaciones
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puntuales, asi como deleciones e inserciones en regiones criticas como el exén 3, que
suelen producir proteinas truncadas y, por lo tanto, no funcionales.

En cuanto a su mecanismo de accion, RCBTBI1 interacttia con distintos factores de
transcripcion para modular la expresion génica en respuesta a sefiales externas, lo que
subraya su papel en la regulacion fina de los procesos celulares. Su patron de expresion
muestra una presencia predominante en tejidos musculares esqueléticos y cardiacos, tanto
durante el desarrollo fetal como en la etapa adulta, lo que concuerda con las consecuencias
observadas cuando este gen presenta alteraciones .El gen RCBTB1 [Gene ID 55213, MIM
607867] codifica una proteina de 531 aminoécidos con un dominio RCC1 N-terminal y
un dominio BTB C-terminal, que desempenan un papel potencial en la regulacion de los
ciclos celulares. Inicialmente fue clonada y caracterizada como implicada en la regién de

delecion 13q14 para la leucemogénesis (Mabuchi, H., et al 2001).

3.3 Importancia del analisis bioinformaitico en el estudio de las distrofias de

retina

El analisis bioinformatico, es lo mas aproximado a identificar mutaciones en los exomas
por medio del modelaje in silico, por lo cual, puede decirse que la bioinformética es el
area del conocimiento que analiza e interpreta los experimentos a gran volumen cual
recaban informacion del comportamiento celular mediante una vision global de sus
elementos regulares, como, por ejemplo: los genomas, genes, proteinas. Donde, la
genomica y la medicina de precision han progresado notablemente con el advenimiento
de las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento y los avances en el analisis de
datos.

Aunado a ello, la gran dimensionalidad y complejidad de los datos, el procesamiento y la
interpretacion de los datos gendmicos a gran escala presentan grandes desafios, para ello,
la investigacion sugiere que se utilice el algoritmo de optimizacion evolutiva inteligentes
basados en mutaciones (IMBOA), creado especialmente para aplicaciones en genémica
y medicina de precision. IMBOA, utiliza un operador de la mutacién y se guia por
informacion basada en el genoma, lo que permite la introduccion de variantes en
soluciones candidatas que son consistentes con los procesos bioldgicos conocidos (Singh
et al., 2024), este programa sustenta que el andlisis in silico de genes obtenidos de los
repositorios, son imprescindibles para la investigacion basica y clinica de las diferentes

enfermedades que se presentan en el ser humano.
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3.4 Antecedentes directos de RCBTB1

Segun Berger y O'nel, 2010-2020, las IRDs son un grupo de enfermedades genéticas y
fenotipicamente diversas que afectan a mas de 2 millones de individuos en todo el mundo
y resultan en discapacidad visual y ceguera significativas. Se ha propuesto que tiene una
funcién en la regulacion del ciclo celular, y algunas evidencias apuntan a su papel

potencial como gen supresor de tumores (Zhou, 2010).

Los primeros conocimientos sobre la funcién molecular de RCBTBI proceden de la
oncologia y se centran en la regulacion del ciclo celular. La identificacion de RCBTBI
en 2001 se vio facilitada por la deleciéon comun del cromosoma 13q14, la region en la que
se encuentra, en la leucemia linfocitica cronica de células B (Mabuchi, H., et al 2001).
De acuerdo, a la funcion de RCBTBI1 como gen supresor de tumores (Zhou, 2010) se ha
visto respaldada por hallazgos que incluyen la disminucion de los niveles de transcripcion
de RCBTBI1 en multiples lineas celulares de cancer y la activacion de las vias de
reparacion del ADN tras su expresion. RCBTBI interacta con esta via de dos maneras:
se propone que es un adaptador de sustrato para una E3 ligasa cullin3 (CUL3), y también
se une al homologo de raton de UBE2E3, una enzima E2 de conjugacion de ubiquitina, a
través de una interaccion facilitada por el dominio BTB (Platker K.S., et al. 2009).
UBE2E3, al igual que RCBTB1 (Plafker, 2015), se expresa en la retina y es importante
para mediar en la localizacion y actividad del factor de transcripcion NRF2 de respuesta

al estrés.

Por lo que, las distrofias hereditarias de retina son una de las principales causas de ceguera
en todo el mundo. Constituyendo un grupo de trastornos oculares genéticos con un amplio
espectro fenotipico y una edad de aparicion variable, y estan causadas por la degeneracion
progresiva de los fotorreceptores de bastones y conos y/o del epitelio pigmentario de la
retina (EPR) (Berger 2010). RCBTBI1 tiene un dominio similar al regulador de la
condensacion cromosémica 1 (RCC1) y dos amplios dominios complejo, tramtrack y
bric-a-brac (BTB) (UniProt: QSNDN9) (Mabuchi, H., et al 2001). El gen de delecion 7
de la leucemia linfocitica cronica (Clld7) (también denominado RCBTB1, CLLL7, E4.5
(Zhou, X., & Miinger, K. 2010) y GLP es un candidato a supresor tumoral que se mapea
en el cromosoma 13q14 (Mabuchi, H., et al 2001). A pesar de que Clld7 es un candidato

a supresor tumoral, existe poca informacion sobre las actividades bioldgicas de esta
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proteina. El tnico estudio funcional con ClId7 hasta la fecha es un informe que relaciona
la sobreexpresion de Clld7 con la hipertrofia celular en células cultivadas de musculo liso
vascular y de tabulo proximal renal de rata (Guo, D. F., et al 2004). El gen de delecion 7
de la leucemia linfocitica cronica o CLLD7 o gen RCBTBI1 es un gen candidato a supresor
tumoral localizado en el cromosoma 13ql14 cerca del locus pRB (supresor tumoral de
retinoblastoma). Fue aislado por primera vez por Mabuchi et al. en 2001 (Mabuchi, H.,
et al 2001) CLLD?7, se localiza en la region del punto caliente de delecion 13q14 del
cromosoma y se infiere como un potencial gen supresor de tumores para varios tumores

(Wistuba, I. 1., et al 1999; Wistuba, I. L., et al 1999).

3.5 El proceso de la vision en el ojo humano

El proceso de la vision en el ojo humano comienza, con la absorcion de la luz por los
pigmentos visuales de los segmentos externos de los fotorreceptores, prolongaciones de
las células de los bastones y los conos. Los bastones son los mas numerosos, con 100
millones en cada ojo, mientras que los conos son mucho menos numerosos, con unos 6
millones (Curcio, C. A., et al 1990). Las mutaciones de ABCA4 causan una proteina mal
localizada, alterada o no funcional que impide o inhibe la eliminacion del exceso de los
discos fotorreceptores (Molday R. S. 2015) sin embargo Wu et al. identificaron
mutaciones heterocigotas en el gen RCBTBI1 en dos individuos taiwaneses no
emparentados con la enfermedad de Coats (OMIM #200216) y vitreorretinopatia
exudativa familiar (FEVR, OMIM #133708) respectivamente (Criswick, V. G., &
Schepens, C. L. 1969; Wu, J. H., et al 2016). Wu et al. (2016) describieron un caso de
enfermedad de Coats con la variante RCBTBI c.707delA, que se presentd a los 3 afios
con desprendimiento de retina exudativo en el ojo derecho (Wu, J. H., et al 2016). La
literatura hay informacion relevante sobre fenotipos contrastados de la retinopatia
asociada a RCBTBI; una vitreorretinopatia dominante debida a una presunta
haploinsuficiencia frente a una coriorretinopatia recesiva o retinosis pigmentosa debida a

mutaciones de pérdida de funcion bialélicas (Coppieters, F., et al 2016).

Se ha descrito que las variantes de truncamiento heterocigotas en RCBTBI1 causan
vitreorretinopatia exudativa familiar (FEVR) (Canny, C. L., & Oliver, G. L. 1976; Chung,
M. Y., et al 2021). La vitreorretinopatia exudativa familiar (FEVR) es una afeccion

hereditaria de vasculogénesis retiniana periférica aberrante y angiogénesis anormal
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subsiguiente, con manifestaciones que varian desde portadores asintomaticos hasta
ceguera resultante de desprendimientos de retina totales (Wu J-H, et al 2016). Donde, el
término «portadores asintomaticos o portadores no penetrantes» es algo engafioso en la
actualidad, ya que las formas leves de FEVR pueden progresar a lo largo de unos afos a
retinopatia grave, como desprendimiento de retina, especialmente en nifios y adolescentes

(Yang, J., et al 2021).

Se identificaron variantes bialélicas en un probando con RP, mientras que se detectaron
10 variantes de truncamiento heterocigotas en 28 familias no relacionadas. Ademas, seis
de las 10 variantes de truncamiento heterocigotas se detectaron en siete miembros de
familias no afectadas, y tres controles normales también presentaban dos de las seis
variantes. Estos resultados advirtieron de la posible relacion entre variantes en RCBTB1
y fenotipos oculares (Yang, J., et al 2021). Los resultados sugieren que las variantes de
truncamiento heterocigotas en RCBTBI1 no estan asociadas con FEVR o IRDs
relacionadas, mientras que las variantes de truncamiento bialélicas son responsables de

RP autosémica recesiva (Yang, J., et al 2021).

La disfuncion de estas células especializadas producen un grupo de diversas patologias
IDR, las cuales se asocian a una pérdida progresiva de la agudeza visual y/o del campo
visual de ambos ojos, estas enfermedades suelen progresar con el tiempo si no se
diagnostican a tiempo ya que terminan provocando la disminucion o hasta inclusive la
pérdida total de la vision, las IDR, afectan a la retina y aunque todas las partes del ojo son
importantes para lograr percibir informacion visual, la retina es la parte vital de este ya
que tiene la funcion esencial de detectar la luz y transmitir imagenes al cerebro para ser

procesada. (Auton, A., et al 2015)

Las enfermedades que afectan principalmente a los conos, son las distrofias progresivas
de conos y distrofias progresivas de conos y bastones, las Disgenesias no progresivas de
conos. Las distrofias Maculares como la mutacion en ABCA4 que provoca la enfermedad
de Stargardt y Funus Flavimaculatus, la Distrofia Coroidea Aerolar Central, Distrofia
Viteloforme maculas de Best asi como también las Distrofias en patron del epitelio
pigmentario de la retina. Las Distrofias Vitreorretinianas como el Complejo de Wagner-
Stickler, Retinosqusis juvenil ligada a X y las vitreorretinopatias exudativa familiar

(Criswick, V. G., & Schepens, C. L. 1969). Aunque los sintomas de las IDR varian de
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distrofia en otra y de paciente en paciente, los sintomas mas frecuentes son la ceguera
nocturna, reduccion del campo de vision periférica, la disminucion de la vision, la
alteracion de la percepcion de los colores, metamorfopsias como también

deslumbramientos, fotopsias y fotofobia.
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4. Planteamiento del problema

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), al 2020 més de 1,000 millones de
personas que viven en todo el mundo tienen algun tipo de discapacidad, representando
aproximadamente el 15 % de la poblacién mundial. De estas personas, casi 190 millones
tienen dificultades en su funcionamiento y requieren con frecuencia servicios de
asistencia. El numero de personas con discapacidad va en aumento debido al
envejecimiento de la poblacion y al incremento de enfermedades cronicas. Por lo cual,
las Universidades, los centros de investigacion y los investigadores debemos estar al dia
para tratar de solucionar estos problemas que aquejan al pais y al mundo. En relacion con
estas necesidades, la bioinformatica (big data) necesita de personal capacitado, pensante,
creativo para encontrar las soluciones, estos puntos, las personas ciegas son clave para el
desarrollo y aplicacion de la bioinformdtica. Por lo que el estudio del complejo
“Ubiquitina E2 E3/ pRCBTB1/Culina-3” es vital para comprender como funcionan los
complejos proteicos aportando conocimiento sobre como se puede abordar el estudio de
algin tipo de distrofia. Donde las IRD, constituyen un grupo de enfermedades genéticas
altamente heterogéneas que provocan la degeneracion progresiva de los fotorreceptores
—bastones y conos— y, en consecuencia, una pérdida gradual de la vision. A pesar de
que se han identificado mas de 340 genes relacionados con distintos subtipos de IRD, una
proporcion significativa de pacientes ain carece de un diagndstico genético preciso
debido a la complejidad alélica, la presencia de variantes intronica no caracterizadas y las
limitaciones de las técnicas de secuenciacion convencionales. Uno de los genes
recientemente asociados a IRD es RCBTBI, el cual codifica una proteina que actia como
adaptador de sustrato en la via de ubiquitinacion, un proceso clave para la degradacion
proteica celular y la respuesta al estrés oxidativo. Aunque estudios recientes han sugerido
su implicacion en retinopatias recesivas y en la regulacion de la funciéon mitocondrial en
células del epitelio pigmentario de la retina (RPE), los mecanismos moleculares,
estructurales y funcionales por los cuales la deficiencia de RCBTBI induce la
degeneracion retiniana permanecen escasamente comprendidos.

Ademas, la mayoria de los estudios genéticos se han centrado en poblaciones del centro
y sur de México, dejando un vacio de conocimiento en poblaciones del norte del pais,
donde atn no se han caracterizado suficientemente las variantes genéticas asociadas a
IRD. Esto limita tanto el diagnostico como el disefio de estrategias terapéuticas basadas

en la medicina gendmica de precision.
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En este contexto, se requiere un analisis detallado del papel de RCBTBI1 en las IRD
mediante herramientas bioinformaticas y enfoques "6micos" que permitan modelar sus
interacciones moleculares, caracterizar sus variantes patogénicas y comprender su
expresion diferencial en tejidos oculares. Abordar esta problematica es esencial para
avanzar en el diagndstico genético, el asesoramiento clinico y el desarrollo de terapias
dirigidas en pacientes con distrofias de retina, especialmente en poblaciones

subrepresentadas.
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5. Justificacion

En las IDR, pueden estar involucradas a un gran nimero de genes, ya que en la actualidad
se han descubierto mas de 340 genes implicados, ya que se heredan con base a todos los
patrones de herencia posible y aunque no todas las formas hereditarias, asi como también
los defectos genéticos no tienen la misma gravedad de afectacion. Alguna de las formas
en las que se puede transmitir la enfermedad puede ser a través de uno de los patrones de
herencia autosdmica dominante o autosomica recesiva.

Las distrofias de conos y bastones son enfermedades hereditarias de la retina que resultan
en una pérdida progresiva de la funcion de los fotorreceptores, primero de los bastones y
luego de los conos. Estas distrofias presentan una secuencia de hechos opuesta a las
distrofias de baston-cono, con una implicacién primaria de los conos o una pérdida
concomitante de la funcion de los conos y los bastones. Los sintomas incluyen agudeza
visual disminuida, defectos en la vision de los colores, sensibilidad a la luz y disminucion
de la sensibilidad en el centro del campo visual, seguidos de pérdida de la vision periférica
y ceguera nocturna. Donde, el curso clinico de las distrofias de conos y bastones tiende a
ser mas grave y rapido que el de las distrofias de baston-cono. Aunque no suelen ser
sindromicas, pueden formar parte de diversos sindromes. Estas distrofias tienen una
prevalencia estimada de 1 de cada 40,000 personas y muestran una gran heterogeneidad
en los genes responsables. Por lo anteriormente dicho, investigar, analizar, identificar y
exponer los sitios donde se lleva acabo el acoplamiento molecular proteina-proteina del
complejo “Ubiquitina E2 E3/ pRCBTBI1/Culina-3”, dard pauta entender de coémo
funcionan los complejos proteicos del sistema visual. Empleando informacion derivada
de técnicas “bioinformaticas” como la gendémica, epigenética, exoma y protedmica para
realizar andlisis bioinformaticos, permitird la identificacion de genes y mutaciones
presentes en personas ciegas y débiles visuales. Los genes identificados podrian se
propuestos como blancos importantes para desarrollar medidas diagndsticas y manejos
terapéuticos personalizados de alta precision. Por lo tanto, hallar variantes genéticas,
mediante técnicas ‘“bioinformaticas” contribuird a un conocimiento del por qué se
presentan una discapacidad visual, se tiene el reto de aportar mejoraras en el sistema de
salud del pais por medio de la Biotecnologia, Bioinforméatica, Biocomputacion, Genética
Molecular y BioNanoElectrénica (como sucede en otros paises). Por tanto, estudiar,

investigar y aplicar estas técnicas permitird comprender la heterogeneidad en los genes
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responsables de los mecanismos implicados en la ceguera, es vital para generar medicina

preventiva y dirigida.
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6. Hipotesis

La simulacién por acoplamiento molecular proteina-proteina resuelve la interfaz

putativa entre los modelos de las proteinas Ubi-E2E3, RCBT1 y Cul-3.

30



7. Objetivos

7.1 Objetivo general
Determinar por medio de simulaciones moleculares computacionales el acoplamiento
molecular entre los modelos de las proteinas Ubi-E2E3, pRCBTBI1 y Cul-3 para

determinar la quimiometria que subyace en las interfaces.

7.2 Objetivos particulares

e Realizar el modelado in silico y refinacion de las proteinas Ubi-E2E3, pRCBTB1
y Cul-3.

e Efectuar la minimizacion de estructuras de las proteinas Ubi-E2E3, pRCBTBI1 y
Cul-3 por medio de dinamica molecular.

e Resolver por medio de acoplamiento molecular proteina-proteina el complejo
entre los modelos Ubi-E2E3, pRCBTB1 y Cul-3.

Realizar calculos quimiométricos entre la interfaz de las proteinas Ubi-E2E3,
pRCBTBI y Cul-3 para determinar los patrones de interaccidon putativos.
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8. Material y métodos

8.1 Busqueda de las estructuras experimentales molde

Se procedio a realizar una busqueda de similitud de secuencia con la herramienta BLAST
desde la base de datos NCBI (Centro Nacional de Informacion Biotecnologica;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov) (O'Leary et al., 2024) utilizando el software DELTA-

BLAST (Tiempo de mejorado de busqueda con aceleracion de dominios BLAST, Boratyn
et al, 2012) para encontrar estructuras molde determinadas experimentalmente

correspondientes a Ubi-E2E3 y pRCBTBI.

En el caso de pRCBTBI, cada dominio RCC1 y BTB de secuencias se buscaron
estructuras experimentales molde por separado, en donde se realizaron archivos fasta para
cada uno de los dominios y hacer la busqueda. Las estructuras experimentales encontradas
se presentan en la Tabla 2. Derivado de dicho andlisis se construyeron dos secuencias en

formato fasta para los dominios RCC1 y BTB.

Posteriormente, se obtuvieron las estructuras de las coordenadas atomicas de las proteinas
Ubi-E2E3 y Cul-3 en la base de datos PDB (Berman et al., 2000) considerando la menor
resolucion atomica, en donde se descargaron los archivos PDB de las coordenadas
atomicas, a los cuales se les removieron las impurezas como acidos grasos, ligandos y

moléculas de agua con el software VMD (Humphrey et al., 2000).

8.2 Busqueda de las secuencias fasta de proteinas
Las secuencias las proteinas Ubi-E2E3, pRCBTB1 y Cul-3, se descargaron en formato

fasta de la base de datos de UniProt (https://www.uniprot.org), a las cuales se les cambio

el nombre fasta de acuerdo con la nomenclatura que se utiliza en este texto.

8.3 Modelado in silico
Se procedio a realizar el modelado in silico utilizando las estructuras molde descargadas,
en donde se procedid a realizar la simulacion con el software Modeller (Eswar et al.,
2003) generando un total de 20 modelos de las estructuras proteicas, en donde se eligio

el mejor modelo con el RMSD y ZDOPE mas bajo en cuanto al total de atomos alineados.
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8.5 Minimizacion de los modelos estructurales

Los modelos obtenidos con menor RMSD se prepararon con el software VMD
(Humphrey et al., 1996), para dejar limpios los archivos en extension pdb y asignar

nombres de las cadenas correspondientes de la siguiente manera:
Cadena A: pPRCBTBI, Cadena B: Ubi-E2E3, Cadena C: Cul-3 y Cadena D: RBX1.

Una vez preparados los archivos, se generaron una serie de scripts computacionales para
ejecutarlos con el software VMD (Humphrey et al., 1996) para preparar los archivos de
topologia en formato PSF y las coordenadas atomicas en donde se consideraron los
siguientes parametros.
* Limpieza de los archivos PDB individuales (De acuerdo con las cadenas,
incluyendo iones)
* Cambio de histidina HIS a HSE
* Cambio del 4tomo de isoleucina CD1 a CD
» Aplicacion de parches para desprotonar cisteinas, las cuales forman enlaces con
iones de zinc (Zn") en la proteina RBX1)
* Combinar archivos de coordenadas atdmicas y topologia
* Mover el complejo combinado al centro de coordenadas
* Aplicar restricciones armonicas al backbone 6 esqueleto de la proteina con un valor
=1
Una vez preparados los archivos de topologia y las coordenadas atdmicas con correccion
en los angulos diedros, impropios, correcciones atdmicas (carboxilatos, grupos
guanidinio, imidazol y otras caracteristicas propias para la simulacion), se elabord un
script computacional con las coordenadas muy aproximadas al origen con restricciones
armoénicas a una temperatura de 300 K, una frecuencia de 1000, un margen atomico de 3

A y 50, 000 pasos de minimizacion para cada una de las proteinas.

Una vez establecidos los estandares para la simulacion, se realizé una minimizacion del
complejo estructural con el software NAMD (Phillips et al., 2020) para evitar colisiones
entre los radios de Van der Waals y establecer la conformacion mds estable aplicando

restricciones armonicas en el esqueleto 6 backbone de las proteinas.
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Al finalizar la minimizacion, se guardaron los archivos de topologia y las coordenadas
atomicas en su conformacién mas estable con el software VMD (Humphrey et al., 1996)

para simulaciones posteriores.

8.6 Acoplamiento molecular proteina/proteina

El anclaje o acoplamiento molecular (AMPP) proteina/proteina se llevé a cabo con el
software Hex 8.0 (Ghoorah et al., 2013), en donde se realizaron dos acoplamientos

estableciendo el receptor el modelo con el mayor numero de atomos:

l. Ubi-E2E3 (ligando) vs pRCBTBI1 (receptor).
2. pRCBTBI (ligando) vs Cul-3+RBX1 (receptor).
3. Ubi-E2E3 (ligando) vs Cul-3+RBX1 (receptor).

Una vez definidos los ligandos y receptores para la simulacion, se definieron los

parametros del acoplamiento molecular en el software de la siguiente manera:

. El tipo de correlacion: Forma y electro
. Dispositivo de computo: CPU

. El modo de interaccion: 5D

. Método de muestreo: Angulos de rango
. Post Procesing: Minimizacion OPLS

. Numero de soluciones: 50,000

. Escaneo estérico: N = 20

. Busqueda final: N =30

Al finalizar la simulacidn se guardaron los archivos con la informacion de los resultados
que muestran la menor energia y los clusters. Ademas, se guardaron los archivos en
formato PDB con la mejor posicion y conformacién para andlisis quimiométricos

posteriores.

Finalmente, se eligié la mejor posicion y conformacion de los dos complejos moleculares:
Ubi-E2E3/pRCBTB1, pRCBTB1/Cul-3+RBX1 y Ubi-E2E3/Cul-3+RBX1 con la menor

energia y mayor numero de clusteres para analisis posteriores.
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8.7 Minimizacion de las interfaces predichas por el AMPP

Los modelos obtenidos del resultado del AMPP que comprenden las interfaces Ubi- Ubi-
E2E3/pRCBTBI1, pRCBTBI1/Cul-3+RBX1 y Ubi-E2E3/Cul-3+RBX1, se prepararon
nuevamente con scripts computacionales y se sometié a una simulacion de energia de
minimizacion para obtener su conformacion mas estable en las interfaces Ubi-
E2E3/RCBT1 y Mod-Cul-3+Asa/ RBX1 de acuerdo con el apartado 1. Al finalizar la
minimizacion, se guardaron los archivos de topologia y las coordenadas atomicas en su
conformacidon mas estable con el software VMD (Humphrey et al., 1996) para célculos

quimiométricos posteriores.

8.9 Correccion de errores moleculares

Como resultado de la simulacion por minimizacién de estructura de las interfaces de los
modelos Ubi- Ubi-E2E3/pRCBTB1, pRCBTBI1/Cul-3+RBX1 y Ubi-E2E3/Cul-
3+RBX1, se prepararon por separado realizando la correccion atdmica correspondiente
con los softwares VegaZZ (Pedretti et al., 2021) y Discovery Studio (BIOVIA Discovery
Studio Visualizer, 2024), realizando modificaciones en los grupos guanidinio,
carboxilato, aminas primarias y otros grupos funcionales aceptores y receptores de las
cadenas R de los residuos, asi como verificar la tautomeria de grupos imidazol y verificar
la hidrogenacién de las cisteinas que forman enlace con iones, en este caso con Zn’', en

donde los archivos se guardaron en .mol2 y pdb.

8.10 Determinacion de propiedades quimiométricas

Una vez preparadas las interfaces de los modelos estructurales minimizados Ubi-
E2E3/pRCBTBI1, pRCBTB1/Cul-3+RBX1 y Ubi-E2E3/Cul-3+RBX1 se sometieron para
calcular sus propiedades quimiométricas en la interfaz con el software PDBePISA
(Proteins, Interfaces, Structures and Assemblies) (Krissinel, 2010), en la cual se

localizaron enlaces no covalentes, y enterrada de superficie accesible al disolvente.
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8.11 Simulacion de la energia de interaccion

Para calcular la energia de interaccion se utilizo el software Adaptive Poisson-Boltzmann
Solver (Konecny et al., 2012), en donde las interfaces previamente preparadas (cf.
Apartado 1) de los modelos estructurales minimizados Ubi- Ubi-E2E3/pRCBTBI,
pRCBTB1/Cul-3+RBX1 y Ubi-E2E3/Cul-3+RBX1 se prepararon por separado con la
herramienta computacional PQR (Dolinsky et al., 2007), la cual realiza arreglos
estructurales quimicos para célculos especificos para las ecuaciones no lineales de
Poisson-Boltzmann, en donde se reconstruyen atomos faltantes, afiade hidrogenos, asigna
cargas y radios atomicos correspondientes para campos de fuerza y genera archivos .pqr
(P: Formato PDB, Q: carga, R: Radio), en donde se utiliz6 el campo de fuerza PARSE
(Sitkoff et al., 2007), sin modificar hidrogenos ni 4&tomos faltantes en la interfaz. Una vez
preparadas las interfaces en formato PQR, se sometieron a la simulacion computacional
con el solucionador APBS en donde se definieron las siguientes variables: un tamafo de
cuadricula de malla especifica para cada interfaz, carga ionica de +1.0 y un radio de 2.0,
temperatura 298.15 K y se estableci6 para la simulacion la ecuacion no lineal de Poisson-
Boltzmann. Finalmente se registraron las energias de interaccion en kJ/Mol para los

modelos de las interfaces minimizadas.
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9. Resultados

9.1 Busqueda de las estructuras experimentales molde

Los resultados de la busqueda de similitud de secuencia vs estructuras determinadas
experimentalmente para el dominio RCC1 de la proteina pPRCBTB1, se muestran en la
tabla 3, las cuales se verificaron que carecieran de atomos faltantes. Las estructuras con
el mayor porcentaje de identidad determinadas con el software DELTA-BLAST respecto
a la secuencia de aminoécidos que pertenecen al dominio RCC1 fue la Ligasa de proteina
ubiquitina E3 HERC2, con un porcentaje de identidad de 33.46, en donde la cadena A de
la estructura determinada experimentalmente con cddigo PDB: 402W, se utilizd para
modelar el dominio RCC1 de la proteina debido a que presenta una estructura mas

completa respecto a los aminoacidos de la secuencia de RCCI1.

Tabla 3. Estructuras experimentales con secuencias similares al dominio RCC1

Descripcion Porcentaje (%) Codigo PDB Cadena
Ligasa de proteina ubiquitina E3 HERC2 33.46 402W A
Ligasa de proteina ubiquitina E3 HERC2 31.12 7Q40 A
Probable ligasa de proteina ubiquitina E3 HERC2 31.02 4QAM A
Regulador de retinosis pigmentosa GTPasa 29.07 4L1M A
Regulador de retinosis pigmentosa GTPasa 27.33 5GWN A

Las estructuras determinadas por el software DELTA-BLAST, se presentan en la Tabla
4. La estructura con el mayor porcentaje de identidad determinada por el software
respecto a la secuencia de aminodcidos que pertenecen al dominio BTB, es la cadena A
de la Proteina subunidad SLX4 de estructura especifica endonucleasa con cédigo PDB:
4UYT. Sin embargo, la Proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch (Codigo PDB: 6W68)
(Mena, E.L., et al. 2020), presenta la estructura mas completa respecto a los aminoacidos
de la secuencia del dominio RCC1, por lo tanto, se utilizé para modelar el dominio BTB

de la proteina pPRCBTBI (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultado de la busqueda de estructuras experimentales con secuencias similares

al dominio BTB
Descripcion Porcentaje (%) Codigo PDB Cadena
Subunidad SLX4 de estructura especifica endonucleasa  29.63 4UYI A
Dedo de Zinc y dominio BTB que contiene la proteina 7A 25.97 2IF5 A
Dedo de Zinc y dominio BTB que contiene la proteina 7A 23.71 2NN2 A
Proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch 23.68 6W68 A
Dedo de Zinc y dominio BTB que contiene la proteina 5  22.22 9B9R A

Los resultados de la busqueda de similitud de secuencia vs estructuras determinadas
experimentalmente para la proteina enzimatica conjugada Ubi-E2E3, se muestran en la
tabla 5, en donde las mejores estructuras completas determinadas experimentalmente
encontradas por el algoritmo del software DELTA-BLAST, respecto a la secuencia de
aminodacidos fueron las enzimas conjugadas ubiquitina E2 E2 y E2 E1, con porcentajes
de identidad de 97.97 y 93.55, en donde se eligi6 la cadena A de la estructura determinada
experimentalmente de la proteina ubiquitina E2 E2 (Codigo PDB: 3BZH) (Walker JR et
al.; 2008) debido a que carece de menos atomos faltantes y presenta un mayor porcentaje
de identidad.

Tabla 5. Resultado de la buisqueda de estructuras experimentales con secuencias similares
la proteina Ubi-E2 E3

Codigo
Descripcion Porcentaje (%) Cadena

PDB
Enzima conjugada ubiquitina E2 E1  87.36 3BZH A
Enzima conjugada ubiquitina E2 E2  85.92 9BJZ A
*Enzima conjugada ubiquitina E2  66.21 2AYV A
Enzima conjugada ubiquitina E2 D2 64.86 3L1Y A
Enzima conjugada ubiquitina E2 D2 64.86 7BOL A

*Toxoplasma gondii

La estructura molde determinada experimentalmente Cul-3 se buscé en la base de datos
PDB filtrando el parametro: resolucion atdmica. Ademas, se priorizdé que la estructura
estuviera completa en adicion a que contenga la proteina RBX1, en donde se eligio a

criterio de investigador la estructura de la proteina 1 asociada a Cul-3 y disociada por
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neddilacion en interfaz con Cul-3 y RBX1 (Cédigo PDB: 4EOZ) (Prive, G.G., et al.
2012), la cual se utilizé para modelar Cul-3/RBXI1.

9.2 Modelos in silico generados de los dominios RCC1, BTB y proteinas Ubi-

E2E3 y Cul-3.
Los modelos in silico generados por el software modeller (Sali, A., & Blundell, T. L.,
1993), en interfaz con UCSF Chimera (Pettersen, E.F., et al., 2004), se muestran en la
Figura 5, considerando el parametro Zdope. Utilizando la teoria de la probabilidad, se
deriva un potencial estadistico dependiente de la distancia atdmica a partir de una muestra
de estructuras nativas que no depende de ningin parametro ajustable (Energia Proteica
Optimizada Discreta o DOPE) (Shen & Sali, 2006). Dicho parametro se basa en un estado
de referencia mejorado que corresponde a atomos no interactuantes en una esfera
homogénea con un radio que depende de la estructura nativa de la muestra; por lo tanto,
explica la forma finita y esférica de las estructuras nativas, en donde valores mas

negativos indican mejores modelos (Figura 5).

Figura 5. Modelos de los dominios RCC1, BTB y proteinas Ubi-E2E3 y Cul-3. En azul
cielo, rosa fuerte, verde esmeralda y naranja, se presentan los modelos de los dominios
RCC1, BTB y proteinas Ubi-E2E3 y Cul-3 (asa modelada), respectivamente; en Kaki, se
muestran las estructuras molde: a) Proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch (PDB:
6W68), b) Ligasa de proteina ubiquitina E3 HERC2 (Codigo PDB: 402W), ¢) proteina
ubiquitina E2 E2 (Cédigo PDB: 3BZH) y d) proteina 1 asociada a Cul-3 y disociada por
neddilacién en interfaz con Cul-3 y RBX1 (Codigo PDB: 4EOZ).
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Ademas, se midi6 el parametro RMSD, el cual es la desviacion cuadratica media de las
posiciones atomicas, o simplemente desviacion cuadratica media (RMSD), que concierne
a la distancia media entre los 4&tomos que no pertenecen a la cadena R de proteinas
(Backbone) de dos 6 mas moléculas superpuestas. En el estudio de las conformaciones
globulares de proteinas, se mide habitualmente la similitud en la estructura tridimensional
por el RMSD de las coordenadas atdmicas Ca después de la superposicion Optima de

cuerpos rigidos (Eramian et al., 2008).

Predecir la precision absoluta de un modelo es particularmente dificil debido a la falta de
razones de principio por las que una puntuacion de evaluacién individual deberia
correlacionarse bien con medidas de precision como RMSD, particularmente si los

modelos no son nativos (Fiser et al. 2000).

En bioinformatica, se utiliza la frase "precision absoluta" para referirse a la precision
geométrica real, como RMSD y MaxSub (Siew et al. 2000), que podria calcularse si se
conociera la verdadera estructura nativa. En ausencia de la estructura nativa, la precision

absoluta no se conoce y debe predecirse.

De un total de 50 modelos generados por el software modeller, se realizé un cluster, en
donde se tomaron los primeros cinco menores valores para RMSD y ZDOPE, por lo que
valores menores concierne a mejores modelos en relacion con la estructura molde, los

cuales se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Valores de RMSD y ZDOPE de los cinco mejores modelos generados

Dominio No. ZDOPE RMSD
39 -1.28 0.578
27 -1.26 0.321
RCC1 5 -1.15 0.728
43 -1.11 0.886
21 -0.94 0.427
50 -1.12 0.679
2 -0.98 0.938
BTB 8 -0.91 0.428
28 -0.87 0.764
12 -0.81 0.698
26 -0.154 0.125
1 -0.151 0.122
Ubi E2 E3 9 -0.128 0.139
37 -0.12 0.141
6 -0.989 0.131

En los resultados de los modelos generados, se eligieron los mejores modelos a criterio
de investigador, se eligieron los modelos: 27, 8, 1 de RCCI1, BTB y Ubi-E2E3,

respectivamente presentando valores de RMSD 6ptimos para el modelado in silico.

Los dominios RCC1 y BTB se unieron mediante un enlace peptidico al realizar un
“MatchMaker” (emparejamiento de estructuras con el sofware UCSF Chimera (Pettersen,
E.F., et al. 2004). Sin embargo, todas las estructuras 3D modeladas carecen una
conformacion estable, por lo que fue necesario aplicar energias de minimizacion (Tabla

6).

9.3 Minimizacion de estructuras

La dinamica conformacional de las moléculas proteicas esta codificada en sus estructuras

y suele ser un elemento critico de su funcion. Por lo tanto, una apreciacion fundamental
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de como funcionan las proteinas requiere una comprension de la conexion entre la
estructura tridimensional, obtenida cada vez con mayor rapidez por cristalografia de rayos
Xy RMN, y la dindmica, que es mucho mas dificil de investigar experimentalmente. Las
simulaciones de dindmica molecular proporcionan vinculos entre la estructura y la
dinamica al permitir la exploracion del panorama de energia conformacional accesible
a las macromoléculas proteicas (Karplus et al., 2002; Wang et al., 200; Hansson et al.,

2002).

La estructura de las proteinas determina en gran medida su funcion, de ahi la gran
importancia de determinar su estructura tridimensional nativa. Para ello, los métodos de
laboratorio tradicionales, como la cristalografia de rayos X, la resonancia magnética
nuclear (RMN) y la microscopia de Crio-electrones, son costosos y requieren mucho
tiempo. Como alternativa, los métodos computacionales de Prediccion de la Estructura
de las Proteinas (PSP) buscan reducir la diferencia entre el nimero de proteinas con
secuencia conocida (del orden de millones) y el numero de proteinas resueltas con
estructura conocida (unas 200 000 en la base de datos del Banco de Datos de Proteinas -

PDB (http://www.wwpdb.org)).

Las estructuras tridimensionales que conciernen a las posiciones atomicas de las
biomoléculas para poder realizar andlisis precisos, evitar colisiones atomicas (traslapo o
choques de rados de VDW) y correr dindmicas moleculares en sistemas biologicos. Es
fundamental que estas estructuras se encuentren en su minima energia conformacional
(conformacion mas estable) para poder llevar a cabo anclajes moleculares, cribado
virtual, analisis quimiométrico de propiedades atomicas, superficie, huellas dactilares,
simulacion de cavidades, fases inerciales iniciales de dinamicas moleculares como
calentamiento del sistema, estabilizacion y corridas durante 50 6 mas nanosegundos para

obtener resultados experimentales mas estables conforme al tiempo.

La minimizacion de las estructuras pRCBTBI1, Ubi-E2E3 y Cul-3 se muestra en la figura
XX, en donde se determinaron los pasos de minimizacion de 12000, 7000 y para

pRCBTBI, Ubi-E2E3 y Cul-3, respectivamente.

El modelo pRCBTBI present6 una mayor energia inicial de minimizacion, en donde se
modelaron dos dominios con dos diferentes estructuras molde experimentales, debido a

este arreglo molecular, el error aumenta considerablemente, por lo que fue necesario
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aplicar un numero mayor de pasos de minimizacion igual a 20000, en donde la dindmica
parte de una la energia maxima de -3469.8638 kcal/mol y se comienza a establecer
aproximadamente en 9000 pasos con una energia aproximada de -10250 kcal/mol en el

cual su pendiente tiende a cero (Figura 6).
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Figura 6. Energia de minimizacion del modelo estructural pRCBTB1 a) Grafico de
minimizacion del modelo estructural pPRCBTB1; b) Modelo estructural pPRCBTB1 en
su conformacion mas estable. Representacion alfa hélice, hojas beta y asas (cyan);
carbonos (Azul agua marina), nitrogeno (azul), oxigeno (rojo), amarillo (azufre).

Sin embargo, en la proteina Ubi-E2E3 muestra una menor energia inicial de
minimizacion, esto es debido a que el modelo presenta un RMSD de 0.122, el cual es muy
bajo debido a que la estructura experimental molde tiene una identidad respecto a la
secuencia de aminoacidos mayor al 95 %, muy por encima de la zona de twilight por lo
tanto fue necesario reducir los pasos de minimizacion igual a 7000, en donde la dindmica
parte de una la energia méxima de -1900 kcal/mol y se asienta aproximadamente en 5525
pasos con una energia aproximada de -3700 kcal/mol en el cual su pendiente tiende a

cero. (Figura 7).
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Figura 7. Energia de minimizacion del modelo estructural Ubi-E2E3 a) Grafico de
minimizacion del modelo estructural Ubi-E2E3; b) Modelo estructural Ubi-E2E3 en su
conformacidon mas estable. Representacion alfa hélice, hojas beta y asas (amarillo);
carbonos (Azul agua marina), nitrogeno (azul), oxigeno (rojo), amarillo (azuftre).

Por otra parte, la proteina Cul-3 muestra una menor energia inicial de minimizacion que
pRCBTBI1 y Ubi-E2E3, esto es debido a que la estructura experimental es una estructura
determinada experimentalmente y solo se estd modelando una fraccion reducida que
comprende un asa extracelular. Sin embargo, se tuvieron que aumentar los pasos de
minimizacion debido a que el nimero de dtomos es mayor que pRCBTB1 y Ubi-E2E3,
en donde la dindmica parte de una la energia maxima menor a -19000 kcal/mol y se
asienta aproximadamente en 10200 pasos con una energia aproximada de -31000

kcal/mol en el cual su pendiente tiende a cero. (Figura 8).
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Figura 9. Energia de minimizacion del modelo estructural Cul-3/RBX1 a) Grafico de
minimizacion del modelo estructural Cul-3/RBX1; b) Modelo estructural Cul-3/RBX1
en su conformacion mas estable. Cadena A: Representacion alfa hélice, hojas beta y asas
(verde) de Cul-3; Cadena C: Representacion alfa hélice, hojas beta y asas (rosa) de
RBXI1 Representacion alfa hélice, hojas beta y asas (verde) carbonos (Azul agua
marina), nitrégeno (azul), oxigeno (rojo), amarillo (azufre).

Una de las variables de entorno que se integraron fue brindarle una considerable
amplitud de energia conformacional a las proteinas en la minimizacion de estructuras;
los carbonos alfa en la dindmica molecular tienen restricciones armoénicas con un valor
de 0.5, por lo que brinda mayor libertad de movimiento a la columna vertebral de la
proteina si se le aplican restricciones fijas de valor igual a 1 en toda la columna vertebral,
estos parametros se establecieron con el fin de que los modelos estructurales tengan una
menor energia de minimizacién debido a que el modelo de la proteina pPRCBTBI se
modeld de dos diferentes estructuras experimentales molde con un porcentaje de
identidad respecto a la proteina pPRCBTB1 menor a un 50%, lo que conlleva a mayores
errores moleculares y tendencia a colisiones de radios de van der Waals y posicion y
conformacidon atdmica con inestabilidad energética, ya sea en cavidades, nucleos
hidréfobos y otras regiones estructurales.

El RMSD de la proteina pPRCBTBI, se calculo a través del tiempo definiendo el nimero
de fotogramas que se obtuvieron en la minimizacién mostrando maximos y minimos de
0.3203 y 0.810, respectivamente en donde se interpreta un cambio conformacional
significativo de los atomos del modelo nativo vs la conformacion final para la proteina

pRCBTBI, una media de 0.743 y una desviacion estandar de 0.130 (Figura de 9)
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Figura 8. Grafico de RMSD de la proteina pRCBTBI1. Se muestran los valores de RMSD
a lo largo del tiempo, los cuales confirman la estabilidad estructural de las proteinas
durante la simulacion.

Estos resultados validan la fiabilidad de los modelos para ser empleados en la siguiente
etapa del trabajo: el acoplamiento molecular proteina-proteina, que permitira determinar

las posibles interfaces de interaccion.

Por otra parte, debido al nimero atomico reducido de la proteina Ubi-E2E3, E1 RMSD
del modelo de la proteina Ubi-E2E3, se calcul6 a través del tiempo definiendo el numero
de fotogramas que se obtuvieron en la minimizacion mostrando maximos y minimos de
0.248 y 0.557, respectivamente con una media de 0.479 + 0.120 mostrando diferencia
respecto al modelo pRCBTB1 0.743 + 0.130, en donde se interpreta un reducido cambio
conformacional de los &tomos del modelo nativo vs la conformacion final para la proteina
Ubi-E2E3, una media de 0.743 y una desviacion estandar de 0.130 se puede apreciar en

el grafico de la Figura 10.
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Figura 9. Grafico de RMSD de la proteina Ubi-E2E3

El RMSD de la proteina Cul-3, se calculd a través del tiempo definiendo el numero de
fotogramas que se obtuvieron en la minimizacién mostrando méximos y minimos de
0.362 y 0.823, respectivamente con una media de 0.686 + 0.145 mostrando una similitud
respecto al modelo pPRCBTB1 0.743 + 0.130, por lo que Cul-3 tiene un nimero atémico
mas grande y una complejidad estructural mucho mayor que pRCBTBI1 al estar en
interfaz con RBX1 por lo que la diferencia es notoria debido a las condiciones espaciales

X,y,X y el nimero atémico, asi como la masa atomica de Ubi-E2E3 (Figura 11).
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Figura 10. Grafico de RMSD de la proteina Cul-3.
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9.4 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se ha puesto en los ojos de los investigadores in silico en los
ultimos afios en un aspecto esencial del desarrollo de farmacos in silico. Esta técnica
consiste en predecir las interacciones entre una pequefia molécula y una proteina a nivel
atomico (Sahoo et al., 2022), proteina vs proteina, proteina vs DNA 6 RNA, proteina vs
lipido, proteina vs péptido, etc. Esto permite a los investigadores estudiar el
comportamiento de moléculas pequefias, como los nutracéuticos, dentro del sitio de unién
de una macromolécula objetivo y comprender los procesos bioquimico, quimiométrico y
fisico fundamentales que subyacen a esta interaccion (Meng et al., 2011). La técnica esta
basada en la estructura y requiere una representacion 3D de alta resolucion de la estructura
experimental de la macromolécula objetivo obtenida a través de técnicas como la
cristalografia de rayos X, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear o la

microscopia de crio electrones (Smyth et al., 2000; Sugiki et al., 2017; Nakane et al 2020).

En el descubrimiento moderno de farmacos, el acoplamiento proteina-ligando o proteina-
proteina desempena un papel importante en la prediccion de la orientacion del ligando
cuando se une a un receptor proteico o enzima utilizando la forma y las interacciones
electrostaticas para cuantificarlo. Las interacciones de van der Waals también juegan un
papel importante, e. g. Las interacciones por Coulumb y la formacion de enlaces de
hidrégeno. La suma de todas estas interacciones se aproxima mediante una puntuacion de
acoplamiento, que representa la potencialidad del enlace (Alberg y Schreiber 1993). La
superficie de area enterrada accesible al disolvente (SASA), la energia libre de
solvatacion, la energia de interaccion electrostatica o la energia total de la mecanica
molecular (Shoichet y Kuntz 1991).

En los sistemas de cuerpo rigido mas simples, los algoritmos del software resuelven una
posicion y conformacion en coordenadas 3D del ligando, en donde se busca en un espacio
rotacional o traslacional de seis dimensiones para que se ajuste al sitio de union, que
puede servir como compuesto principal para el diseio de farmacos (Alberg y
Schreiber 1993).

Conocer la ubicacion espacial del sitio de union antes de los procesos de acoplamiento
aumenta significativamente la eficiencia del acoplamiento. En muchos casos, el sitio de
unidn se conoce antes de acoplar ligandos en ¢él. Ademas, se puede obtener informacién

sobre los sitios mediante la comparacion de la proteina objetivo con una familia de
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proteinas que comparten una funcion similar o con proteinas co-cristalizadas con otros
ligandos. En ausencia de conocimiento sobre los sitios de union, se pueden utilizar
programas de deteccion de cavidades o servidores en linea, por ejemplo, GRID (Goodford
PJ. 1985; Kastenholz MA, 2000), POCKET (Levitt DG, Banaszak LJ. 1992), SurfNet
(Laskowski, RA 1995; Glaser F, et al 2006) , PASS (Brady GP, Jr., Stouten PF. 2000) y
MMC (Mezei M. 2003), para identificar sitios activos putativos dentro de las proteinas.
El acoplamiento sin ninguna suposicion sobre el sitio de enlace se denomina

acoplamiento ciego (Meng et al., 2011).

9.5 Resultados del acoplamiento molecular proteina/proteina

Resultados del acoplamiento molecular proteina/proteina entre los modelos generados:

pRCBTBI, Ubi-E2E3, y Cul-3, se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados del acoplamiento molecular de los modelos modelados.

AvsB AvsC BvsC

Solucion Cluster BE Solucién Cluster BE Solucién Cluster BE
13 2 -323.1 20 49 -492.4 6 12 -97.8
122 27 -318.9 16 29 -409.7 33 26 -88.4
181 12 -327.7 31 38 -456.1 51 57 -96.7

A: pRCBTBI; B: Ubi-E2E3; C: Cul-3/RBX1; BE: Binding Energy (kJ/mol)

El software de acoplamiento molecular tiene una funcidon de puntuacion de escaneo
estérico, es decir, realiza una busqueda conformacional rotacional de seis dimensiones
mediante superficie que involucra radios de van der Walls. Ademads, busca sitios de
interaccion de acuerdo interacciones de baja energia de posiciones y conformaciones
atomicas de grupos funcionales de atomos donadores y aceptores. En donde la interfaz
predicha por el acoplamiento molecular pPRCBTB1/Cul-3-RBX1 se presenta en la Figura
11.

En donde el dominio RCC1 del modelo pRCBTBI1 en forma parecida a una “antena
parabolica cilindrica”, interactua de manera “lateral” con Cul-3-RBX1.
Utilizando un criterio estricto respecto al nimero de clusters (solucién del nimero de

interacciones con una alta similitud de posicion y conformacion mostrando un RMSD
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entre las mismas menor a 0.25 de acuerdo con el software Hex 8.0) y la energia de union
en la simulacion, el acoplamiento molecular resolvi6 la interaccion 20 (Tabla 6) La cual
presenta un numero de clusters igual a 49 en donde el cluster que presenta la menor

energia entre ellos fue de -492.4 kJ/mol (Figura 12).

Figura 11. Acoplamiento molecular de la mejor interfaz del complejo pRCBTB1/Cul-
3/RBXT1 Se muestran dos aristas de la interfaz respecto al dominio RCC1 que se encuentra
por encima de la proteina RBX1 (Imagenes a y b). Modelo de pRCBTB1 (Azul cielo);
modelo de Cul-3/RBX1 (verde).

El acoplamiento molecular Ubi-E2E3/Cul-3-RBX1 se presenta en la Figura 13, 14) En
donde el dominio RCC1 del modelo pRCBTBI interactiia de manera con Ubi-E2E3. El
acoplamiento molecular resolvid la solucion 122 mostrando un cluster de 27 y una energia
de unién de -318.9 kJ/mol, el cual es mas bajo que la prediccion pRCBTB1/Cul-3-RBX1

hecha por el acoplamiento molecular.
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Figura 12. Acoplamiento molecular de la mejor interfaz del complejo pPRCBTB1/Ubi-
E2E3. Se muestran dos aristas de la interfaz respecto al dominio RCC1 (Imagenes a y b).
Modelo de pPRCBTB1 (Azul cielo); modelo de Ubi-E2E3 (Amarillo).

a)

Figura 13. Acoplamiento molecular de la mejor interfaz del complejo Ubi-E2E3/Cul-
3/RBX1. Se muestran dos aristas de la interfaz respecto a la proteina Ubi-E2E3 que se
encuentra por encima de la proteina RBX1 (Imagenes a y b). Modelo de Ubi-E2E3
(Amarillo); modelo de Cul-3/RBX1 (verde).

El acoplamiento molecular pPRCBTB1/Ubi-E2E3 se presenta en la Figura 14 y 15. En

donde el modelo Ubi-E2E3 interactua cerca de la proteina RBX1. El acoplamiento
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molecular resolvio la solucion 51, mostrando un cluster de 57 y una energia de union de
-96.7 kJ/mol, el cual es mas bajo ambas predicciones pRCBTB1/Cul-3-RBX1 y Ubi-
E2E3/Cul-3-RBX1 hecha por el acoplamiento molecular, en donde posiblemente no sea
el sitio de interaccion que se presenta en la naturaleza. Sin embargo, estas interacciones
son actualmente desconocidas, en la actualidad no existe evidencia experimental de
interfaces similares resueltas por cristalografia de rayos x, resonancia magnética nuclear
6 microscopia de crio electrones, por lo que se puede inferir en compararlas sin estudios
posteriores de dinamicas moleculares no se presentan en este estudio. Por lo que en los
siguientes apartados se muestra un analisis quimiométrico detallado de todas las
interfaces mostrando por primera vez esos “fingerprints” 6 huellas dactilares, las cuales
muestran esos “hotspots” o residuos calientes que podrian contribuir indicando en las
proteinas mutantes cuales estdn relacionados a ciertas enfermedades genéticas
relacionadas a la retina ocular.

Interesantemente, al realizar un ensamblaje molecular de los mejores resultados del
docking elegidos por nimero de cluster y energia de interaccion, se puede apreciar en la
figura que las tres interacciones se encuentran muy cerca de las mismas. Sin embargo, en
esta investigacion no nos atrevemos a especular sin una amplia evidencia experimental
de como se unen estas proteinas de una manera compleja en naturaleza y que residuos

subyacen en la interfaz para considerarse como hotspots.

Figura 14. Acoplamiento molecular de las mejores interfaces del complejo
pRCBTB1/Ubi-E2E3/Cul-3/RBX1. Se muestra la arista RBX1. Modelo de pRCBTB1
(Azul cielo); Modelo de Ubi-E2E3 (Amarillo); modelo de Cul-3/RBX1 (verde).
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9.6 Quimiometria de las interfaces predichas por el docking

9.6.1 Propiedades de los residuos en la interfaz

Las proteinas son moléculas extremadamente heterogéneas, lo que les permite ejecutar
una gran variedad de funciones biologicas. Las proteinas tienen funciones estructurales,
realizan catalisis quimica y forman parte de maquinas moleculares complejas mas
grandes. Lo que es comun a la mayoria de las proteinas es su capacidad para interactuar

con otras moléculas. (Berggard et al 2007).

Las proteinas son los principales agentes cataliticos, elementos estructurales,
transmisores de sefales, transportadores y maquinas moleculares en las células (Nelson,
Lehninger y Cox, 2008). Sin embargo, las proteinas individuales no funcionan solas;
deben interactuar con otras moléculas para llevar a cabo sus funciones celulares. Las
alteraciones en las interfaces proteina-proteina a menudo conducen a enfermedades y, por
lo tanto, las interfaces de proteinas se han convertido en uno de los nuevos objetivos mas
populares para el disefio racional de farmacos (Jubb, et al., 2015; Rask-Andersen et al.,
2011). Ademas de las aplicaciones practicas en el disefio de farmacos, la identificacion
fiable de las interfaces proteina-proteina es importante para la investigacion basica sobre

los mecanismos de reconocimiento macromolecular.

Las proteinas asociadas, as su vez, incluyen otras proteinas, acidos nucleicos, moléculas
pequetias, péptidos, carbohidratos, cadenas de dcidos grasos y mds. Las proteinas realizan
sus diversas actividades dentro del abarrotado entorno celular, donde mantienen la
especificidad y la eficiencia. En general, el actual conocimiento de las interfaces de
proteinas proviene de las entradas de la base de datos de PDB que contiene de miles de
complejos y una gran cantidad de trabajo bioquimico, sobre todo la mutagénesis, que
proporciona una descripcion termodindmica y cinética de la interfaz de union. Dichos
resultados han sido ampliamente analizados y son objeto de numerosos trabajos y
revisiones. En el nivel mas bésico, las interfaces proteina-proteina entierran entre 1200
y 5000 A? de superficie, y los contactos directos constituyen el 70% de la interfaz. El

resto de la interfaz estd ocupada por moléculas de agua (Schreiber et al., 2020).

La arquitectura bésica de interfaz sugiere que las proteinas que interactian tienen un alto

(pero no perfecto) grado de complementariedad de forma. Ademas, para que las proteinas
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se unan, se requiere que los aminoacidos que hacen contactos entre proteinas tengan un
buen grado de complementariedad quimica, lo que les permite formar interacciones

hidrofébicas, polares o cargadas entre ellas (Cohen et al., 2008).

Las interacciones proteina-proteina (IBP) se encuentran en el corazén de la maquinaria
de la vida. Numerosos mecanismos celulares, como las vias metabolicas, el transporte o
la respuesta inmunitaria, dependen en gran medida de las redes de interaccion de

proteinas (Alberts, et al., 1998; Robinso, et al., 2007; Braun P, et al., 2012.)

Los ensamblajes proteina-proteina cubren una amplia gama de tamafios y formas, desde
simples dimeros hasta las grandes capsidas virales que estan formadas por mas de mil
cadenas de proteinas. Los complejos proteicos también se pueden distinguir en funcion
de su vida util en la célula, desde complejos transitorios débiles con afinidades de union
micromolares que solo duraran unos segundos, hasta complejos permanentes con

afinidades de union nanomolares (Karaca et al., 2022).

Para predecir de forma fiable los residuos interfaciales, es necesario identificar las
caracteristicas que distinguen la region de la interfaz del resto de las secuencias de
proteinas o estructuras 3D. Tales caracteristicas (o caracteristicas) son criticas para el

éxito de un predictor. Las caracteristicas ampliamente utilizadas en la literatura incluyen:

Tipos de aminoacidos. La caracteristica mas sencilla es la identidad o el tipo de un
aminodcido. En el caso de los clasificadores que solo pueden procesar caracteristicas
numeéricas, cada tipo de aminoacido comun se puede representar como un vector binario
de tamafio 20 por 1. Por ejemplo, la alanina se puede representar como [1,0,0,...,0] (Xue

etal., 2015).

Propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos. Las propiedades fisicoquimicas
comunmente utilizadas son la hidrofobicidad, la carga y las fuerzas de van der Waals.
Una base de datos de indices numéricos que representan varias propiedades
fisicoquimicas de aminoécidos y pares de aminodcidos se proporciona en AAindex

(Kawashima y Kanehisa, 2000).

Propension a la interfaz. Las diferentes propiedades fisicoquimicas de los aminoéacidos
dan lugar a propensiones de interaccion diferenciales. Por ejemplo, en los
heterocomplejos, los residuos polares aparecen con mas frecuencia que los residuos

hidrofobicos (Jones y Thornton, 1996) y los aminoacidos aromaticos tienden a formar
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interacciones de apilamiento. Cuanto mayor sea su propension a la interfaz, mas probable
es que un aminoacido aparezca en la interfase en lugar de en cualquier otra parte de la
superficie de la proteina. Tales propensiones generalmente se derivan de un analisis de

estructuras conocidas en el PDB.

Informacion evolutiva. Los residuos interfaciales son sitios funcionales importantes y
tienden a conservarse entre homodlogos (Xue et al.,, 2011) o sufren mutaciones
correlacionadas (Hamer et al., 2010). Existen diferentes formas de codificar la
conservacion de secuencias, y un enfoque ampliamente utilizado es construir PSSM
(Matrices de puntuacion especificas de posicion) a partir de alineaciones de secuencias
multiples (MSA). Cada puntuacion en un PSSM es un cociente logaritmico de
verosimilitud de la apariciéon de un aminodcido en una columna especifica de un MSA
con respecto a una distribucion de fondo, que representa el grado de conservacion del
aminoacido en esa posicion especifica; Cuanto mayor sea la puntuacion, mayor sera el
grado de conservacion. Por lo tanto, los PSSM capturan informacién evolutiva importante
explotando el gran nimero de secuencias de proteinas disponibles, que son mucho mas

faciles de obtener que las estructuras de proteinas (Jones y Thornton, 1996).

Accesibilidad relativa a los solventes. La mayoria de las proteinas reconocen e
interactian con otras proteinas a través de sus residuos superficiales (es decir, residuos
con un area superficial accesible al solvente relativamente alto) a menos que las proteinas
que interactuan sufran grandes cambios conformacionales al unirse. Por lo tanto, el
conocimiento de los residuos de la superficie de las proteinas puede reducir en gran
medida el espacio de busqueda de predicciones y aumentar la precision de las

predicciones (Miller et al., 1987).

Como resultado del acoplamiento molecular, los resultados totales que realizan interfaz
con su accesibilidad relativa al solvente ¢ superficie accesible al solvente (SAS) se
muestran en la figura 16. Los residuos totales en la interfaz del complejo pPRCBTB1/Ubi-
E2E3 (interfaz AB) muestran una mayor cantidad de residuos que se a diferencia de las
interfaces pPRCBTB1/Cul3-RBX1 (interfaz AB) y Ubi-E2E3/Cul3-RBX1 (interfaz BC).
Todos los célculos se realizaron con base al acoplamiento molecular del trimero (cf.

Figura 16).
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Figura 15. Total, de residuos que realizan interfaz en la SAS. Interfaz A/B:
pRCBTB1/Ubi-E2E3, respectivamente; interfaz A/C: pRCBTB1/ Cul3-RBX1,
respectivamente; interfaz BC: Ubi-E2E3/Cul3-RBX1, respectivamente. La cadena 6
proteina en el analisis esta definida por una letra X, la interfaz se define como X/Y.

Los residuos que participan en la interfaz como resultado del acoplamiento molecular se
identificaron de acuerdo con su clasificacion convencional que concierne a alifaticos no
polares: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina; polares sin carga: metionina,
cisteina, serina, treonina, asparagina y glutamina; cargados positivos: lisina y arginina;
cargados negativos: triptofano, fenilalanina, tirosina. Histidina fue excepcion en la
clasificacion de aromaticos. La tautomeria de protonacion del grupo imidazol de histidina
en sistemas biologicos vuelve muy versatil a su cadena R lateral para interactuar con
biomoléculas 6 moléculas pequefias similares 6 no a farmacos; a un pH 7.4 y un pK, =
6.5, la cual se puede coordinar con iones metéalicos como Ca**'y Zn?*, al mismo tiempo
funciona como donador y aceptor de puentes de hidrogeno. Ademads, se comporta como
un anillo aromatico el cual puede tomar parte en interacciones cation - 7, interacciones

apiladas m — 7, interacciones en forma de t m — m, entre otras (Liao et al., 2013).

El complejo estructural pPRCBTB1/Ubi-E2E3, muestra la mayor cantidad de residuos
polares en la interfaz para ambos modelos estructurales en donde se atribuye a que se
puedan formar interacciones entre donadores y aceptores lo mismo se presenta en los

demdas complejos. Sin embargo, con base a que no existe evidencia experimental, el
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software de acoplamiento molecular tiene una funcion de puntuacion que realiza el

acoplamiento molecular en base a la simetria y la optimizacion de la busqueda donadores-

aceptores.
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Figura 16. Residuos que realizan interfaz en la SAS. Interfaz A/B: pPRCBTB1/Ubi-E2E3,
respectivamente; interfaz A/C: pRCBTB1/ Cul3 RBX1, respectivamente; interfaz BC:
Ubi-E2E3/ Cul3-RBX1, respectivamente. La cadena 6 proteina en el andlisis esta definida
por una letra X, la interfaz se define como X/Y.

9.7 Enlaces proteina/proteina en las interfaces

Por lo general, las interacciones proteina-proteina ocurren en varios residuos de
aminoacidos en las regiones de interaccion, teniendo roles criticos en la interaccion. Las
regiones de los residuos de aminodcidos en la interfaz de las proteina-proteina que
contribuyen a la energia libre de unidon se denominan putos calientes 6 "hotspots"
(Shangary et al., 2009).

A medida que se expande el area de la interaccion proteina-proteina, aumenta el nimero
de puntos calientes. El 4rea de todos los puntos calientes es de aproximadamente 600 A2,
generalmente ubicado en o cerca de la interfaz la interaccion proteina-proteina. Los

puntos calientes en los IBP se identifican a través de un experimento de mutacion puntual
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(Geppert et al.,, 2011; Moreira et al., 2007). Especificamente, con métodos
computacionales in silico, los residuos de aminoécidos en las interacciones proteina-
proteina se silencian en alanina 6 glicina, y se mide el cambio de la energia libre de unién
(kcal/mol) para determinar los residuos que contribuyen significativamente a la energia
libre de unién (Scott et al., 2016). Los puntos calientes se han definido como estos sitios
donde las mutaciones de alanina causan un aumento significativo en la energia libre de
union a 2,0 kcal/mol.32 El triptéfano, la arginina y la tirosina tienen mas probabilidades
de aparecer en los puntos calientes que otros aminoacidos. Debido al importante papel de
estos “hotspots”, a menudo se utilizan para disefiar farmacos 6 encontrar sitios proteicos

de union (Lu et al., 2020).

La caracterizacién quimiométrica respecto al nimero de residuos y su clasificacion deja
en claro que la forma que prevalece son las interacciones donadoras y receptoras. En este
estudio mediante el software PDBePISA (Proteins, Interfaces, Structures and
Assemblies), se determinaron los enlaces en las estructuras los cuales se muestran en la
Tabla 8, 9 y 10, y en la figura 18, 19, 20 y 21, en donde se puede apreciar la interfaz
predicha por el acoplamiento molecular, asi como sus enlaces a nivel atdbmico entre los
atomos donadores y aceptores, asi como el nombre atdmico especifico de acuerdo con el

campo de fuerza CHARMM36 (Brooks et al., 2009).

Figura 17. Interfaz quimiométrica de los modelos Ubi-E2E3/pRCBTBI1 a) Vista
enfocando a las proteinas completas, b) vista enfocando a las proteinas en su interfaz. Se
presenta el ligando Ubi-E2E3 en forma de cintas bandera y el receptor pPRCBTB1 en
forma de cinta gruesa (Modelos: pPRCBTBI1 (azul agua marina), Ubi-E2E3 (samon); PPIs:
Puentes de sal (naranja), puentes de hidrogeno (verde laser); Las etiquetas negras indican
el nombre del residuo seguido por el numero de aminoacido correspondiente a la
secuencia nativa.
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Tabla 8. Enlaces de la interfaz Ubi-E2E3/pRCBTBI.

Donador o positivo Aceptor o negativo Tipo de enlace Distancia A
A:METI1:HT2 B:ASP124:0D1 Puente salino 1.88719
A:LYS301:HZ1 B:ASP98:0D2 Puente salino 2.02867
A:LYS301:HZ2 B:ASP98:0D1 Puente salino 2.16459
B:LYS73:HZ1 A:GLU349:0E1  Puente salino 1.79179
A:LYS301:NZ B:ASP94:0D2 Puente salino 4.15003
A:ARG344:NH2 B:ASP98:0Dl1 Puente salino 3.80127
B:LYS73:NZ A:ASP352:0D2  Puente salino 3.54923
B:LYS97:NZ A:GLU351:0E2  Puente salino 3.32095
A:GLN303:HE22 B:SER115:0G Puente de hidrogeno 2.31653
A:ARG344:HH12 B:ASP98:0 Puente de hidrogeno 2.55593
B:LYS97:HZ1 A:SER327:0 Puente de hidrogeno 2.56651
B:LYS97:HZ2 A:SER327:0 Puente de hidrogeno 2.45256
B:LYS97:HZ3 A:METI1:0 Puente de hidrogeno 1.81393
B:ASN99:HD21  A:VAL287:0 Puente de hidrogeno 2.09607
B:ASN121:HD21 A:GLY305:0 Puente de hidrogeno 2.35331
B:ASN121:HD22 A:GLY304:0 Puente de hidrogeno 2.07248

a) b)

Figura 18. Interfaz quimiométrica de los modelos pRCBTBI1/Cul3-RBX1. a) Vista
enfocando a las proteinas completas A: pPRCBTBI1; B: Ubi-E2E3, b) vista enfocando a
las proteinas en su interfaz. Se presenta el ligando pRCBTBI1 en forma de cintas bandera
y el receptor Cul3-RBX1 en forma de cinta gruesa (Modelos: pPRCBTB1 (azul agua
marina), Cul3-RBX1 (verde bosque); PPIs: Puentes de sal (naranja), puentes de
hidrogeno (verde laser), las etiquetas negras indican el nombre del residuo seguido por el
numero de aminoacido correspondiente a la secuencia nativa.
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Tabla 9. Enlaces de la interfaz pRCBTB1/Cul3-RBXI.

Donador o positivo Aceptor o negativo Tipo de enlace Distancia A
A:LYS74:HZ3 C:ASP425:0D2 Puente salino 1.83249
A:GLN120:HE22 C:GLU381:0E1  Puente de hidrégeno 2.18361
A:CYSI122:HG C:GLU381:0E1  Puente de hidrégeno 1.8416

A: pRCBTBI; C: Cul3-RBX1

b)

Figura 19. Interfaz quimiométrica de los modelos Ubi-E2E3/ Cul3-RBX1. a) Vista
enfocando a las proteinas completas, b) vista enfocando a las proteinas en su interfaz. Se
presenta el ligando Ubi-E2E3 en forma de cintas bandera y el receptor Cul3-RBX1 en
forma de cinta gruesa (Modelos: Ubi-E2E3 (salmoén), Cul3-RBX1 (verde bosque); PPIs:
Puentes de sal (naranja), puentes de hidrogeno (verde laser); Las etiquetas negras indican
el nombre del residuo seguido por el nimero de aminoacido correspondiente a la
secuencia nativa.
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Tabla 10. Enlaces de la interfaz Ubi-E2E3/pRCBTBI.

Distancia

Donador o positivo Aceptor o negativo Tipo de enlace A

B:LYS1:NZ C:ASP534:0D2  Puente salino 3.91011
B:LYS1:HZ1 C:ARG647:0 Puente de hidrogeno 1.90168
B:THR3:HG1 C:ASP478:0D2  Puente de hidrogeno 2.03347
B:ASN36:HD22  C:GLN468:0 Puente de hidrogeno 2.16388
B:THR62:HGI C:GLN465:0E1  Puente de hidrégeno 2.23058
B:SER65:HN C:ASP461:0D2 Puente de hidrogeno 2.08597
C:GLN468:HE21 B:PHE63:0 Puente de hidrogeno 2.17367

C:GLN468:HE22 B:THR62:0G1 Puente de hidrogeno 2.73315
A: pRCBTBI; C: Cul3-RBX1

9.8 Area enterrada de superficie en la interfaz

El 4rea de superficie enterrada es uno de los principales predictores de la afinidad de
union y se correlaciona significativamente con la constante de disociacion medida
experimentalmente (Kg). Cuando una proteina forma un complejo con otra proteina,
alguna fraccion de su area de superficie accesible al solvente inicial queda enterrada
dentro de la interfaz entre las proteinas, lo que se conoce como area enterrada de
superficie (Lee y Richards, 1971). También se ha demostrado que el area enterrada de
superficie estd relacionada con la energia de interaccion definida segiin el modelo de
Chothia-Janin (Chothia y Janin, 1975; Miller et al., 1987). Es mas probable que los
residuos que estdn muy enterrados en la formacion compleja sean los residuos de interfaz
(IR) si no se producen cambios alostéricos. La identificacion de los residuos que forman
la interfaz y sus propiedades juegan un papel crucial en la determinacion de la
especificidad de union del complejo y, posteriormente, en la prediccion de PP1. (Belapure

etal., 2023)

En la practica, el area enterrada de superficie se calcula a partir de una estructura 3D de
un complejo unido de las dos proteinas de interés. La diferencia entre la superficie
accesible al solvente calculado primero tratando las proteinas componentes juntas y luego

tratandolas como entidades separadas, da el valor del area enterrada de superficie.

61



Las proteinas componentes son cuerpos rigidos, lo que hace que el area enterrada de

superficie calculado sea solo un valor tnico aproximado. (Belapure et al., 2023)

El 4rea enterrada accesible al solvente de interfaz de los residuos del complejo pRCBTB1/
Cul3-RBXI1 se presenta en la Figura 21, y 22, en el modelo pPRCBTBI se presentan los
residuos con la mayor superficie de interfaz 48.007 y 47.088 A2 para glutamina y lisina,
respectivamente. Ademas, la mayor superficie de interfaz enterrada para el modelo Cul3-

RBX1 es de 68.111 y 67.388 A? para aspartato y glutamato, respectivamente.
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Figura 20. Area enterrada de superficie de residuos en la interfaz pRCBTB1/Cul3-RBX1.
El 4rea enterrada accesible al solvente de interfaz de residuos en la interfaz se presenta en
la Figura 22, en donde se presentan los residuos con mayor superficie de interfaz enterrada
para pPRCBTB1 forman puentes salinos, respectivamente con excepcion de algunos
residuos que forman un enlace muy cercano a 4 A tal como ASP 352, en dénde la
superficie accesible al disolvente después restar la distancia de dos esferas de sonda ( 2.8
A) es de 1.2 A, por lo que de manera minima la superficie de dicho residuo se entierra
con un area de 3.2383 pero se logra formar el enlace electrostatico por puente salino < 4

A.
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Figura 21. Area enterrada de superficie de residuos en la interfaz pRCBTB1/Cul3-RBX1

En la Figura 23, se muestra la mayor area enterrada accesible al solvente de interfaz del
complejo Ubi-E2E3/Cul3-RBX1 de los residuos LYS1 y GLN468 con 111.61 y 95.266,
respectivamente.

LYS1 presenta un puente de sal y un enlace de hidrogeno, mientras que GLN468 presenta
3 puentes de hidrogeno, lo que indica que los célculos quimiométricos de interfaz se
realizaron con buenas aproximaciones respecto a la interaccion de los residuos en

respuesta a la dindmica molecular por minimizacion de estructuras.
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Figura 22. Area enterrada de superficie de residuos en la interfaz Ubi-E2E3/Cul3-RBX1
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El area enterrada accesible al solvente de interfaz atobmica se presenta en la figura 24. En
donde se presentan las superficies enterradas accesibles al disolvente de interfaz total de
cada una de las cadenas individuales: (sumatoria de todos los 4&tomos) que tienen su
superficie accesible al solvente enterrada, superficie polar por clasificacion de residuos
polares y no polares (Propiedades de los residuos en la interfaz), &tomos donadores
cargados positivos, dtomos aceptores cargados negativos, dtomos polares (N, O y S),
atomos donadores y aceptores totales, atomos donadores y aceptores en la cadena R,
carbonos totales y carbonos de los anillos aromaticos. Estas caracteristicas propias de
cada proteina identifican el comportamiento quimiométrico en el sitio de union. En la
Figura 24a, la interfaz pRCBTB1/Cul3-RBX1 presenta una mayor superficie de interfaz
de atomos donadores y aceptores en donde el arreglo espacial y estructural realizado por
la dindmica molecular acerca electrostaticamente a los 4&tomos en el sitio de interaccion.
En las interfaces pPRCBTB1/Cul3-RBX1 se descartan posibles enlaces que involucran
anillos aromaticos n-mt, debido a que su superficie de interfaz es muy baja. Cabe resaltar
que es necesario realizar dinamicas moleculares de al menos 1000 ns para descartar dichas
interacciones por apilamiento de anillos aromaticos m-m, en donde estos analisis no se
realizaron en esta investigacion.

En las tres interfaces predomind el acercamiento en la interfaz de atomos polares, asi
como residuos polares, en donde las tres interfaces. Por lo general, los &tomos donadores
y aceptores de las cadenas R de los aminodacidos, los cuales forman patrones repetitivos
en las interfaces y se mantienen entre isoformas y especies evolutivamente a lo largo del
tiempo son considerados “hotspots”. En las interfaces predominaron los atomos aceptores
para los tres modelos, por lo que predomina una superficie electrostatica electronegativa
generada por la nube de densidad de electrones en los sitios de unidn, estos resultados se

pueden consultar en el siguiente apartado (Figura 25).
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Parametro quimiométrico
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Figura 23. Area enterrada de superficie de atomica en las interfaces de los modelos.
Interfaces de los modelos: a) Ubi-E2E3/ pRCBTBI1, b) pRCBTB1/ y c¢) Ubi-E2E3/Cul3-
RBXI1. Total: Atomos totales; PSA: 4atomos de residuos polares; NPSA: atomos de
residuos no polares; (+): Atomos donadores cargados positivos; (-) 4tomos aceptores
cargados negativos; (N, S, O): atomos polares; Acep (Total): atomos aceptores totales;
H-Don (Total): atomos donadores totales; (Acep-R): &tomos aceptores en la cadena R; H-
Don (Total): &tomos donadores en la cadena R; C: carbonos totales; Aro Rings: carbonos
de los anillos aromaticos.
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10. Discusion

En andlisis exhaustivo del complejo proteico asociado a las IRD por medio de
simulaciones moleculares computacionales identificando el gen RCBTBI el cual traduce
la proteina RCBTBI o proteina 1, la cual, probablemente participa en el proceso de
pérdida gradual del sistema visual. Hasta el momento, no hay una evidencia fehaciente
de cudles son los genes determinantes para este evento. Por lo cual, el analisis
bioinformatico, nos da evidencia de que el gen RCBTBI1, puede ser un blanco para este
proceso (Tabla 1). Para ello, se emplearon herramientas de modelado molecular y se
analiz¢ el potencial electrostatico de superficie en la interfaz del complejo de ubiquitina.
Donde, la célula viva es un sistema extremadamente complejo y estd compuesta por
cientos de miles de tipos de macromoléculas biologicas, que interactian constantemente
entre si para mantener la funcion celular, lo que refleja la dindmica de las redes celulares
(Przytycka et al., 2010). Las interacciones son muy especificas y, con frecuencia, una
macromolécula proteica particular es capaz de reconocer a su parte complementaria entre
cientos de miles de moléculas candidatas (Berger-Wolf et al., 2010). Al mismo tiempo,
el proceso de reconocimiento es rapido y, por lo tanto, algunas interacciones proteina-
proteina pueden ser guiadas electrostaticamente, quizas a través de una fuerza de largo
alcance que selecciona y une a los compaiieros de interaccion. El mejor candidato para
tal fuerza de guia de largo alcance es la fuerza electrostatica. Una estimacion aproximada
de la energia electrostatica de interaccion entre dos moléculas que llevan una carga neta
unitaria y ubicadas a una distancia de 10 A entre si resulta en casi 1 kJ/mol, que es mucho
mas de lo que cualquier otro componente energético contribuye a la union a tales
distancias (Zhang et al., 2011). Las interacciones electrostaticas se encuentran entre los
factores mas importantes a considerar al analizar la funcidon de las moléculas bioldgicas.
Desde el trabajo pionero de LinderstromLang, 1924, se han logrado avances
significativos en la comprension cualitativa y la evaluacion cuantitativa de las
interacciones electrostaticas. Las fuerzas electrostaticas afectan la union molecular a
través de interacciones no solo entre los enlaces, sino también con el solvente. Esto se
debe a que las moléculas del solvente deben ser desplazadas de la interfaz de union, lo
que introduce una gran penalizacion por desolvatacion que debe ser superada por una
interaccion de interacciones electrostaticas e hidrofobicas atractivas en la asociacion

proteina-proteina o proteina-ligando (Honegger et al., 2009).
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Se han desarrollado diversos métodos y algoritmos computacionales para estudiar las
proteinas y sus interacciones con otras moléculas. Diversos métodos como las
simulaciones de dinamica molecular, las simulaciones de dinamica browniana, los
calculos del pKa de proteinas, los algoritmos de disefio de proteinas y los algoritmos de
acoplamiento proteina-farmaco y proteina-proteina se utilizan ampliamente en la
investigacion biologica moderna. Todos estos algoritmos utilizan estructuras
tridimensionales de moléculas proteicas para predecir y analizar caracteristicas proteicas,
como la actividad catalitica, la via de plegamiento, la estabilidad, la solubilidad y la
especificidad de unién entre ligando y farmaco (Jain et al., 2017).

Las energias electrostaticas desempefian un papel fundamental en la determinacion de
todas las caracteristicas mencionadas, y, por lo tanto, el potencial de los métodos para
predecir las caracteristicas fisicas y bioquimicas solo se alcanzard una vez que seamos
capaces de calcular con precision las energias y fuerzas electrostaticas en y alrededor de
las proteinas. El calculo de las interacciones electrostaticas en biomoléculas presenta, sin
duda, uno de los mayores obstidculos para mejorar la precision y la utilidad de los
algoritmos de célculo de energia basados en la estructura (Kuki¢ y Nielsen., 2017). El
potencial electrostatico en la superficie accesible al solvente presenta una mayor precision
en la deteccion de parametros a la hora de evaluar la quimiometria en una huella dactilar
“fingerprint” debido a que los aminoacidos presentan posiciones atomicas y la superficie
accesible al disolvente presenta una superficie simulada en un software con cientos de
miles de puntos de cuadricula en donde el valor del potencial electrostatico reside en
muchos puntos dentro de cada punto de cuadricula brindando un valor de alta precision
de las energias que residen en la superficie en un sitio de union para una funcion bioldgica
especifica.

Los resultados del potencial electrostatico de superficie se presentan en la figura 25, en
donde los valores mas altos para las interfaces se presentande 0 a 5y -5 a 0 kT/e".

La interfaz Ubi-E2E3/pRCBTBI. En la figura 25, se puede identificar una superficie de
660.59 (valores de 0 a 5 kT/e") para pPRCBTB1 vs 754.51 (valores de -5 a 0 kT/e") para
Ubi-E2E3, en donde se puede ver que existe una relacion en una superficie similar en las
cargas complementarias. Sin embargo, en la misma interfaz se puede identificar una
superficie de 1304.51 (valores de -5 a 0 kT/e") para pRCBTB1 vs 961.87 (valores de 0 a
5 kT/e") para Ubi-E2E3. Por lo que hay una diferencia en la complementariedad de
superficies. Estos patrones podrian ser indicios de como se comporta el binding site en

ambas proteinas.
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Estos patrones electrostaticos deben interpretarse con cautela. En estudios previos sobre
complejos E2/E3 y proteinas que contienen dominios BTB se ha reportado que la
complementariedad de cargas contribuye al acoplamiento inicial, pero no constituye el
factor determinante de la afinidad ni la estabilidad final del complejo. En muchos casos,
las interacciones hidrofobicas, los ajustes conformacionales inducidos por la union y la
participacion de cofactores desempenan un papel igualmente relevante. Por tanto, los
valores obtenidos para pPRCBTB1 parecen situarse dentro del espectro observado para
proteinas con dominios similares, aunque la variabilidad en las superficies
complementarias sugiere que el acoplamiento podria requerir reorganizaciones locales de

la estructura.
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Figura 24. PES en la interfaz Ubi-E2E3/pRCBTB1

En la figura 26 se determino el PES de la interfaz pRCBTB1/Cul3-RBX1, en donde una
superficie de 364.05 (valores de 0 a 5 kT/e”) para pRCBTBI1 vs 347.42 (valores de -5 a 0
kT/e) para Cul3-RBX1, en donde se puede discernir que existe una relacion en una
superficie similar en las cargas complementarias. También, en la misma interfaz se puede
identificar una superficie de 317.95 (valores de -5 a 0 kT/e") para pRCBTBI vs 355.22
(valores de 0 a 5 kT/e") para Cul3-RBX1. En donde hay una similitud en las superficies
de interfaz de dichos valores. Estos patrones quimiométricos podrian brindar una idea de

un mapa de la distribucion de cargas en la superficie accesible al disolvente y por medio
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de patrones colorimetricos y cuantitativos (valores en un area especifica) se podria disefiar

un fingerprint para dichas proteinas.
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Figura 25. PES en la interfaz Ubi-E2E3/Cul3-RBX1.

En la figura 27 se determiné el PES de la interfaz Ubi-E2E3/Cul3-RBX1, en donde una
superficie de 511.2 A? (valores de 0 a 5 kT/e") para Ubi-E2E3 vs 354.2 A? (valores de -5
a 0 kT/e") para Cul3-RBX1, en donde existe una diferencia de 150 A2, También, en la
misma interfaz se puede identificar una superficie de 245.3 A? (valores de -5 a 0 kT/e")
para Ubi-E2E3 vs 555.71 (valores de 0 a 5 kT/e") para Cul3-RBX1. En donde no hay una
similitud en las superficies de interfaz de dichos valores. Posiblemente se podria atribuir
a que existe una débil complementariedad en la superficie electrostatica para dichos
valores. Sin embargo, al no existir una estructura experimental con evidencia practica de
interfaces similares, todos los célculos son putativos, los cuales podrian ser indicios para

descartar sitios de union.

69



11. Conclusiones

Los patrones quimiométricos de las interfaces revelan residuos especificos de interaccion

los cuales subyacen en una interfaz Ubi-E2E3/pRCBTB1/Cul3-RBX1 putativa explorada

por primera vez. Dichos patrones brindan indicios de como se pueden unir estas tres

moléculas para dar lugar a una funcién bioldgica especifica.

El modelo de la proteina pRCBTBI tuvo ciertas limitantes debido a que tanto el
dominio RCC1 como el dominio BTB, sus estructuras molde determinadas
experimentalmente tenian un porcentaje de identidad menor al 35 % para ambos
casos por debajo de la zona de twilight. Ademas, la orientacion simétrica del
dominio RCC1 respecto al dominio BTB carece de informacién, por lo que se
orientd el dominio RCCI1 hacia el dominio BTB de manera analoga a otras
proteinas tales como ECH similar a Kelch unida a culina 3 (Cédigo PDB: 6W68).
Las energias de minimizacion para todas las proteinas se llevaron a cabo hasta
llevar una minimizacion en donde la curva se asienta hasta formar una pendiente
que tiende a cero, en dicho punto a la proteina se le evaluaron los choques
atomicos en donde no existieron contactos desfavorables incluso para dtomos
cargados los cuales posteriores a la minimizacién se atraen hasta acercarse
considerablemente.

Los mejores acoplamientos moleculares para las interfaces fueron: un cluster de
27 y una energia de interaccion de -318.9 kJ/mol para la interfaz Ubi-
E2E3/pRCBTBI; un cluster de 49 y una energia de interaccion de -492.4 kJ/mol
para el complejo pPRCBTBI1/Cul3-RBX1; un cluster de 57 y una energia de
interaccion de -96.7 kJ/mol para el complejo Ubi-E2E3/Cul3-RBX1, lo que indica
que la mejor interaccion fue pPRCBTB1/Cul3-RBX1 atn que los resultados son
putativos, pueden ser un indicio de como pueden tener la posicion y conformacion
dichas macromoléculas.

Los residuos con mejores patrones quimiométricos que conllevan a interacciones
electrostaticas de enlace, asi como de superficie de interfaz son para Ubi-E2E3:
ASP 98, LYS 301; pRCBTBI LYS 97 y ASN 121; Cul3-RBX1: GLU 381; los
cuales podrian ser hotspots importantes en el sitio de interaccién para ambas

proteinas.
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El potencial electrostatico de superficie presenta una interfaz en todos los
acoplamientos, en donde los valores se concentran de 0 a 5y -5 a 0 kT/e". Sin
embargo, una limitante que no se realizé en este estudio fue agrupar valores del
potencial electrostatico de superficie en las superficies atdmicas que realizan
interfaz en los enlaces y realizar el calculo con APBS para dichos sitios de
interaccion.

Como futura perspectiva, estudios con mas poder de computo que puedan realizar
simulaciones moleculares computacionales de dindmicas moleculares en tiempos
de 1000 ns o mayores para comprobar dichas interfaces y realizar calculos
respecto al RMSD vy otros parametros criticos en la simulacion.

En este trabajo no se evallia directamente la posibilidad de participacion de
RCBTBI y de las proteinas asociadas en las IRD desde un enfoque funcional o
clinico. El andlisis presentado se limita a describir patrones fisicoquimicos y
caracteristicas estructurales conservadas, los cuales permiten generar hipotesis
iniciales sobre posibles interacciones o funciones, pero no constituyen evidencia
experimental de su implicacion en la fisiopatologia de las distrofias hereditarias

de retina.
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