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RESUMEN

El término estrés oxidante se refiere a una condicion cuando las
concentraciones de especies reactivas de oxigeno (ERO) se elevan
significativamente y sobrepasan la capacidad de las defensas celulares
antioxidantes, lo que provoca alteraciones en la estructura y funcion de
biomoléculas y con ello la probabilidad de desarrollar diversas enfermedades
cronicas-degenerativas. El factor de transcripcion Nrf2 (Nuclear Factor
Erythroid 2-related factor) es esencial en la expresion de genes que protegen a
la célula contra el estrés oxidante. Su regulacion ocurre principalmente por su
asociacion en el citoplasma con el complejo formado por la proteina Keap-1
(Kelch-like ECH-associated protein 1) y el complejo de ubiquitin ligasa E3
(formado por Cullin 3 y la proteina Rbx1) que le permiten a Nrf2, cuando hay
concentraciones altas de ERO, separarse del complejo y translocarse al nucleo
donde activara los genes citoprotectores antioxidantes. Se ha reportado que la
ausencia de Nrf2 puede incrementar la produccion de citocinas y con ello la
inflamacion, al favorecer la actividad del factor transcripcional NF-xB. Los
péptidos reguladores de la defensa inmunitaria innata (IDR) son péptidos
sintéticos y catiénicos de doce aminoacidos derivados de péptidos de defensa
de origen natural. Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que
IDR-1002 inhibe la translocacién al nucleo de NF-kB en macréfagos, lo cual
sugiere que la inhibicibn de la actividad de NF-xB por IDR-1002, podria
modular también la actividad de Nrf2. Actualmente, el analisis molecular
computacional es un método que permite a muy bajo costo y con aceptable
efectividad analizar moléculas con potencial para inhibir la interaccién de Keap-

1 con Nrf2. Por lo tanto, en este trabajo se us6 el modelado computacional para
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analizar si los IDR podrian inhibir la interaccion de Nrf2 con Keap-1 y se
realizaron ensayos bioquimicos para obtener evidencia experimental de la
activacion de Nrf2, mediada por estos péptidos. Los resultados mostraron que
los péptidos IDR 1002, 1018, 1 y HH2 inducen la acumulacion nuclear de Nrf2,
siendo IDR-1002 el péptido que mayor efecto inductor causd. Al reallizar los
analisis de acoplamiento molecular, se observé que IDR-1002 es capaz de
unirse a Nrf2 con afinidad alta y adoptar el mayor numero de conformaciones
fisicamente cercanas a la zona de interaccion de Nrf2 con Keap-l. Estos
analisis indicaron que IDR-1002 bloquear la unién de ambas proteinas y con
ello evitar la degradacion de Nrf2, al promover al mismo tiempo su acumulacién
nuclear. Por otro lado, también se propone el estudio in silico de un fragmento
peptidico de 18 aminoacidos proveniente de la proteina p21, debido a que esta
proteina inhibe la interaccion Nrf2-Keap-1 al competir con Keap-1 por su unién
a Nrf2 y asi favorecer su acumulacion y actividad. Los péptidos IDR-1002 y el
péptido derivado de la proteina p21 se proponen como fuertes candidatos para
ser estudiados con mayor profundidad, con la finalidad de que puedan
convertirse en biofarmacos coadyuvantes en patologias que cursan con

inflamacién como la enfermedad renal crénica.

Palabras clave: Nrf2, Especies Reactivas de Oxigeno, Enfermedad Renal

Cronica, Péptidos IDR, Analisis in silico.
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ABSTRACT

Oxidative stress refers to a condition in which the concentration of reactive
oxygen species (ROS) surpasses the capacity of antioxidant cellular defenses.
This causes alterations in the structure and function of biomolecules and
increases the probability of developing chronic degenerative diseases. Nrf2
(Nuclear Factor Erythroid 2-related factor) is an essential transcription factor
that induces the expression of genes gainst oxidative stress. Its regulation
occurs mainly in the cytoplasm through its association with the protein Keap-1
(Kelch-like ECH-associated protein 1), and the E3 ubiquitin ligase complex
(Cullin 3-Rbx1 proteins) that allows Nrf2 to separate from the complex and
translocate to the nucleus when ROS concentrations are high. Lack of Nrf2 may
increase production of pro-inflammatory cytokines by indirectly activating the
NF-xB transcription factor, leading to inflammation. The innate defense
regulator (IDR) peptides are chemically synthetized and cationic constituted by
twelve amino acids derived from defense peptides of natural origin. Previous
studies in our laboratory showed that IDR-1002 inhibits the NF-xB nuclear
translocation in macrophages. These data suggest that the inhibition of NF-xB
activity by IDR-1002 may modulate the Nrf2 activity. Combination of
biochemical experimental methods and in silico analysis has proved to be
effective in the identification and characterization of compounds that
inhibits/promotes the activity of proteins involved in important human diseases.
Currently, computational chemistry analysis is a method that allows efficiently
analyzing at low cost molecules that potentially inhibit the interaction of Keap-1

with Nrf2. Therefore, in this work the computational modeling was used to
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analyze if IDR peptides acting as inhibitors in the interaction of Nrf2 with Keap-1
may interact in the interface of these two proteins. Moreover, biochemical
assays were performed to obtain experimental evidence on the activation of
Nrf2 mediated by these peptides. Results show that the IDR peptides 1002,
1018, 1 and HH2 induced the nuclear accumulation of Nrf2; however, IDR-1002
was the peptide with the highest inducing effect on Nrf2. In silico analysis
showed, that IDR-1002 was able to bind Nrf2 with high affinity and adopt the
highest number of conformations near the interaction zone of Nrf2 with Keap-1.
These analyzes indicated that IDR-1002 may prevent binding of both proteins
and thereby avoid Nrf2 degradation, while promoting its nuclear accumulation.
On the other hand, we have also proposed the in silico study of an 18 amino
acids peptide fragment (p21-18) from the p21 protein because data published
indicate that this protein inhibits the Nrf2-Keap-1 interaction when competing
with Keap-1 for its binding to Nrf2, favoring accumulation and activity of the
later. In conclusion, peptides IDR-1002 and p21-18 are ideal candidates as
biopharmaceuticals in pathologies that present inflammation such as chronic

kidney disease.

Vil



MARCO TEORICO

1. Estrés oxidante y el factor de transcripcion Nrf2

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) se derivan del oxigeno molecular
(O2), ya sea como un producto de su ruptura o excitacién, con lo cual se
obtiene ozono (Os) u oxigeno singlete (102), o como el producto de una
reduccion parcial en la que se produce el anion superéxido (O,), el perdxido de
hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH") (Coyoy y Moran, 2012). En la
célula, la mayoria de las ERO son de origen enddgeno y son un subproducto
de reacciones normales como la generacion de energia mitocondrial, las
reacciones de destoxificacion catalizadas por el citocromo P450, la
degradacion de los acidos grasos de cadena larga, el catabolismo de purinas,
la sintesis de leucotrienos o la actividad de la enzima NADPH oxidasa (NOX).
Sin embargo, las ERO también son esenciales para regular procesos
fisiolégicos como el crecimiento celular, la diferenciacion, la senescencia y la
apoptosis (Coyoy y Moran, 2012). Entre los factores externos que inducen la
generacion de ERO se puede mencionar principalmente las infecciones por

bacterias, hongos y virus, o los rayos UV (Castillo et al., 2003).

En este contexto, el estrés oxidante, término acufiado inicialmente en 1985 por
Helmut Sies, se refiere a una elevacion de las concentraciones normales de
ERO de tal magnitud que las defensas celulares antioxidantes no son
suficientes, dando lugar a dafios en un tejido (Sies 1985). Un estado celular de
estrés oxidante puede causar dafio al alterar la estructura o funcion de lipidos
(por peroxidacion de acidos grasos), proteinas (por oxidacion de aminoacidos)
y acidos nucleicos (por oxidacion de bases nitrogenadas), lo cual produce

acumulacion de agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial y apoptosis.



Estas alteraciones generalmente se asocian al desarrollo de enfermedades
relacionadas con la edad, tales como el <cancer Yy trastornos
neurodegenerativos y cardiovasculares. Ademas, el estrés oxidante esta
relacionado con diversas enfermedades cronicas, e incluso se ha argumentado

gue es una de las causas del envejecimiento celular (Reisman et al., 2009).

El factor de transcripcion Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid 2-related factor) es
esencial en la expresion de genes que protegen a la célula contra los niveles
anormales de ERO. Las primeras investigaciones de este factor transcripcional
confirmaron su funciébn como un activador de enzimas metabolizantes de fase Il
(antioxidantes y destoxificantes) de xenobioticos, como las enzimas NAD(P)H:
quinona oxidoreductasa (NQO-1), glutation S-transferasa (GST) y hemo-
oxigenasa (HO) (Kundu et al., 2008). En la actualidad se conoce que el sistema
Nrf2 humano regula la expresion constitutiva de aproximadamente 645 genes y
la expresion inducible de 654 genes (Malhotram et al.,, 2010), que estan
relacionados en su mayoria con estrés oxidante, proteinas antioxidantes,
enzimas destoxificantes de fases Il, proteinas de transporte, subunidades del
proteasoma, chaperonas, factores de crecimiento y sus correspondientes
receptores, y algunos factores de transcripcion, regulan procesos como
apoptosis, hematopoyesis, metabolismo de lipidos, carbohidratos y supresion
de la respuesta inflamatoria (Kobayashi, Yamamoto, 2005; Stepkowski et al.,
2011; Taguchi et al., 2011; Hayes y Dinkova, 2014; Brian et al., 2013; Tebay et
al., 2016; Kobayashi et al., 2016). Es por ello, que se reconoce a Nrf2 como el

regulador central de la respuesta antioxidante (Magesh et al., 2012).



2. Estructura de Nrf2

Nrf2 pertenece a una familia de proteinas basicas que poseen un dominio de
union al ADN con estructura de zipper de leucinas (bZip) en la region C-
terminal y posee un motivo conservado similar al del factor transcripcional de
Drosophila denominado “cap-N-collar” (CNC) (Konigsberg, 2007). Se han
incluido 4 proteinas de mamiferos dentro de esta familia: Nrfl, Nrf2 Nrf3 y NF-
E2 p45, (Motohashi, 2004). Nrfl y Nrf2 son ubicuos; sin embargo, Nrf2 muestra
la actividad de transactivacion mas alta (Katoh et al., 2001) y se expresa
principalmente en 6rganos importantes para el metabolismo y la destoxificacion
como el higado y el rifién, asi como la piel, pulmén y el tracto digestivo
(Motohashi, 2004). Nrf3 se expresa en placenta, células B y monocitos (Tebay
et al., 2016). Por ultimo, NF-E2 p45 se expresa en tejido hematopoyético
(Mignotte et al., 1989).

La estructura de Nrf2 contiene siete dominios conservados, que se denominan
Neh (Nrf2, ECH [chicken Nrf2] homologous domain), cada uno con funcion
diferente. Nehl contiene la regibn CNC vy el zipper de leucinas (CNC-bZIP)
para la union al ADN y a las proteinas Maf pequefias. Neh2 es el dominio que
posee dos motivos, uno de alta afinidad (ETGE) y uno de baja afinidad (DLG)
que se unen a Keapl. Neh3, Neh4 y Neh5 son dominios de transactivacion. El
dominio Neh6 posee una region rica en serinas que pueden ser fosforiladas por
diversas cinasas y es una de las vias que funcionan para la regulacion de Nrf2,
Un dominio mas de Nrf2, denominado Neh7, se ha propuesto que se une con
un dominio de union al ADN del receptor de retinoides Xa (RXRa), evitando con
ello el reclutamiento de dominios co-activadores Neh4 y Neh5 y causa la

supresion de la actividad de Nrf2 (Wang et al., 2013) (Figura 1).



A. Nrf2
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Figura 1. Representacion de los dominios de Nrf2 y Keap-1 (modificado de Namani et al., 2014).

3. Mecanismos de reqgulacién de Nrf2.

El nivel de expresion y la funcion de Nrf2 pueden controlarse mediante varios

mecanismos de regulacion:

3.1 Regulacion por distribucion subcelular.

El mecanismo principal por el cual Nrf2 se regula estd mediado por su
asociacién en citoplasma con el complejo formado por la proteina Keapl
(Kelch-like ECH-associated protein 1) y el complejo de ubiquitin ligasa E3
(formado por la Cullin 3 y la proteina Rbx1), que se encargan de suprimir en un
80% la translocacion nuclear de Nrf2 mediante la ubiquitinacion y su
subsecuente degradacion en el proteosoma 26S (Konigsberg, 2007; Itoh et al.,

1999).



La célula sintetiza y degrada a Nrf2 de manera constitutiva, por lo que el control
primario de su funcién radica principalmente en su distribucion subcelular, mas
que en la sintesis de novo (Kensler et al., 2007). Esta regulacién es la mas
importante debido a que se activa por estrés oxidante y su pérdida de control
esta relacionada directamente con el desarrollo de un gran numero de
enfermedades. Esta via regula alrededor del 1% al 10% de nuestros genes
(Magesh et al., 2012).

La proteina Keapl posee 5 dominios; el dominio N-terminal (NTR); un dominio
BTB/POZ (Bric-a brac, tramtrack, broad-complex/poxovirus zinc finger) que es
un motivo evolutivamente muy conservado para interacciones con proteina y se
encuentra presente en proteinas que unen actina y en factores de transcripcion
con dedos de zinc; ademas contiene el dominio Kelch que en ocasiones se
denomina dominio de repeticiones de doble glicina (DGR); un dominio C-
terminal (CTR) y la region intermedia (IVR), la cual se distingue por su alto
namero de residuos de cisteina. Keapl es un homodimero que se ancla al
citoesqueleto de actina, por medio del dominio Kelch que interacciona con Nrf2
en sus motivos DLG y ETGE, y por medio de su dominio BTB se une a la ligasa
de ubiquitina Cul3 (Figura 1). Aproximadamente, el 4.3% de todos los residuos
de aminoacidos de Keapl son cisteinas, conteniendo asi el doble de
aminoacidos de este tipo que el promedio calculado al analizar otras proteinas
(Byan et al., 2012). Se ha observado por espectrometria de masa que la regién
comprendida entre el dominio BTB, IVR y Kelch de Keapl, es la zona que
posee mas cisteinas reactivas. Se ha determinado que son 27 residuos, pero
siete de ellos (Cys151, Cys257, Cys273, Cys288, Cys297, Cys434 y Cys613),

son especialmente reactivos (Magesh et al., 2012) por lo que se proponen



como el principal mecanismo por el cual Keapl es capaz de detectar tensiones
electrofilicas u oxidativas al favorecer su oxidacion (Bryan et al., 2012).
Ademas, cada uno de estos tioles de cisteina puede regular diferencialmente la
expresion de genes anti-oxidantes de fase Il (Satoh y Lipton, 2017). Se ha
propuesto por ejemplo que Cys151 es importante en la expresion de genes
regulados por Nrf2, mientras que Cys273 y Cys288 son mas importantes en la
represion basal de Nrf2. (Bryan et al., 2012). Por ello, se ha postulado una
hipotesis que hace referencia al "cdédigo de cisteina" que propone que
diferentes clases de activadores de Nrf2 tienen preferencias Unicas en la
modificacion de cisteinas especificas (Suzuky et al., 2013).

Dependiendo entonces de cual cisteina se oxide tendréa lugar a la estabilizacion
de Nrf2 de dos maneras diferentes. Por un lado, puede provocar la separacion
de Keapl con Cul3 o bien la separacion de Keapl con Nrf2, modelo de
"bisagra y cierre" (Magesh et al., 2012), por lo que el complejo ya no puede
seguir mediando la degradacion de Nrf2. Esto provoca la acumulacion de Nrf2
en citoplasma y su translocacion al nucleo, donde se une a las proteinas Maf
pequefias (muscular aponeurotic fiborosarcoma) MafF, MafG y MafK (Hsieh et
al., 2009), al formar un complejo activo que se une al elemento de respuesta
antioxidante (ARE, 5-GTGACnhnnGC-3’) de la region promotora de los genes
dependientes de Nrf2. EI complejo Nrf2-Maf inicia entonces la transcripcion de
genes que codifican proteinas como: HO-1 (Hemo oxigenasa), NQO1 (NADPH:
Quinona Oxidorreductasa 1) y GST (Glutation- S-Transferasa) (Motohashi et

al., 2004), por mencionar algunas (Figura 2).
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Figura 2. Regulacion por distribucion subcelular de Nrf2. En un estado basal Nrf2 esta
regulado negativamente por Keap1. Dos moléculas de Keap1 interactian con una molécula de
Nrf2 en dos sitios de unién, los motivos ETGE y DLG. Keap1 funciona como una proteina
adaptadora de sustrato para el complejo E3-ligasa que contiene a la Cullin3 (Cul3) que se
encarga de ubiquitinar a Nrf2 para ser asi degradado en el proteosoma. En condiciones de
estrés, Nrf2 se separa del complejo Keap-1-Cul3 y no puede ser degradado por lo que el Nrf2
sintetizado de novo se acumula en el citoplasma y se transloca al nicleo, funcionando como un
factor transcripcional (modificado de Gazaryan & Thomas, 2016).

3.2 Regulacion mediada por modificacion postraduccional

La principal modificacion postraduccional que experimenta Nrf2 es la
fosforilacién en sus residuos de serina, treonina y/o tirosina, que es catalizada
por diversas proteinas cinasas como la glucégeno sintasa cinasa 3 beta (GSK-
3B), el fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), la proteina cinasa C (PKC) y proteinas

cinasas activadas por mitdgeno (MAPK) (Bryan et al., 2012; Kang et al., 2000).

3.2.1 Regulacién por GSK3. El dominio Neh6 de Nrf2 contiene dos motivos
conservados, DSGIS (334-338) y DSAPGS (373-378), los cuales son
reconocidos por la proteina adaptadora B-transducina (B-TrCP) que forma un
complejo con Cullin-1 y la ligasa de ubiquitina E3 (Rada et al., 2011). El motivo

DSGIS contiene dos residuos de Ser que pueden ser fosforilados por la GSK3



lo cual aumenta la capacidad de B-TrCP para reprimir a Nrf2 (Chowdhry et al.,
2013; Rada et al., 2012; Rada et al., 2011). GSK3p es una proteina diana en
multiples cascadas de cinasas, como PI3K, Akt y MAPK (ERK, JNK). La
activacion de estas vias inhibe por fosforilacion en sitios multiples a la GSK3p y

esto promueve la estabilizacion de Nrf2 (Bryan et al., 2012).

3.2.2 Regulacion mediada por interaccion con GSK3B, Axin 1 y -
TrCP/Cullin 1 E3. Recientemente, se ha reportado que Nrf2 esta regulado por
la glicoproteina Wnt-3A a través de su interaccion con GSK3 y AXIN1. La
estabilizacion de Nrf2 y su posterior acumulacion en citoplasma y nucleo se ve
favorecida cuando algunas glicoproteinas de la familia Wnt se unen a sus
receptores de membrana plasmatica Frizzled y se inhibe la fosforilacion de Nrf2
dependiente de GSK3[3, con lo cual se bloquea su ubiquitinacién mediada por
el complejo proteico SCFB-TrCP/Cull-E3 y posterior degradacion en el
proteosoma 26S (Rada et al., 2012; Rada et al., 2013). Se ha propuesto un
modelo de regulacion dual entre la via de regulacion entre Nrf2-Keapl y la via
regulada por la ubiquitinacion de Nrf2 por medio del complejo SCFB-TrCP/Cull-
E3 ligasa que funcionan tanto en situaciones fisiolégicas como de estrés
oxidante.

3.2.3 Regulacion por CK2. Nrf2 tiene aproximadamente 13 sitios potenciales
(Ser/ Thr) para ser fosforilados por la caseina cinasa 2 (CK2) (Pi et al., 2007).
Por estudios in vitro se ha visto que los dominios Neh4 y Neh5 son dos
regiones que pueden ser fosforiladas por CK2, lo cual provoca la translocacion

de Nrf2 al ntcleo (Apopa et al., 2008).

3.2.4 Regulacion por PKC. Se ha demostrado que la proteina cinasa C (PKC)

fosforila a Nrf2 en la Ser40 de su dominio Neh2, interrumpiendo la asociacion
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entre Nrf2 y Keapl, y promoviendo asi la translocacion de Nrf2 al ndcleo

(Huang et al., 2002).

3.2.5 Regulacion por MAP cinasas. Varios residuos de Ser/Thr de Nrf2 han
sido identificados como sitios de fosforilacién por varias MAPK (JNK1/2, ERK2,
p38 y MEKKS3/4) en células HEK293T. En general, la activacion de JNK1 y
ERK2 promueve la ruta Nrf2, mientras que la activacion de p38 la inhibe

(Huang et al., 2015).

3.3 Otras formas de regulacion
3.3.1 Acetilaciéon. Los co-activadores transcripcionales p300/CBP que
funcionan como acetilasas de histonas se pueden asociar a Nrf2 en respuesta
al estrés oxidante. Esta asociacion provoca la acetilacion de residuos de lisina
en la region de unién de Nrf2 (dominio Nehl) con el ADN, lo cual compromete

la capacidad de Nrf2 para unirse al ADN (Bryan et al., 2012).

3.3.2 Oncogenes. La activacion de los oncogenes K-RasG12D, B-RafV619E y
MycERT2 promueven la expresion del ARNm de Nrf2 y sus genes diana
(DeNicola et al., 2011). La regulacién transcripcional positiva puede implicar la
unién de Myc y Jun al promotor Nrf2, aunque no se conocen a detalle los
mecanismos. La expresion de Nrf2 conduce a la reduccion intracelular de ROS
y puede proporcionar un entorno mas favorable para la proliferacion celular del
tumor (Huang et al., 2015).

3.3.3 Modificaciones epigenéticas de Nrf2. La transcripcidbn de Nrf2 esta
suprimida en tumores de prostata de ratones TRAMP y células TRUMP-C1
tumorigénicas, debido a la hipermetilacion de CpGs en el promotor de Nrf2. La

metilacion del ADN es reversible al tratarse con diferentes compuestos como 5-
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aza-2’-desoxicitidina, tricostatina A, curcumina, tocoferoles o sulforafano
[Huang et al., 2015).

3.3.4 MicroRNAs. Los microRNAs que participan en la regulacion de Nrf2
incluyen miR-144, miR-28, miR-200, miR-34, miR-153, miR-27 y miR-142-5,
(Filipowicz et al., 2008). La sobreexpresion de uno de ellos o de varios reduce
los niveles de ARNm y proteina de Nrf2 (Bryan et al., 2012; Huang et al., 2015)
3.3.5 Proteinas que compiten por la union de Keap 1-Nrf2. Un estudio
reciente identific6 numerosas proteinas con motivos idénticos (o similares) al
motivo ETGE de Nrf2, que puede competir con Nrf2 para la union de Keapl,
estabilizando asi a Nrf2 (Komatsu et al., 2010; Hast, et al., 2013; Jiang et al.,
2015). Existen proteinas que poseen un motivo STGE que les permite
interaccionar y competir por su unién con Keap-1, evitando asi la degradacion
de Nrf2 y favoreciendo su posterior acumulacion. Algunas de estas proteinas
son la dipeptidil-peptidasa (DPP) 3, IkB quinasa (IKK), la fosfoglicerato mutasa
(PGAM) 5 y la proteina p62/SQSTM1 (Hayes y Dinkova-Kostova, 2014). El
motivo STGE de p62 puede potencialmente competir con el motivo ETGE de
NRF2. En consecuencia, la ubiquitinacion de Nrf2 mediada por Keapl es
atenuada, y la estabilidad de Nrf2 aumenta. La evidencia experimental sugiere
también que p62 tiene un papel en la regulacién de la degradacion de Keapl
por autofagia, alterando la capacidad de la célula para responder a diversas

tensiones a través de esta via (Bryan et al., 2012; Jiang et al., 2015).

Ademas de unirse a Keapl, otras proteinas pueden asociarse con Nrf2. Por
ejemplo, la proteina de reparacion de ADN BRCAl1l o la proteina
p21Cipl/WAF1 (Hayes et al., 2014). Esta ultima es una proteina inhibidora de

una quinasa dependiente de ciclina, uniéndose e inhibiendo los complejos
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CDK2 y CDK4, por lo que funciona como regulador del progreso del ciclo
celular a nivel de la fase G1. Se ha visto que p21 contiene un motivo KRR que
interacciona con los motivos DLG y ETGE de Nrf2 (Chen et al., 2009) y a su
vez la pérdida de p21 reduce sustancialmente los niveles basales e inducidos
de proteina Nrf2 y sus genes diana en células HCT116 e higado de raton

(Huang et al., 2015).

4. Activacion de Nrf2 como una alternativa terapéutica coadyuvante

en la enfermedad renal crénica

El estrés oxidante y la inflamacion se consideran la principal causa del
desarrollo y la progresion de la enfermedad renal cronica (ERC) (Nezu et al.,
2017). Existen evidencias experimentales que implican a las ERO como
mediadores primarios en la patogénesis del dafio renal producido por procesos
isquémicos, téxicos y reacciones antigeno-anticuerpo. Las ERO producen
lipoperoxidacién de las membranas y organulos celulares, especialmente en
segmentos del tubulo proximal generando dafio a la integridad celular y
alterando la capacidad de transporte celular y la produccién de energia (Castillo
et al., 2003). Datos experimentales obtenidos de ratones con insuficiencia renal
aguda (IRA) han mostrado que el dafio se expande del tabulo renal a la médula
y a la corteza, y la masa renal se reduce al quinto dia con la infiltracién de
células inflamatorias y la muerte de las células tubulares. Para el dia 14, la
mayoria de los tubulos restantes estan dafados (Nezu et al.,, 2017) y el
paciente desarrolla insuficiencia renal cronica (IRC). En contraste, el aumento
de la actividad de Nrf2 en los tubulos renales disminuye el dafio relacionado a

IRA y previene la progresion de IRA a IRC (Nezu et al., 2017). Ademas, se ha
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demostrado que en el epitelio renal de embriones de raton modificados
incapaces de activar a Nrf2, el sistema tubular KEAP1-Nrf2 desempefia un

papel critico en la morfogénesis renal (Noel et al., 2016).

Mientras que mas personas son diagnosticadas con IRC en todo el mundo, los
meétodos convencionales para su tratamiento como la dialisis o el trasplante no
son considerados la mejor solucién para controlar la enfermedad ya que son
muy costosos o ineficaces, por lo que la condicion se considera un problema de
salud publica que requiere una mayor investigacion (Choi et al., 2014). Es por
ello, que el sistema Keap-Nrf2 se ha propuesto como un blanco terapéutico
durante la infeccion renal crénica. Uno de los agentes inductores de Nrf2 que
se han puesto a prueba en ensayos clinicos como agentes terapéuticos es el
CDDO-metil éster o Bardoxolone, potente inductor de la via Nrf2 cuyas
propiedades se centraban en tratar la IRC avanzada en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2. El aumento de la tasa de filtracion glomerular en pacientes con
enfermedad renal se atribuyd a este medicamento administrado a largo plazo;
sin embargo, su estudio llegé hasta la fase 3 debido a problemas de seguridad
(Nezu et al., 2017). El estudio de posibles alternativas para mejorar la
expresion de la proteina Nrf2 en células de rifidn es un blanco terapéutico

importante para la prevencion y el control de la enfermedad renal.

5. Importancia de los péptidos en la defensa del hospedero

Se han reportado mas de 2900 péptidos antimicrobianos derivados de fuentes
naturales (Wang et al., 2018) los cuales son componentes importantes de la

respuesta inmune innata de los animales y vegetales. En los humanos este tipo
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de péptidos (PDH) se clasifican, segun tamafo, estructura y organizacion de
sus aminodcidos en tres familias: defensinas, catelicidinas e histaninas (Rivas-
Santiago et al., 2006). Estos péptidos se caracterizan por tener una secuencia
de entre 12 a 50 residuos, exceso de amino&cidos cationicos que les confieren
una carga positiva neta de +2 a +9 y ademas, son ricos en aminoacidos
hidrofébicos como Leu, lle, Val, Phe y Trp (Hancock y Sahl, 2006). Estas
caracteristicas les permiten a los péptidos actuar sobre la membrana de los
patégenos formando poros que llevan a la lisis del microorganismo, al inhibir la
biosintesis de la pared celular, la divisién celular o interfiiendo con procesos
intracelulares uniéndose al ADN, ARN vy ciertas proteinas (Haney y Hancock,
2012). La actividad bioldgica de los péptidos antimicrobianos a veces se pierde
a concentraciones fisiolégicas de sal, proteinas séricas, suero, lipoproteinas y/o
glucosaminoglicanos (Hilchie et al., 2013). Por ello, solo aquellos que pueden
matar directamente a los microrganismos en condiciones fisiol6gicas se
denominan péptidos antimicrobianos y aquellos que modulan el sistema
inmunitario para promover la eliminacion de patdégenos con o sin actividad
antimicrobiana en condiciones fisiolégicas y simultaneamente detienen los
efectos de la inflamacién excesiva, se llaman péptidos de defensa del
hospedero (PDH) (Wieczorek et al., 2010). Los PDH se caracterizan por reducir
los niveles de citocinas proinflamatorias producidas en respuesta a
microorganismos, modular la expresion de quimiocinas para favorecer el
reclutamiento de células inmunes, especies reactivas de oxigeno y de
nitrogeno, estimular la angiogénesis, mejorar la cicatrizacion de heridas, activar

a los leucocitos, diferenciar a los leucocitos y macrofagos (Hilchie et al., 2013) y
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promover la actividad proapoptética en células epiteliales y células T, y la

actividad antiapoptotica en neutrofilos (Hancock et al., 2016).

En general, los péptidos interaccionan con receptores (Hilchie et al., 2013), y
pueden atravesar facilmente la membrana plasmatica, por lo que se unen a
receptores intracelulares y esta unién conduce a la activaciéon de multiples vias
de transduccion de sefiales (NF-kB, CREB1, HIF1a, AP-1, AP-2 EGR1, PI3K,
p38) (Hancock et al., 2016), activando o desactivando mas de 900 genes en
macréfagos (Hilchie et al., 2013). Como resultado de las propiedades
multifuncionales de los PDH y la resistencia bacteriana creciente a los
antibiéticos convencionales, estas moléculas y sus derivados son candidatos
potencialmente novedosos para administrarse como farmacos antiinfecciosos e
inmunomoduladores terapéuticos, que presentan una baja o nula actividad
bactericida directa (Hancock et al., 2012). En la ultima década, ha habido un
especial interés por disefiar y desarrollar péptidos sintéticos, tomando como
referencia las caracteristicas de los PDH naturales. Una clase de péptidos
sintéticos con actividad antiinflamatoria demostrada la constituyen los péptidos
IDR (reguladores de la defensa inmune innata) los cuales son derivados de la
familia de las catelicidinas propiamente de la bactenecina bovina (Wu y
Hancock, 1999), la cual consta de 12 aminoacidos y a través de sustituciones
puntuales, aleatorias y eliminaciones de aminoacidos, se fue iterativamente
probando su capacidad de estimular la respuesta inmune y erradicar a los
microorganismos durante las infecciones bacterianas (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias de los péptidos IDR.

IDR Secuencia

1018 V-R-K-I-V-A-V-R-I-W-R-R-NH2

HH2 V-G-L-R-I-R-I-V-A-V-I-R-A-NH2

1002 V-G-R-W-L-I-V-W-R-I-R-L-NH2
1 K-S-R-I-V-P-A-I-P-V-S-L-L-NH2
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Se ha demostrado que los péptidos IDR-1002, IDR-1018 e IDR-HH2 pueden
inducir proteccion contra infecciones bacterianas tanto para bacterias Gram+
como Gram-, por medio de mecanismos inmunomoduladores que inhiben la
desgranulacion de neutrofilos mediada por LPS, la generacién de ERO y la
produccion de las citocinas proinflamatorias TNF-a y IL-10 (Niyonsaba et al.,
2013) sin tener accion directa contra los microorganismos (Rivas-Santiago et
al., 2013). Ademas, estos péptidos causan una disminucion de los efectos
proinflamatorios causados por los productos microbianos, limitando la
inflamacion potencialmente dafiina (Turner-Brannen et al., 2011; Niyonsaba et

al., 2013).

El péptido IDR-1 actua sobre la respuesta inmune innata del huésped. Se ha
demostrado que IDR-1 mejora la induccion de quimiocinas, especificamente
MCP-1, que favorece la acumulacion de monocitos y macrofagos en
infecciones sistémicas de bacterias multirresistentes en modelos de ratén y en
células mononucleares de sangre periférica humana, y suprime las citocinas

proinflamatorias estimuladas por LPS (TNF-a) (Niyonsaba et al., 2013).

El péptido IDR-1002 fue identificado como potente inductor de las quimiocinas
MCP-1, MCP-3, CXCL1, IL-8 y es capaz de potenciar la migracion de
leucocitos, neutrofilos PMN, monocitos y macrofagos al sitio de infeccion
causada por S. aureus y Escherichia coli en ratones (Haney y Hancock, 2012;
Niyonsaba et al., 2013) ademas de proteger contra infecciones por M.
tuberculosis (Rivas-Santiago et al., 2013) e inhibir la translocacion nuclear de

Nf -KB (Huante et al., 2016).
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El péptido IDR-1018, tiene actividad antibacteriana baja, pero su capacidad
inductora de quimiocinas (MCP-1 y MCP-3) es muy fuerte, lo que lleva a la
supresion de TNF-a inducida por LPS en células mononucleares de sangre
periférica. Algunas de las funciones que promueve este péptido son la
diferenciacion de los macrofagos humanos, la cicatrizacion de heridas, anti-
malarico y protege contra las infecciones pulmonares (Haney y Hancock, 2013)
causadas por cepas resistentes a multiples farmacos como S. aureus,
Plasmodium berghei y M. tuberculosis en ratones (Rivas-Santiago et al., 2013;

Niyonsaba et al., 2013).

El péptido IDR-HH2 modula la adhesion de neutréfilos y marcadores de
activacion y también es un potencial adyuvante para vacunas (Niyonsaba et al.,
2013) y para el tratamiento de infecciones causadas por M. tuberculosis segun
se ha propuesto a partir de estudios realizados en ratones (Rivas-Santiago et

al., 2013).

Dadas las propiedades terapéuticas de los péptidos, los PDH representan una
excelente opcion para ser desarrollados como tratamientos farmacoldgicos en
el control de enfermedades infecciosas y no infecciosas que cursan con
procesos inflamatorios, por su seguridad y tolerabilidad, ademas de su baja

complejidad de produccién y costo.

6. Farmacos derivados del modelado molecular

La busqueda de nuevas moléculas inductoras de Nrf2 en los ultimos afios se
ha visto impulsada por el desarrollo de ensayos in silico que han proporcionado

un modelo para la identificacion de nuevas moléculas pequefias activadoras de
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Nrf2, con potencial terapéutico. EI modelado molecular utiliza conceptos
tedricos y computacionales para estudiar la estructura y el comportamiento de
las moléculas cuyas estructuras tridimensionales se conocen o bien, su
estructura tridimensional puede ser generada in silico a partir de una prediccion
(Pérez et al.,, 2008). Esto conlleva a utilizar las denominadas técnicas de
docking que nos permiten conocer la interaccion de moléculas pequefias
(ligando) con macromoléculas biolégicas (receptores) asi como la conformacién
preferida de un ligando respecto a su receptor para adoptar una conformacion
estable y la afinidad de union de la interaccion, la cual es mas fuerte cuanto
menor es la interaccion. Esto se logra mediante programas que cuentan con un
importante componente matematico, para crear modelos tridimensionales de
receptores y ligandos en computadora, estudiando asi sus preferencias
conformacionales, la naturaleza y magnitud de las fuerzas interatbmicas que
gobiernan su interaccion, y analizando el comportamiento dindmico de cada

molécula por separado y de sus respectivos complejos (Pérez et al., 2008).

Un protocolo de acoplamiento molecular (docking) se caracteriza
tradicionalmente por dos aspectos: el docking o método seguido para
muestrear el espacio conformacional del complejo ligando-receptor y la funcién
de scoring utilizada para evaluar la afinidad de la interaccion ligando-
macromolécula. Este tipo de analisis trae consigo ciertas ventajas al
compararlo con otros métodos para descubrir moléculas con potencial
terapéutico. Algunas de las ventajas son su bajo costo, reduccién de tiempo de
investigaciéon y la comparacién entre teoria y datos experimentales, permitiendo
asi tener en cuenta un gran numero de compuestos in silico. En este sentido se

ha visto que los trabajos computacionales dirigidos para encontrar pequefias
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moléculas inhibidoras de la interaccion de Keap-1 con Nrf2, ya sea por scoring
en bases de datos o por generacion in silico de la molécula, se han realizado
con éxito encontrando asi agentes farmacoldgicos potenciales especificos
(Jiang et al., 2015) como el caso del inhibidor ML334 (Hu et al., 2013) o el

inhibidor Cdp16 ( Marcotte et al., 2016) por mencionar algunos.

JUSTIFICACION

La inflamacion y el estrés oxidante estan estrechamente relacionados. Por un
lado, la activacion de las células que regulan la inflamacién, especialmente las
células fagociticas, da como resultado un incremento en la concentracion de
especies reactivas de oxigeno, que causa estrés oxidante, dafio tisular y el
desarrollo de enfermedades como el cancer. Por el otro, las ERO, favorecen la
activacion de factores de transcripcion y de cascadas de sefalizaciéon
intracelular, siendo el factor nuclear kappa B (NF-xB) un regulador muy
importante que se encarga de iniciar y perpetuar la respuesta inflamatoria. En
este contexto, Nrf2, un regulador central de la expresion de los genes
antioxidantes, es ampliamente visto como una molécula anti-inflamatoria. De
hecho, la deficiencia de Nrf2 agrava la fisiopatologia de los trastornos
inflamatorios mientras que la activacion de Nrf2 resulta frecuentemente en la
supresion del estrés inflamatorio y la consecuente lesion de tejido. Se ha
reportado que la ausencia de Nrf2 puede incrementar la actividad de NF-«xB,
permitiendo el incremento en la produccion de citocinas y con ello la
inflamacion, a pesar de que NF-xB puede modular la actividad transcripcional
de Nrf2. Recientemente, en nuestro laboratorio se demostro que IDR-1002

inhibe en macréfagos la translocacion de NF-xkB al nucleo. Estos datos
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sugieren que la inhibicibn de la actividad de NF-xB por IDR-1002, podria

modular también la actividad de Nrf2.

El descubrimiento y desarrollo de inhibidores de la interaccién entre Keap-1y
Nrf2 es importante como una estrategia para el tratamiento o prevencion contra
varias enfermedades como lo es la enfermedad renal crénica. Actualmente, se
estan desarrollando varios métodos para activar selectivamente a Nrf2 al inhibir
la interaccion de Keap-1 con Nrf2. Uno de estos métodos de bajo costo y muy
eficiente consiste en el analisis molecular por computadora de las regiones de
interaccion entre Keap-1 y Nrf2, con la idea de disefiar moléculas con
especificidad y afinidad alta. Se ha demostrado que los inhibidores de la
interaccion Keap 1-Nrf2 son mas efectivos que los dirigidos a las cisteinas de
Keap 1, tal es el caso de las moléculas organicas de bajo peso molecular, asi
como péptidos cuyas secuencias se derivaron de los motivos DLG o ETGE del
dominio Neh2 de Nrf2. De acuerdo con el analisis in silico, el dominio de
interaccion de Nrf2 con Keap-1 es anidnico debido a la presencia de los
residuos aspartato y glutamato. Por lo consiguiente, es probable que los
péptidos catidnicos IDR puedan interaccionar con los motivos DLG o ETGE de
Nrf2 y promover asi la separacion de Keap 1 y la translocacion al nucleo de

Nrf2, donde ejerceria su actividad transcripcional.

Por los antecedentes expuestos, en este trabajo se propuso utilizar el
modelado computacional para analizar la estructura de los péptidos IDR y su
posible acoplamiento (docking) al dominio de interaccion de Nrf2 con Keap 1.
Tal estudio tedrico in silico se complementard& ademas con ensayos para
obtener evidencia experimental de la acumulacion de Nrf2 en el nucleo,
activada por estos péptidos. Estos dos enfoques, tedrico y experimental,
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conduciran a la identificacion y caracterizaciéon de una molécula que coadyuve
a la activacion y translocacion al nucleo de Nrf2, debido a que este factor es
esencial para aumentar la expresion de genes que codifican proteinas

antioxidantes, en respuesta al estrés oxidante.

La regulacion de procesos fisioldégicos con la administracion de moléculas que
mejoren las funciones celulares, al suprimir o controlar patologias
degenerativas infecciosas, inmunoldgicas y/o inflamatorias derivadas del estrés
oxidante, representaria un avance biotecnoldgico importante y tendria un

impacto significativo en la calidad de vida del humano.

HIPOTESIS

Los péptidos reguladores de la respuesta inmune innata (IDR) 1, 1002, HH2 y
1018 activan la translocacion al nucleo del factor de transcripcion Nrf2 en

células epiteliales de rifiébn HEK 293.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los péptidos IDR sobre la actividad del factor de

transcripcion Nrf2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la toxicidad de los péptidos IDR en células HEK 293 estimuladas

con péptidos IDR.
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2. Determinar la abundancia relativa citoplasmica y nuclear de Nrf2 en

células HEK 293 estimuladas con péptidos IDR.

3. Analizar in silico la interaccion de Nrf2 y Keap-1.
4. Evaluar in silico el acoplamiento molecular (docking) de los péptidos IDR
con Nrf2.

MATERIALES Y METODOS

1. Estudio bioguimico experimental

1.1 Péptidos

Los péptidos IDR 1 (KSRIVPAIPVSLL-NH2), HH2 (VGLRIRIVAVIRA-NH2),
1002 (VGRWLIVWRIRL-NH2) y 1018 (VRKIVAVRIWRR-NH2) son sintéticos y
estdn amidados en el carboxilo terminal. Estos péptidos fueron gentilmente
donados por del Dr. Robert EW Hancock (University of British Columbia,
Vancouver, Canada) por acuerdo de colaboracion con el Dr. Victor M. Baizabal

Aguirre.
1.2 Linea celular HEK 293

Los experimentos se realizaron en la linea celular HEK 293 (ATTC-CRL1573)
que proviene de células embrionarias de riibn humano (HEK, Human
Embrionic Kidney). Estas células estan transformadas con ADN adenoviral tipo
5 (Graham et al., 1977) y cuentan con el gen adenoviral E1 integrado en su
genoma, por lo que permite la replicacién viral de adenovirus recombinante,

gue carece de la region E1.
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1.3 Medio DMEM para el cultivo de la linea celular HEK 293

El medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (SIGMA No. Cat. D-5523) se
disolvié en 950 mL de H,O desionizada estéril, con agitacion suave y en frasco
estéril, se le afiadié 20 mM de HEPES, y el pH se ajusté a 7 con HCI 1N o con
NaOH 1N y se afor6 a un litro. El medio de cultivo se esterilizé por filtracion a
través de una membrana de nitrocelulosa con poro de 0.22 ym (Milipore) y se

etiqgueté como medio incompleto.

Para preparar el medio completo en condiciones de esterilidad, el medio de
cultivo incompleto se suplementé con 10% de suero fetal bovino (SFB) (SFB
Equitech-Bio), 1% de glutamina (GIBCO No. catalogo 35050-061) y 1% de
antibiético (penicilina y estreptomicina) (GIBCO No. catalogo 15240-062). El
medio se esterilizd por filtracidén y se distribuy6 en frascos estériles. Los frascos

con medio se almacenaron a -20°C hasta su uso.

1.4 Descongelacion y resiembra de la linea celular HEK293

El criovial con las células congeladas HEK 293 en nitrégeno liquido, fue
descongelado rapidamente a 37°C. Una vez que la suspension de células
estuvo completamente liquida, se centrifug6 el vial 5 min a 250 x g se decant6
el sobrenadante y se resuspendiéo en 1 mL de medio DMEM completo. Las
células se transfirieron a una caja de cultivo para células (CORNING 100 x 15
mm No. catalogo 430167) que contenia 9 mL de medio completo. Las células
se incubaron a 37°C con atmésfera de 5% de CO,, y 95% aire. Se monitoreo el
crecimiento de las células, haciendo los cambios de medio necesarios,
retirando el medio, lavando con 5 mL de PBS 2 veces y afiadiendo nuevamente

medio completo. Cuando las células llegaron a una confluencia del 85-90% se
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lavaron con PBS y se afadié 1 mL de tripsina al 0.05 % (CAISSON No.
catalogo TRL0O4-100 mL) se incub6é a 37°C por 3 min y se afadio 4 mL de
medio completo; se recolectaron las células en un tubo de fondo cénico de 15
mL y se centrifugd por 5 min a 250 xg. El sobrenadante se desechd y las
células se resuspendieron en 5 mL de medio completo, se procedié a contarlas
y se ajusto la cantidad de células requeridas por caja. Al final se completo la
cantidad de medio a 10 mL y se incubaron las células a 37°C, con atmdsfera de

5% de CO,, y 95% aire.

1.5 Mantenimiento de la linea celular HEK 293

El cultivo de la linea celular HEK 293 se mantuvo en medio Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) més
1% de glutamina y 1% de antibiético (penicilina y estreptomicina), a 37°C en

una atmosfera de 5% de CO; hasta llegar a una confluencia de 85-90%.

1.6 Analisis de latoxicidad de los péptidos IDR

La actividad hemolitica de los péptidos IDR 1002, HH2, 1018 y 1 se determind
en eritrocitos humanos. Se obtuvieron 4 muestras de sangre total en presencia
de 0.2 mg/ mL de EDTA y el paquete celular se lavd 4 veces con PBS por
centrifugacion a 1120 xg durante 5 min. La pastilla celular se resuspendio en
PBS, restituyendo el volumen original de la muestra sanguinea, lo que se
consider6é como una suspension de eritrocitos del 100%. El volumen final del
ensayo hemolitico fue de 200 pl con 1% de eritrocitos mas los péptidos a las
concentraciones de 5, 10, 25, 50 y 100 pug/ mL en tubos Eppendorf. En estos
ensayos se incluyeron los controles siguientes: un control negativo sin péptido

y un control positivo con 1% de Triton X-100 sin péptido. Este ultimo control se
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realiz6 en 7 diluciones dobles seriadas para obtener la curva estandar de
hemdlisis y realizar los célculos necesarios. Para determinar la cantidad de
hemoglobina liberada, las mezclas se incubaron a 37°C por 1 h, se
centrifugaron a 1120 xg por 5 min, se colocaron 100 pl en una placa de 96
pozos (Corning No. de Catédlogo 3598) y se midi6 la absorbencia del
sobrenadante a 540 nm en un espectrofotometro Thermo Scientific Varioskan
Lux. La integridad de los eritrocitos se calculé con respecto a la curva de
hemoglobina total liberada (control positivo). Los experimentos se llevaron a

cabo por duplicado.

1.7 Evaluacién de la viabilidad celular

La viabilidad de las células se determiné por ensayo de reduccion del bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol (MTT, SIGMA No. de Catalogo
M2128-250MG). La reduccion metabdlica del MTT por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa da lugar a la formacién de un compuesto de color
azul llamado formazan, que permite determinar la funcion mitocondrial de las
células tratadas. La técnica consistié en sembrar 2 x 10* células por pozo en
una caja de 96 pozos (Corning No. de Catéalogo 3598) en un volumen final de
100 pl de medio DMEM completo. Las células se incubaron 24 h para permitir
su adherencia y el medio DMEM completo se cambidé con extremo cuidado
para evitar desprender las células por medio DMEM incompleto. Se procedi6 a
incubar las células por 4 h y se afadieron los péptidos IDR 1002, 1018, HH2 y
1 a las concentraciones de 10, 35 y 50 pg/ mL . Se incluyd un control positivo
sin estimulo y uno negativo de medio DMEM sin células. Los controles y
ensayos se incubaron por 24 y 48 h, al término del cual se afiadieron 10 pl de
MTT (5 mg/mL) a cada pozo y se incubd por 4 h. El sobrenadante se retiré y se
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afiadieron 100 pl de solucion SDS al 10 % a cada pozo para disolver los
cristales de formazan. La concentracion de formazan se determiné por
absorbencia a 570 nm, obtenida en el espectrofotometro Thermo Scientific
Varioskan Lux en 100 ul de las muestras colocadas en una placa de 96 pozos
(Corning No. de Catélogo 3598). Todos los experimentos se realizaron por

triplicado.

1.8 Estimulacién de células HEK293 con los péptidos IDR 1, HH2, 1002

y 1018
Los experimentos se realizaron con células confluentes al 85-90% en cajas de
6 pozos en medio DMEM incompleto (sin suero, glutamina y antibiético).
Después de 4 h de incubacion se agregan por separado 10, 20 o 35 pg/mL de
los péptidos IDR-1002, 1018, 1 y HH2, o 10 pg/mL de los péptidos IDR-1002,

1018, 1y HH2, 0 7 y 50 uM de los péptidos IDR 1002 y 1018.

Las células se incubaron por 1 h y se recuperd la proteina (ver apartados
Extraccién de proteina y Extraccion de proteina total, citoplasmica y nuclear).
La proteina se cuantificd por la técnica de Bradford con albumina sérica de
bovino como referencia. Como control negativo las células HEK293 se

incubaron sin estimulo.

1.9 Extraccién de proteina
La proteina de células HEK293 control y tratadas con 0, 10, 20 y 35 pg/mL de
los péptidos IDR 1002, 1018, 1 y HH2 se obtuvo colocando en hielo la caja de
cultivo que contenia las células y se lavaron las células 2 veces con 1 mL de
PBS frio (4°C). Después, a cada pozo se afiadieron 80 ul de buffer de lisis frio

(20 mM de Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% Igepal CA-930, 10 mM de
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pirofosfato de sodio, 50 mM de fluoruro de sodio y 1ImM de orto-vanadato de
sodio) suplementado con 1X de inhibidor de proteasas (Roche No. de catélogo
04693116001) e inhibidor de fosfatasas (Sigma No. de catdlogo P-5726). La
proteina se recuperd raspando cada pozo con ayuda de una espatula de
plastico y los 80 pL se depositaron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. El lisado
obtenido se centrifugé a 4500 xg por 20 min a 4°C, el sobrenadante se
recupero y se conservo en congelacion (-20 ° C) hasta su uso.

1.10 Extraccion de proteina total, citoplasmicay nuclear

Se procedié de acuerdo con el protocolo REAP (Répido, Eficiente Y Practico)
descrito por Suzuki et al., (2010) para separar la proteina total, citoplasmética y
nuclear de las células tratadas con 10 ug/mL de los péptido IDR-1002, 1018, 1
yHH2y, 7 0 50 uM de los IDR 1002 y 1018. Las células contenidas en cajas de
Petri (Corning 30 x 10 mm, No. de catdlogo 430165) y a una confluencia de 85
a 90% se colocaron en hielo y se lavaron con PBS frio; la proteina se recupero
con 1 mL de PBS frio con ayuda de una espatula de plastico. El homogenado
se depositdé en un tubo de 1.5 mL, se centrifugé con un pulso y después de
descartar el sobrenadante se afiadiéo 1 mL de PBS-NP40 al 0.1% frio (10 mL de
PBS 10X, 1 mL de NP40 al 10%, 89 mL de agua) y se homogeniz6. Una
alicuota de 200 pL se transfirio a otro tubo y se etiquetd como total (T). Los 800
uL restantes del homogenado se centrifugaron a un pulso. Del sobrenadante
(SN) se tomo6 una alicuota de 200 pL y se etiquetd como citoplasma (C); el SN
se desecho y se afiadio 1 mL de PBS-NP40 0.1% frio a los 600 pL restantes de
la muestra principal. Se procedié a centrifugar a un pulso y el SN se desechd.
La pastilla se resuspendi6 en 80 pL de PBS-NP40 0.1% frio y se etiqueté como

nacleo (N). Las fracciones correspondientes a el total (T) y el ndcleo (N) se
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sonicaron 10 segundos, en 2 pulsos de 5 segundos cada una y 25% de
amplitud. A todas las muestras se les adiciond inhibidor de proteasas y
fosfatasas al 2%. Las muestras se conservaron en congelacion a - 20°C hasta

SuU uso.

1.11 Deteccion de Nrf2 por ensayo tipo Western Blot

La abundancia relativa de Nrf2 en células control y estimuladas con los
péptidos IDR (1, 1002, 1018 y HH2) se determind por ensayos tipo Western
blot (WB). Para esto, se procedié primero a separar las proteinas de las
diferentes fracciones (total, nuclear y citoplasmatica) por electroforesis en geles
de poliacrilamida desnaturalizantes SDS-PAGE al 10% a voltaje constante de
200 V en 25 mM de Tris, 192 mM de glicina y 0.05% SDS a 4°C por 1 h. Las
proteinas separadas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(PROTAN-PERKIN ELMER No.de catdlogo NBAO85CO01EA) a corriente
constante de 250 mA por 1 h en amortiguador de transferencia frio (25 mM de
Tris, 192 mM de glicina y 15% de metanol) y en agitacion. Al término de la
transferencia, las membranas se colocaron en una solucion de blogqueo
compuesta de leche descremada (Bio-Rad) al 5% p/v en TTBS (100 mM Tris-
HCI pH 7.5, 0.9% NaCl p/vy 0.1 % de Tween-20) en agitacion constante por 1

h.

Para detectar la abundancia relativa de Nrf2 en los extractos totales y
enriquecidos en proteina citoplasmatica y nuclear, se uso el anticuerpo primario
policlonal de conejo anti-Nrf2 (Santa Cruz, sc-722) a una dilucion 1:300 en
solucién de bloqueo. Como control de carga se detectdé 3-actina con anticuerpo

policlonal de ratén (Santa Cruz, sc-47778) a una dilucion 1:2500 en solucion de
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blogueo. Para los extractos obtenidos por fraccionamiento celular se uso
también el anticuerpo primario de cabra anti-laminina A/C (Santa Cruz, sc-
6215) a una dilucion 1:100. Las membranas que contienen las proteinas
separadas se incubaron en agitacién constante a 4°C con los anticuerpos
primarios durante toda la noche (18 h). Las membranas se lavaron con agua
destilada y TTBS a temperatura ambiente (3 lavados de 10 min c/u).
Posteriormente, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios
a una dilucién de 1:1000. Para detectar Nrf2 se uso6 el anticuerpo de cabra anti-
IgG-HRP de conejo (Santa Cruz, sc-2004); para B-actina el anticuerpo IgG de
cabra anti-lgG-HRP de raton (Santa Cruz sc-2031) y para laminina A/C el
anticuerpo IgG de conejo anti-lgG -HRP de cabra (Santa Cruz, sc-2768). Las
membranas se lavaron con agua destilada y TTBS (3 lavados de 10 min c/u) y
para generar la sefial de quimioluminiscencia se empled el kit Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate (Milipore Billerica, MA, USA). La
quimioluminiscencia se detectd con ayuda del equipo LI-COR donde se

expusieron las membranas por 12 min.

1.12 Analisis estadistico

Las sefales obtenidas de los ensayos tipo Western Blot se analizaron por
densitometria en el programa Image J version 1.50i (imagej.nih.gov/ij/). Las
unidades densitométricas se calcularon mediante la obtencién del cociente que
relaciona los valores numéricos de la intensidad de la banda correspondiente a
la proteina de interés entre la intensidad de la banda utilizada como control de
carga. Cada resultado fue comparado con la condicion control, se calculo la

media y la desviacion estandar n= 3 como minimo y se obtuvo el resultado
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estadistico utilizando el programa GraphPad Prism 7. En todos los casos se

considerd P menor de 0.05 como significativo.

2. Estudio tedrico-computacional

2. 1 Ensayo control de la interacciéon entre Nrf2 y Keap-1

La interaccion entre las proteinas Nrf2 y Keap-1 fue reportada en varios
trabajos (Tong et al., 2007; Fukutomi et al., 2014; Lo et al., 2006 y
Padmanabhan et al., 2006); sin embargo, para validar nuestro trabajo llevamos
a cabo un analisis control in silico de dicha interaccién de la manera siguiente:
primero se obtuvo la secuencia candnica de aminoacidos de la proteina Nrf2 de
humano, reportada en la base de datos UniProt (UniProtKB-Q16236-1,
NF2L2_HUMAN) y se identificaron las estructuras cristalizadas reportadas de
las proteinas Nrf2 y Keap-1 en formato PDB de la base de datos Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/). La secuencia canénica de Nrf2 se tom6 como
secuencia de referencia para los posteriores alineamientos con las secuencias
de aminoacidos de los fragmentos cristalizados de Nrf2 para identificar a que
dominios correspondian. Los alineamientos se llevaron a cabo con el programa
Mega Version 6. Una vez identificados los fragmentos y a cual dominio y
motivos de Nrf2 pertenecian, se seleccionaron los PDBs con el mayor nimero
de aminoacidos de la proteina Nrf2 y solo uno para cada motivo identificado.
De acuerdo a lo reportado previamente en la bibliografia se identificaron los
aminodcidos criticos para la interaccion de Nrf2 y Keap-1 y se analizaron con el

programa Discovery Studio.
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Los fragmentos proteicos de las estructuras cristalizadas seleccionadas de Nrf2
y Keap-1 se separaron con el programa Discovery Studio y se guardaron sin
moléculas de agua en formato PDB, en archivos separados. Para recrear la
interaccion entre Nrf2 y Keap-1 se utilizé el programa AutoDock Vina 1.1.2. A
las estructuras proteicas guardadas como PDB se les afiadieron los hidrogenos
polares y se guardaron en formato pdbqgt. Tomando a Keap-1 como el receptor
y a Nrf2 como ligando, se llevé a cabo el analisis con el ligando rigido y flexible.
El sitio de acoplamiento para el receptor y el ligando se definieron
estableciendo una regiébn con wuna dimensién suficiente para cubrir
completamente a la proteina receptora. Se llevo a cabo el acoplamiento con el
programa AutoDock Vina 1.1-2 para obtener el complejo receptor—ligando en
un solo archivo y la afinidad con la que se enlazan Keap-1 y el fragmento Nrf2.
Posteriormente se analizaron las interacciones de Nrf2-Keap-1 obtenidas y se

compararon con los datos reportados en la literatura.

2.2 Construccion in silico por homologia de péptidos IDR

Para la construccion de los péptidos IDR en las bases de datos UniProt
(http://www.uniprot.org/) o NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/) se buscaron
proteinas con secuencias homélogas a la secuencia de los péptidos IDRs, y se
seleccionaron aquellas que comprendian el mayor nimero de aminoacidos
homologos y poseian esa secuencia cristalizada. Se tomaron los fragmentos
homologos a los IDR con ayuda del programa Discovery Studio, y se procedio
a introducir mutaciones o afadir aminoacidos, empezando por el extremo
amino y luego el carboxilo, analizando cada cambio de amino&cido en el grafico

de Ramachandran para verificar la ubicacion de los aminoacidos y la
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conformacioén del péptido IDR que se iba generando. Se guardé el archivo del

péptido generado in silico en formato PDB.

2.3 Acoplamiento de los péptidos IDR generados in silico con Nrf2

Para la generacién de los conférmeros de los IDR con Nrf2, se ingreso el
fragmento cristalizado de la proteina receptora Nrf2 al programa AutoDock
1.5.6 y se agregaron previamente todos los hidrogenos polares. El archivo
modificado se guardd en formato pdbgt. Como ligando se tomé a cada uno de
los IDR (1, 1002, 1018, y HH2) modelados in silico en conformacién flexible y
se guardaron en formato pdbqgt. Se ajustdé la zona de interaccién en
coordenadas X, y, z, de acuerdo al programa, cubriendo al receptor en su
totalidad y se realizé el acoplamiento molecular con y sin exhaustividad de 20
en el programa Autodock Vina 1.1.2. De cada IDR se generaron 9 conférmeros.
Posteriormente, se realiz6 nuevamente el acoplamiento con Nrf2 para cada uno
de los 9 conférmeros de los IDR obtenidos en el paso anterior, pero ahora en
conformacion rigida. Se llevo a cabo este segundo acoplamiento con ligando
rigido para identificar las zonas de interaccion, los tipos de enlace y para

obtener el valor in silico de la afinidad.

2.4 Analisis in silico del acoplamiento molecular de los péptidos IDR

con Keap-1

En el programa AutoDock 1.5.6 se ingresé el fragmento de la proteina Keap-1
(obtenido de cualquiera de los PDBs seleccionados en el apartado Materiales y
Métodos 2.1) como molécula receptora y se le afiadieron todos los hidrégenos
polares, como ligando se realizaron analisis por separado, usando los péptidos

IDR modelados (ver apartado Materiales y Métodos 2.2). El analisis se hizo con
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el ligando flexible (péptidos IDR) y ambos archivos de receptor y ligando se
guardaron en formato pdbqt. Se ajusté la zona de interaccion del ligando con el
receptor en coordenadas X, Yy, z, de acuerdo al programa, cubriendo al receptor
en su totalidad y se realizé el acoplamiento molecular sin exhaustividad en el
programa AutoDock Vina 1.1.2. Posteriormente, se identificaron las zonas, los
aminoacidos y los tipos de enlace de interaccion en el programa Discovery

Studio.

2.5 Identificacién in silico de un péptido basado en un fragmento de la

proteina P21 con potencial efecto sobre la activacion de Nrf2

Se descarg0 la estructura cristalizada de la proteina p21 (WAF1/CIP1) de la
base de datos Protein Data Bank, la cual se encontr6 formando un complejo
con la proteina PCNA (Antigeno nuclear de células en proliferacion, PDB
1AXC). Se separaron los fragmentos correspondientes a la proteina Nrf2 (PDB
3WN?7) y el fragmento de la proteina P21 en el programa Discovery Studio y se

guardaron en formato PDB sin moléculas de agua.

En el programa AutoDock 1.5.6 se prepararon las moléculas. Se le afiadieron
los hidrégenos polares a Nrf2 y se hizo interaccionar con el fragmento
cristalizado de la proteina p21 (ligando) al que también se le afadieron los
hidrogenos polares y se trabajo en conformaciéon flexible. Ambos archivos,
receptor y ligando se guardaron en formato pdbqt. Para conocer la afinidad de
unién de las proteinas, el campo de interaccion se ajustdé para cubrir
completamente al receptor en coordenadas x, y, z y se realizd el andlisis de
acoplamiento en el programa AutoDock Vina 1.1.2. Los 9 conférmeros de p21

obtenidos de la interaccion con Nrf2 se volvieron a preparar en AutoDock 1.5.6,
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pero ahora con el ligando en conformacion rigida. EI campo de interaccion se
ajusté para cubrir completamente al receptor en coordenadas X, y, z, y se
realizé el acoplamiento molecular sin exhaustividad en el programa AutoDock
Vina 1.1.2. Se obtuvo la afinidad de cada conférmero de p21 con Nrf2, se
identificaron las zonas de interaccion, los aminoécidos y los tipos de enlace

involucrados.

RESULTADOS

A continuacioén, se describen los resultados obtenidos en este trabajo para

cumplir con los objetivos planteados.

1 Estudio bioguimico experimental

1.1 Efecto de los péptidos IDR sobre eritrocitos humanos

Conocer la actividad hemolitica de un compuesto que posee actividad bioldgica
potente es importante cuando se estan investigando nuevos candidatos a
farmacos. Si las moléculas a prueba son capaces de dafiar la membrana
plasmatica de eritrocitos, entonces pueden no ser apropiados en preparaciones
farmacoldgicas. Es por ello, que en este trabajo se determiné la actividad
hemolitica in vivo de los péptidos IDR 1, 1002, 1018, y HH2. Todos estos
péptidos mostraron una actividad hemolitica menor del 10%, que es el valor
maximo permitido recomendado (Amin, 2006). Reportamos el porcentaje de
integridad de los eritrocitos a concentraciones de 5 a 100 pg/mL
respectivamente. Cuando se probo IDR 1 el porcentaje de integridad de los
eritrocitos fue de 99% en ambos tratamientos (1% de hemdlisis); Para IDR

1002 la integridad fue del 91.5% al 99% (1% a 8.5% de hemodlisis); para IDR
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HH2 la integridad fue del 90.1% al 98.4% (1.6% a 9.9% de hemodlisis); sin
embargo, para el IDR 1018, que alcanz6 porcentajes de integridad de 98.5% a
5 pug/mL (1.5 % de hemdlisis), la integridad disminuyé a 89.1% cuando se
probaron concentraciones superiores a 50 pg/mL (10.9% de hemolisis) y un
86.5% de integridad (13.5% de hemodlisis) cuando la concentracion aument6 a
100 pg/mL (Figura 3). Estos resultados indican que los péptidos IDR 1, 1002 y
HH2 causan una hemdlisis moderada y aceptable (estadisticamente no
significativa a p<0.05) en las 5 concentraciones usadas 5, 10, 25, 50 y 100

pg/mL. Solo el IDR 1018 tuvo un efecto hemolitico significativo a 100 pg/mL.

100 dm s v 50 . - B 1002
I [ L 1018
R
HH2
50

Integridad de Eritrocitos Humanos (%)

“ D w° o &

Péptidos IDR pg/ml

Figura 3. Hemdlisis de eritrocitos humanos después de la interacciéon con los péptidos
IDR 1, 1002,1018 y HH2. La suspensién de eritrocitos al 1% fue incubada a 37°C con
concentraciones variables de 5, 10, 25, 50 y 100 pg/mL de cada uno de los IDR, por 1 h. La
hemoglobina liberada en el sobrenadante se determin6 por absorbencia a 540 nm. La integridad
de los eritrocitos se expresa como porcentaje normalizado de hemoglobina liberada con respecto
al total de hemoglobina obtenida por incubacién de una mezcla de reaccion incubada con 1% de
Tritdn X-100. Los valores se expresan como media de 4 muestras diferentes y DE * p <0.05.

1.2 Evaluacion de la viabilidad en células HEK293

Para conocer el efecto toxico de los péptidos IDR en la linea celular de rifién de
embrién HEK293 y cual era el intervalo de concentraciones y de tiempo en el

qgue los podriamos probar sin promover la muerte celular, se llevé a cabo el
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ensayo de MTT, el cual nos permiti6 demostrar que la viabilidad celular en
células HEK293 se afect6 moderadamente al ser tratadas las células con
concentraciones de 10, 35y 50 pg/ mL de los péptidos IDR 1, 1002,1018 y HH2
a 24 y 48 h. Los intervalos de viabilidad celular obtenidos a 24 h fueron: IDR 1
de 96 % a 100%; IDR 1002 de 94% 100%; IDR 1018 de 93% a 100%; IDR HH2
de 96% a 100% (Figura 4A). En 48 h el intervalo de viabilidad fue: IDR 1 de
84% a 90%; IDR 1002 de 88% a 96%,; IDR 1018 de 71% a 96%; IDR HH2 de

88% 89% (Figura 4B).
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Figura 4. Viabilidad celular de HEK293 después de la interaccion con los péptidos IDR 1,
1002, 1018 y HH2. Ensayo de MTT donde se trataron las células HEK293 a concentraciones de
péptidos IDR de 10, 35y 50 ug/mL a 24 y 48 h. (A) La viabilidad de las células tratadas con los
IDR durante 24 h se mantuvo por encima del 90%. (B) La viabilidad de las células tratadas por
48 se mantuvo por encima del 80%, cuando se trataron con los péptidos 1002, 1 y HH2, la
exposicion prolongada al péptido 1018 a 50 pg/mL fue perjudicial para las células HEK293. Las
barras representan la media, DE n=3, *p<0.05.
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Estos datos nos indican que los péptidos IDR 1, 1002, 1018 y HH2 alteran solo
moderadamente la permeabilidad de la membrana celular y este efecto se
mantiene a concentraciones de hasta 50 pg/mL a 24 y 48 h, siendo la
excepcion el péptido IDR 1018 que como se aprecia en los resultados a la
concentracion de 50 pg/mL y a 48 h indujo una reduccion significativa de la

viabilidad celular del 29%.

1.3 Abundancia relativa de Nrf2 en el extracto total de células HEK293

estimuladas con péptidos IDR
Andlisis previos realizados por nuestro equipo de trabajo mostraron, por una
parte, que el péptido 1002 inhibe la translocacion nuclear y con ello la actividad
del factor transcripcional NF-kB (Huante et al., 2016) el cual se conoce como
un antagonista de la actividad de Nrf2 (Wardyn et al., 2015), por lo que podria
suponerse que en esta condicion se ve favorecida la actividad de Nrf2. Por otra
parte, se observé también un leve efecto acumulador de Nrf2 causado por el
péptido 1002 en células RAW264.7 a 35 ug/mL por 4 h (A.H.M, datos no
publicados). Estos resultados nos dieron la pauta para pensar en un posible
efecto inductor de la actividad de Nrf2 por los péptidos IDR. Es asi que nuestro
ensayo de Western Blot mostrd que la incubacion por 1 h de HEK293 con 10 y
35 ug/mL del péptido IDR 1002 indujo la acumulacion de Nrf2 (Figura 5). IDR
1018 no caus6 un efecto significativo de acumulacion de Nrf2 a las
concentraciones ensayadas, mientras que 35 pg/mL de IDR 1 produjo un leve
incremento y IDR HH2 favoreci6 la acumulacion de Nrf2 a las tres

concentraciones ensayadas de 10, 20 y 35 ug/mL (Figura 5). Esto indicaria
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gue los péptidos 1002 y HH2 pueden provocar la acumulacion de Nrf2 en poco

tiempo (1 h) y a bajas concentraciones 10 pg/mL.

CTR 1002 1018 1 HH2
pug/ml 0 10 20 35 100 20 35 10 20 35 10 20 35
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Figura 5. Los péptidos IDR 1002, HH2 inducen la acumulacién de Nrf2 en HEK293 a bajas
concentraciones. Las células HEK293 se trataron con los péptidos IDR 1002, 1018, 1y HH2 a
concentraciones de 10, 20 y 35 pg/mL por 1 h (A'y B). Se detect6é por Western blot la presencia
de las proteinas Nrf2 (PM 100 kDa) y como control de carga a B-actina (PM 42 kDa). Cada
Western blot es representativo de 3 experimentos independientes. Se realizaron los analisis
cuantitativos de acumulacion de Nrf2 normalizados en unidades densitométricas, con respeto al
control sin tratamiento. Las barras representan la media, DE n=3, *p<0.05.

1.4 Abundancia relativa de Nrf2 en citoplasma y nucleo en células

HEK?293 estimuladas con péptidos IDR.

Se sabe que la generacion de antioxidantes ocurre cuando Nrf2 se transloca al
nacleo y se une al ADN, junto con las proteinas Maf pequefias en la region
promotora conocida como el elemento de respuesta antioxidante (ARE). Para
conocer si los péptidos inducian la acumulacion de Nrf2 en ndcleo, se realizé el

fraccionamiento subcelular de HEK293 con el fin de obtener proteina
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citoplasmatica y nuclear. Los ensayos tipo Western blot demostraron que los
cuatros péptidos activaron la acumulacién nuclear de Nrf2, siendo el péptido
IDR-1002 el que indujo la mayor acumulacién nuclear de la proteina Nrf2,

seguido por los IDR HH2, 1y 1018 (Figura 6).
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Figura 6. El péptido IDR-1002 promueve la translocacion nuclear de Nrf2 en células
HEK293. Las células HEK293 fraccionadas en extracto total, citoplasmatico y nuclear se trataron
con 10 pg/mL de cada uno de los péptidos IDR 1002, 1018, 1y HH2 por 1 h. (A) Se detecto6 por
Western blot la presencia de las proteinas Nrf2 (PM 100 kDa) y como control de carga a B-actina
(PM 42 kDa) y Laminina (PM 70 kDa). Cada Western blot es representativo de 3 experimentos
independientes. (B) Se realizaron los anélisis cuantitativos de acumulacién de Nrf2 normalizados
en unidades densitométricas, con respeto al control sin tratamiento. Las barras representan la
media + DE, n=3, *p<0.05 .
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Al ver que los péptidos 1018, 1 y HH2 mostraban un efecto activador de Nrf2
menor comparado con IDR-1002, se pensd que la concentracién de péptido
ensayado podria no ser suficiente para ver un efecto considerable. Por tal
razén se procedié a comparar el efecto de los péptidos IDR-1002 y 1018, que
son los que mayor y menor efecto inductor de Nrf2 mostraron respectivamente,
para saber si a una concentracion mas alta el efecto de IDR-1018 era tan
potente como el mostrado por IDR-1002. El efecto inductor a 10ug/mL se
mantuvo igual al tratar las células con IDR-1002 y 1018 a 7 uM (Figuras 7A'y

7B); sin embargo, al tratar las células con 50 yM no solo se observo un
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Figura 7. Comparacion de la acumulacion nuclear de Nrf2 inducida por los péptidos IDR-
1002 e IDR-1018 a dos concentraciones diferentes. (A) A concentraciones bajas de 7 uM solo
el IDR-1002 indujo significativamente la acumulacion de Nrf2 en nucleo. (B) El aumento de la
concentracion del péptido IDR-1018 a 50 uM indujo la acumulacién nuclear de Nrf2 por encima
de la causada por el IDR 1002. (A) y (C) Ensayos de Western blot que muestran el efecto de los
péptidos IDR-1002 y 1018 a concentraciones de 7 y 50 yM por 1 h, en células HEK293
fraccionadas en extracto total, citoplasmatico y nuclear. Se inmunodetecté por Western blot la
presencia de las proteinas Nrf2 (100 kDa) y como control de carga a B-actina (PM 42 kDa) y
Laminina (PM 70 kDa). Cada Western blot es representativo de 3 experimentos independientes.
(B) y (D) Se realizaron los andlisis cuantitativos de acumulacion de Nrf2 normalizados en
unidades densitométricas, con respeto al control sin tratamiento. Las barras representan la
media + DE, n=3, *p<0.05.
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aumento en la induccién nuclear de Nrf2 por el IDR-1002, sino que también el
tratamiento con el IDR-1018 mostré un aumento en la translocacién nuclear de
Nrf2 que fue mayor que el del IDR-1002 a la misma concentracion (50 pM)

(Figuras 7C y 7D).

De esta manera comprobamos que los péptidos IDR-1002, 1018, HH2 y 1
activaron la acumulacion nuclear de Nrf2. De estos cuatro péptidos, IDR-1002
fue el mas potente. En escala descendente de mayor a menor actividad
translocadora de Nrf2 al nucleo se obtuvo: IDR-1002 > IDR-HH2 > IDR-1 > IDR-

1018.

2. Estudio tedrico-computacional

2.1 Analisis in silico de la interaccion entre Nrf2 y Keap-1

El analisis de docking molecular nos ayuda a predecir la interaccién entre dos
moléculas, un receptor y un ligando, usando métodos computacionales.
Experimentalmente se ha visto que moléculas catiénicas pueden interaccionar
con la region anionica de Nrf2 (dominio Neh2, especificamente con los motivos
de baja y alta afinidad DLG y ETGE, respectivamente) la cual es el punto de
union con Keap-1. Tal interferencia favorece que el complejo Nrf2-Keap-1 se
mantenga separado y promueve la translocacion nuclear de Nrf2. Dados los
resultados previos obtenidos en la parte experimental de este trabajo, se
planted como objetivo investigar in silico si la acumulacién nuclear de Nrf2 se
debia a una posible interaccion directa de Nrf2 con los IDR ensayados, lo cual

evitaria su union con Keap-1 y promoverian su translocacion al nucleo.
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Figura 8. Secuencia de aminoacidos de Nrf2 de humano. Se destacan en rojo los motivos de
baja afinidad (DLG) y alta afinidad (ETGE) que interaccionan con Keap-1. UniProt (Q16236-1
NF2L2_HUMAN)

Para cumplir con este objetivo la secuencia proteica de referencia de Nrf2
humano se obtuvo de la base de datos UniProt (Q16236-1NF2L2_HUMAN) la
cual cuenta con 605 aminoacidos y un PM tedrico de 66 kDa, aunque
experimentalmente la proteina se detecta entre 95 a 110 kD (Lau et al., 2013)

(Figura 8).

Las estructuras cristalizadas de Nrf2 encontradas en la base de datos Protein
Data Bank (PDB) y UniProt fueron seis, las cuales solo correspondian a
estructuras co-cristalizadas del dominio Neh2 motivo DLG o ETGE de Nrf2 con
el dominio Kelch de Keap-1. De estas estructuras se seleccionaron cuatro que
correspondian dos a la region DLG (PDB: 3WN7 y 2DYH) y dos a la region
ETGE (PDB: 2FLU y 1X2R) (Figura 9), segun lo mostrado al hacer el
alineamiento de las secuencias en el programa Mega 6, tomando como

referencia la secuencia candnica de Nrf2 (Figura 10).
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MOTIVO DLG MOTIVO ETGE

PBD 3WN7 PDB 2DYH PDB 2FLU PDB 1X2R

MDLIDILWRQDIDLGVSR WRQDID
EVDFSQRQKDYELEKQ

AFFAQLQLDEETGEFL LDEETGEFL
Figura 9. Estructuras co-cristalizadas de Nrf2 con Keap-1. Separacion de los fragmentos de
los motivos DLG y ETGE del dominio Neh2 de Nrf2 (rojo) con el dominio Kelch de Keap 1 (azul)
por medio del programa Discovery studio. Se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente al fragmento de Nrf2 cristalizado de cada uno de los PDB, resaltando en rojo los
motivos DLG o ETGE.
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Flgura 10. Alineamiento de las secuencias de las estructuras co-cristalizadas de Nrf2 con
Keap-1. Comparacién de los fragmentos peptidicos de Nrf2 co-cristalizados (PDB: 3WN7, 2FLU,
2DYH y 1X2R) con la secuencia original de Nrf2, donde se marcan las regiones ETGE y DLG
compartidas. Analisis realizado en el programa Mega 6.

Las estructuras co-cristalizadas se analizaron en el programa Discovery Studio
con el fin de identificar las interacciones relevantes para la union de los
motivos DLG: PDB-3WN7: MDLIDILWRQDIDLGVSREVDFSQRQKDYELEKQ;
PDB-2DYH: WRQDID y ETGE: PDB-IX2R: LDEETGEFL y PDB-2FLU:
AFFAQLQLDEETGEFL del dominio Neh2 de Nrf2 con el dominio Kelch de

Keap-1. Se pudo corroborar que los aminoacidos de Keap-1: Arg415, Arg483 y
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Arg380 forman interacciones electrostaticas; Ser508, Ser555, Ser602 y Ser663
forman puentes de hidrégeno y Tyr334, Tyr525, Tyr572 forman uniones
hidrofébicas con ambos motivos de Nrf2, siendo para el motivo DLG GIn26,
Asp27, Asp29, Leu 30, Gly 31 y para el motivo ETGE Asp77, Glu78, Glu79,
Thr80, Glu82 los aminoacidos con mayor numero de interacciones con los

mencionados de Keap-1 (Cheng et al., 2015) (Tabla 2).

A pesar de que el niumero de aminoéacidos cristalizados de Nrf2 varia de un
PDB a otro, se observo que los aminoacidos de Keap-1 que interaccionan con
los motivos DLG y ETGE de Nrf2 son los mismos y estas interacciones se
mantienen sin variacion independientemente del tamafio de la region DLG o
ETGE cristalizada. Ademas, observamos que las secuencias de union de Nrf2
por Keap-1 son anidénicas debido a la presencia de los aminoacidos Asp y Glu,
por lo que se sugiere que los péptidos IDR de caracteristica catidénica podrian

interaccionar con los motivos DLG o ETGE de Nrf2.

Tabla 2. Aminoacidos que contribuyen en la interaccidn de Nrf2 con Keap-1.

Region, PBD y Nrf2 Keap-1 Cita
secuencia

DLG: 2DYH GIln 26 Asp 27 Ser 508 Ser 555 Ser 602 Tong, K. | et al,
WRQDID Asp 29 Arg 415 Asn 382 Tyr 384 2007
Tyr 525 Tyr572 Phe 57

DLG: 3WN7 Gln 26 Asp 27 Ser 508 Ser555 Ser 602 Fukutomi T et al,
MDLIDILWRQDIDL @ Asp 29 Leu 30 Arg 415 Arg 483 Arg 380 2014
GVSREVDFSQRQ Gly 31 Asn 382 Asn 414 Tyr 334
KDYELEKQ Gly 433 His 436 Gly 509
ETGE: IX2R Asp 77 Glu 78 Ser 508 Ser 555 Ser 602 Padmanabhan, B
LDEETGEFL Glu79 Thr80 Ser 363 Arg 415 Arg 380 et al., 2006

Gly 81 Glu 82 Arg 483 Asn 382 GIn 530

Phe 83 Glu 574 Tyr 354
ETGE: 2FLU Asp 77, Glu 79, Ser 508 Ser 555 Ser 602 Lo, S-C
AFFAQLQLDEETG @ Thr 80, Gly 81, Ser 363 Arg 415 Arg 483 et al., 2006
EFL Glu 82, Phe 83 Arg 380 Asn 382 GIn 530

Tyr 334 Phe 478
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2.2 Reproducibilidad in silico de la interaccion Nrf2 y Keap-1 en los

fragmentos 3WN7, 2DYH, IX2R y 2FLU

Después de identificar las interacciones importantes para la union de Nrf2 y
Keap-1 se corroboraron estas interacciones realizando un acoplamiento in
silico de estas estructuras en el programa AutoDock-Vina y se obtuvieron los
valores de afinidad de union de Nrf2 (motivo DLG y motivo ETGE) con Keap-1.
(Tabla 3). En el caso del andlisis con ligando (Nrf2) rigido, el programa genero
una sola zona de interaccion para los fragmentos con PDB 3WN7 y 2FLU y
varias zonas para los PDB 2DYH y 1X2R (Tabla 3). Los fragmentos con mayor
namero de amino&cidos para los motivos DLG y ETGE tuvieron mayor afinidad
(PDB 3WN7 = -23.1 kcal/mol y PDB 2FLU = -16.3 kcal/mol) para unirse al
dominio Kelch de Keap-1 que los de menor niumero de aminoacidos (PDB
2DYH = -14.9 a -11.9 kcal/mol y PDB 1X2R = -10.8 a -9.5 kcal/mol) y coincide
con los reportes que indican que las estructuras cristalizadas 2FLU y 3WN7
contienen los aminod&cidos suficientes para mantener la interaccion de Nrf2 con
Keap-1. La pérdida de cualquiera de ellos debilitara la union. Asi mismo, el
analisis flexible indic6 que la afinidad de los fragmentos mas grandes de Nrf2
disminuye considerablemente cuando cambia la conformacién espacial de la
proteina respecto a las estructuras reportadas por Fukutomi et al., 2014. Tong

et al., 2007; Lo et al., 2006 y Padmanabhan et al., 2006. (Tabla 3).

En el caso del analisis flexible las afinidades fueron bajas y el programa arroj6
varias zonas de interaccion lo cual indico que la alteracion de la estructuracion

de los fragmentos de Nrf2 modifico la interaccion con Keap-1 (Tabla 3).
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Tabla 3. Afinidades de unién (kcal/mol) de Nrf2 con Keap

Fragmento de Nrf2 en Andlisis Andlisis
Motivo PDB | el PDB Rigido Flexible
- No. de -
Afinidad Afinidad No. d
(kcal/mol) Irft%rr‘:sc?jn (kcal/mol) dols ey
3WN7 MDLIDILWRQDIDLGVSRE | -23.1 1 -46a-4.2 9
DLG VDFSQRQKDYELEKQ
2DYH WRQDID -10.8a-9.5 9 -7.0a-6.5 9
2FLU AFFAQLDEETGEFL -16.3 1 -5.8a-5.0 9
ETGE 1X2R LDEETGEFL -149a-11.9 5 -7.3a-6.8 9

Para el analisis de las interacciones, cuando el ligando Nrf2 es rigido, se
mantuvieron las interacciones importantes para la unién de Nrf2 con Keap-1
reportadas para ambos motivos (Figura 11) las cuales se mencionaron en la
Tabla 2, mientras que en el flexible ninguna de las interacciones de los
aminoacidos de Keap-1 (Ser 508,Ser 555, Arg 415, Arg 483, Ser 602,Ser 363,
Asn 382, Arg 380) que interaccionan con Nrf2 se mantuvieron, disminuyendo

asi la afinidad de union de ambas proteinas.

Al igual que los reportes de la literatura, observamos que el motivo DLG y
ETGE de Nrf2 se unen a Keap-1, principalmente por puentes de hidrégeno.
Solo en el andlisis rigido las interacciones importantes entre Keap-1 y Nrf2 se
mantuvieron, observando ademéas que los aminoacidos participantes para
sostener las interacciones se mantienen constantes independientemente del
tamafio del fragmento peptidico tomado para el motivo DLG o ETGE; sin
embargo, la afinidad de unién de Nrf2 por Keap-1 si cambia proporcionalmente
al aumentar el numero de aminoacidos de ambos motivos participantes de

Nrf2.
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Figura 11. Acoplamiento con ligando (Nrf2) rigido realizado con AutoDock Vina que
muestra a los aminoacidos que contribuyen a la interaccion entre Nrf2 y Keap-1. Las
flechas amarillas sefialan los aminoacidos importantes de Nrf2 para mantener las interacciones
con los aminoécidos de Keap-1 sefialados con flechas azules. (A) Motivo DLG de Nrf2
interaccionando con Keap-1 dominio Kelch (nube en gris); PDB 3WN7. (B) Motivo ETGE de Nrf2
interaccionando con Keap-1, dominio Kelch (nube en gris); PDB 2FLU. Archivo analizado en
Discovery Studio.

Dado que para impedir la retencidon y ubiquitinacion de Nrf2 y favorecer su
actividad basta con separar el motivo de baja afinidad DLG de Nrf2 de Keap-1 ,
después de realizar el alineamiento, corroborar las interacciones importantes y
de obtener la afinidad de unién de Nrf2 con Keap-1 de cada PDB, se decidio
trabajar principalmente con la estructura 3WN7
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(MDLIDILWRQDIDLGVSREVDFSQRQKDYELEKQ) ya que es el fragmento
que posee mayor numero de aminoacidos y la mejor afinidad de union de Nrf2
con Keap -1. Para algunos analisis se utilizé el PDB 2FLU correspondiente a la

region ETGE.

2.3 Construccion in silico de péptidos IDR 1, 1002, 1018 Y HH2 por

homologia

Para poder analizar si los péptidos IDR podrian interaccionar con Nrf2 se
realiz6 el modelado in silico por homologia secuencia-estructura de los mismos.
Se revisaron el mayor nimero de proteinas con las secuencias mas parecidas
para validar la estructuracion de los péptidos y se tomaron los que contenian el
mayor numero de aminodcidos consecutivos, con un porcentaje alto de
identidad y cuya estructura estuviera cristalizada (Figura 12). Este ultimo factor

redujo significativamente el nimero de secuencias a considerar.

La busqueda de estructuras homologas nos permitié ver un patrén de
estructuras que se repetian. Para el caso de las proteinas con secuencias
similares a los IDR 1002 y 1018, las secuencias se tornaban mas como alpha
hélice, lo cual concuerda en el caso del IDR 1018 con el tipo de estructura
reportada por Wieczorek et al. (2010), y para el IDR 1 y HH2 como beta
laminas, con ligeras curvaturas en los extremos amino y carboxilo, y la region

central.
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1.0R1002 VARML | VR | RK | [{ orro BLRIRVAV I RA
2.4JYJ V-RML - -WR - -- |pss20 BLRIRV - - - - -
3.20vP [ --VHBR | R - 3 1U00 --BMIBVAYV - - -
1.IDR1018 VRL IVAVR | BRR 1. 0R1 KER!|I VPAIPVELL
2.5UMO . . .. .. VR I MRR 21xa0 |- -HIVEBAIHR- - - -
3. 4BIN --VAVR -B - - 330X ---1VP-1PVE- -
4 3QPT -RL---VRIBR - 4.5LQ3 - - - - - - A-PVvEBLL
5. 5E06 EEE -E - - - - - 5 2Y38 BRivVvE---- - - -
6. 1V4A -Liva -B-B- - 6.5TOQ |- - - - - - A-PvBLL
7.2M72 VEL]I - - - - - . 7.3cMMm - -Rl1 -BA1 -VELL
8 1N1B -BEE -BEN - - - 8.INUP KEBIR!I - - - -PV-LL

Figura 12. Alineamiento de las secuencias proteicas cristalizadas homoélogas a los IDR.

Tomando como molde la secuencia que abarcara la mayor identidad a los IDR,
se procedié a mutar (en rojo) y completar la secuencia con los aminoacidos
correspondientes a los péptidos IDR (en verde). Dado que estos péptidos
fueron sintetizados amidados, se afiadié un grupo amino terminal (en amarillo)

(Tabla 4).

TABLA 4. Secuencias proteicas homélogas usadas para la construccion de los IDR. En
rojo se muestran los aminoacidos mutados, en verde los afiadidos y en amarillo un grupo amino
agregado

Péptido Secuencia de las Secuencia de los IDR
IDR proteinas homodlogas

1002 43YJ V-RWL--WR - - VOQORWLIVWR

1018 1V4A --LIVA-R-W- - LIVAVRIW
1 1XA0 --RIVPAIP ---- RIVPAIP

HH2 1U00 --RIRVAV - - - RIRVAV
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Figura 13. Modelos construidos por homologia de los péptidos IDR 1, 1002, 1018 y HH2
disefiados con el programa Discovery Studio. En la parte superior se aprecian los IDR
modelados y en la parte inferior el grafico de Ramachandran de cada uno. Las zonas blancas en
el grafico corresponden a regiones estéricamente no permitidas para la unién entre aminoacidos.
Las regiones contorneadas en azul corresponden a conformaciones donde no hay impedimentos
estéricos, es decir estas son zonas permitidas llamadas conformaciones B-laminares (1°
cuadrante) y a-hélices (3° cuadrante). Las zonas contorneadas en rosas muestran las regiones
que permite que los atomos puedan estar un poco mas cercanos y corresponde a una hélice con
giro hacia la izquierda. Cada punto corresponde al angulo de union entre aminoacidos.
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Conforme se completaba la secuencia homdloga, para validar la estructura de
los péptidos se analiz6 en el grafico de Ramachandran la conformacion que iba
adoptando. El gréfico mostré que la estructuraciéon de los péptidos era estable y
probable, ya que los éangulos de torsion ¢ (N-Ca) y vy (Ca-C) de los
aminoacidos no mostraron restricciones conformacionales, pues los angulos de
unioén tuvieron valores dentro de las zonas permitidas (contorno azul y rosa).
Ademas, se indica, segun la posicion de los puntos, el tipo de estructura a

adoptar, a-hélice o B-laminar como se observa en la Figura 13.

2.4 Acoplamiento de los péptidos IDR generados in silico con Nrf2

Después de realizar el disefio de los péptidos IDR, se procedi6é a realizar el
analisis tipo docking de estos con Nrf2 y ver si habia una posible interaccion.
Para ello se analizo la interaccion de Nrf2 (motivo DLG) con los péptidos IDR.
El programa Autodock Vina 1.1.2, arrojo 9 conférmeros en cada caso (Figura
14). Cada uno de estos conférmeros se analiz6 con un docking rigido de Nrf2
con el péptido para conocer si alguno de sus aminoacidos interaccionaba con
los aminoacidos de Nrf2 que son importantes para su uniéon con Keap-1 y
obtener los valores de afinidad a Nrf2. Se analizaron cada uno de los
conférmeros arrojados por el programa, en base a criterios de afinidad,
interaccion del péptido con aminoacidos importantes de la union Nrf2—Keap-1y

la conformacién del péptido (Figura 14).
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Criterios de seleccion :

e Afinidad.
IDR 1002 e Aminoacidos de Nrf2 (DLG) que interaccionan con el péptido.

e Conformacién del péptido.
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
Afinidad = Afinidad = Afinidad =
-20.1 kcal/mol - 21.1 kcal/mol -19.8 kcal/mol

ASP29
Modelo 4 Modelo 5 Modelo 6
Afinidad = Afinidad = Afinidad =
-22.2 kcal/mol -19.4 kcal/mol - 20.0 kcal/mol
ASP29 ASP29 ASP 29
Modelo 7 Modelo 8 Modelo 8
Afinidad = Afinidad = Afinidad =
- 19.8 kcal/mol -13.9 kcal/mol -17 kcal/mol
GLN26

Figura 14. Conférmeros de IDR-1002 interaccionando con Nrf2. Se muestra su afinidad con
Nrf2 y su unién con los aminoacidos del motivo DLG importantes para su interaccion con Keap-1.

Se observé que los 4 IDR modelados se unieron a Nrf2 con una alta afinidad y
en la zona de interaccion de Nrf2 con Keap-1 (Figura 15 ); sin embargo, el
péptido 1002 es el que mas conférmeros posee con uniones en los
aminoacidos de Nrf2 que interaccionan con Keap-1 (Glu26, Asp29, Leu30,
Gly31) con las afinidades de union mas negativas (-22.2 a -13.9 kcal/mol)

cercanas a las de la interaccion de Nrf2 y Keap-1 (-23.1 kcal/mol).
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1018-Nrf2 DLG 1-Nrf2 DLG

Figura 15 .Acoplamiento de los péptidos IDR generados in silico con Nrf2. (A) Union del
motivo DLG de Nrf2 (rojo) con Keap-1 (azul). (B) Diferentes conférmeros (amarillo) obtenidos de
los IDR al interaccionar con Nrf2 (rojo). Analisis con exahustividad de 20.

De esta manera se tendria en orden decreciente de afinidad y en niamero de
conférmeros que se unen a Nrf2 en su motivo DLG a los IDR 1002, IDR 1018,
IDR HH2 e IDR 1 (Figura 16). Este efecto jerarquico y de unién del IDR 1002
se mantuvo al realizar diferentes tipos de andlisis flexibles y rigidos con Nrf2 y

los péptidos (Material suplementario).
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£ . £ & : ) HH2
. IDR-1

MNo. de Conformero

Figura 16. Afinidad del motivo DLG de Nrf2 por los IDR. Anélisis exhaustivo sin hidrogenos
polares.

Para poder dilucidar mejor el comportamiento de los péptidos IDR se analizé
solo la afinidad de union de los mismos con la zona ETGE (PDB 2FLU) sin
hidrogenos polares en un analisis flexible con exhaustividad, observando el
mismo comportamiento de los péptidos. Al comparar su unién con el motivo
DLG siendo el IDR 1002 el que mayor afinidad tiene por la unién a Nrf2 (Figura
17). Estos resultados tedricos y los datos obtenidos experimentalmente
concuerdan e indican que IDR 1002 podria unirse a Nrf2 y bloguear su unién
con Keap-1 y por ello seria considerado el péptido IDR con mayor capacidad

para inducir la acumulacién de Nrf2.

b ~—1002
_ 1018
1 | HH2

' IDR1

afinidad [k

Mo, de Conformero

Figura 17. Afinidad del motivo ETGE de Nrf2 con los IDR. Analisis exhaustivo sin hidrogenos
polares
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2.5 Analisis in silico del acoplamiento molecular de los péptidos IDR

con KEAP-1

Para conocer a que proteina del complejo Nrf2-Keap-1 se unian
preferentemente los péptidos IDR, se hizo un analisis in silico del acoplamiento
de Keap-1 con los IDR. Se observo que la afinidad de unién de los IDR por
Keap-1 es mucho menor comparado con los obtenidos con Nrf2, lo que

concuerda con el hecho de que los péptidos, al ser catidnicos prefieren unirse a

las regiones anionicas de Nrf2 (Figura 18).

Rango de afinidad (kcal / mol)
-6.1la-54 -6.0a-5.4 -5.8a-5.0 -7.0a-5.6
Figura 18. Conférmeros obtenidos de la interaccion de los IDR con Keap-1. Analisis no

exhaustivo sin hidrogenos polares. Se muestra el dominio Kelch de Keap-1 en azul y los
conformeros en amarillo.

2.6 ldentificacion in silico de un péptido basado en un fragmento de la

proteina P21 con potencial efecto sobre la activacion de NRF2

Un comportamiento muy similar al de los IDR con Nrf2 es el reportado
experimentalmente para la proteina P21 (Chen et al., 2009) que contiene un
motivo KRR que puede interactuar con los motivos DLG y/o ETGE de Nrf2 y
unirse a este para impedir su union con Keap-1, y favorecer asi la acumulacion

nuclear de Nrf2. En este contexto se decidi6é probar in silico si el fragmente de
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18 aminoacidos (RQTSMTDFYHSKRRLIFS) cristalizado de P21 podria tener

un efecto similar a los IDR en cuestion de afinidad y estructuracion por Nrf2.

Los resultados de la interaccion de Nrf2 con P21 flexible mostraron una
afinidad de unidn en un rango mayor (-17.4 a -26.2 kcal/mol ) a los reportados
con los IDR en este trabajo por Nrf2 y Keap-1 (-23.1 kcal/mol). Asi mismo, los
valores abarcan los reportados para la interaccion de Nrf2 e IDR 1002, 1018,
HH2 y 1, siendo los de 1002 los mas altos (-23.3 kcal/mol) por lo que
podriamos decir que los péptidos IDR in silico tienen un comportamiento muy
similar en estructura, acomodo y afinidad a la interaccién de P21 con Nrf2 y
esto nos permite proponer un nuevo fragmento peptidico con posibilidad de ser
analizado como un candidato para el desarrollo de un activador de Nrf2,
dirigido para unirse a esta proteina y asi evitar su union a Keap-1 y favorecer

con ello su acumulacion y actividad (Figura 19).

Afinidad de unién (kcal/mol) de NRF2 motivo DLG +

P21 1002 1018 1 HH2

-24.4 -23.3 -19.8 -17.2 -19.3
GLN26, ASP29, GLN26, ASP27, | LEU30,GLY31 | GLN26.ASP27. | GLN26,
GLY31 ASP23, GLY31 ASP29 ASP27, ASP29

Figura 19. Comparacion de la union de Nrf2 con P21 y los IDR. Anélisis del mejor conférmero
obtenido de cada péptido IDR (en blanco) interaccionando con Nrf2 (en rojo), con respecto a un
conférmero de P21 interaccionando con Nrf2. Analisis no exhaustivo con hidrégenos polares.
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DISCUSION

Nrf2 es un factor transcripcional de suma importancia para el control del estrés
oxidante. Se ha visto que su deficiencia se relaciona con el desarrollo de
enfermedades que cursan con inflamacién crénica, cuyos prondsticos de
recuperacion son muy bajos. Tal es el caso de la insuficiencia renal aguda
donde la poca o nula actividad de Nrf2 conduce a la insuficiencia renal crénica
que, segun registros del INEGI en 2016, se encuentre entre las 10 primeras

causas de muerte en nuestro pais.

Varios estudios experimentales han demostrado que la actividad de Nrf2 en
etapas tempranas de la lesion renal previene y detiene la muerte celular (Nezu
et al., 2017). Por lo tanto, Nrf2 representa una proteina cuya modulacion tiene
un potencial farmacolégico muy importante para el control de este tipo de

patologias.

Existen compuestos naturales o sintéticos (Curcumina, Sulforafano,
Bardoxolon) activadores de Nrf2 que se encuentran disponibles para la venta al
publico y se caracterizan por ser reguladores de la principal via de control de
Nrf2, es decir, en la que interviene Keap—1. Los tres compuestos mencionados
son principalmente inhibidores indirectos de la interacciéon de Keap-1 y Nrf2,
pues al ser electrofilicos reaccionan con los residuos de Cys de Keap-1 y
favorecen la disociacion del complejo y la actividad de Nrf2. A pesar de que
estos compuestos tienen valores inducibles aceptables de Nrf2, presentan la
desventaja de interaccionar no solo con Keap-1 sino también con las Cys de
otras proteinas (Sun et al., 2014). Por ello, se ha tratado de investigar mas
profundamente sobre posibles activadores de Nrf2 con alta especificidad de

unién como lo son las pequefias moléculas organicas o péptidos, dirigidos para
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intercalarse en la zona de interaccion de Nrf2 y Keap-1 (Bertrand et al., 2015).
En relacién con esta busqueda, una de las técnicas adoptadas para estudiar si
una molécula tiene esta propiedad es aplicar técnicas computacionales (Pérez
et al., 2008).

En este contexto, este trabajo se enfoco a investigar si los péptidos reguladores
de la respuesta inmune innata, también conocidos como IDR, promovian la
actividad de Nrf2, mediante técnicas bioquimicas e in silico. La razon de probar
estos péptidos surge de la observacion de que los IDR pueden controlar una
infeccion no matando directamente al microorganismo que la esté causando,
sino modulando la respuesta inmune para atraer quimiocinas al punto de
infeccion y destruir al patdogeno, evitando con ello una respuesta inflamatoria
exacerbada (Wieczorek et al., 2010). Dado que la inflamacion es una
consecuencia del estrés oxidante y los IDR tiene propiedades antiinflamatorias,
se pensd que también podrian modular la actividad de Nrf2, al ser éste un
factor transcripcional que modula negativamente la inflamacién. Esta hipotesis
también se basa en que el factor de transcripcion pro-inflamatorio NF-xB es
inhibido por efecto del IDR-1002 en macr6fagos (Huante et al., 2016 ) y a su
vez se sabe que la disminucién de la actividad de NF-kB cursa con un aumento
de la actividad de Nrf2 (Wardyn et al., 2015).

Aunque se observo que los cuatro IDR ensayados indujeron la translocacion de
Nrf2 al nucleo, el péptido que mayor efecto tuvo fue 1002, seguido de HH2, 1y
1018. La capacidad inductora de 1002 sobre Nrf2 se obtuvo a concentraciones
tan bajas como de 10 pg/mL. La estandarizacion de concentraciones en UM
para dilucidar si el efecto era el mismo para los péptidos con mayor y menor

acumulacion nuclear detectada de Nrf2, utilizando a los IDR 1002 y 1018

57



respectivamente, mostré que a bajas concentraciones (7 uM) no hubo cambio
en lo mostrado anteriormente. Sin embargo, el incremento de la concentracion
a 50 uM (en los limites permitidos para ser usado el IDR 1018) provocd un
aumento considerable de la acumulacién de Nrf2. Estos datos indican que
probablemente las concentraciones probadas deban variarse en cada péptido
para obtener el incremento de la concentracion nuclear de Nrf2 sin llegar a
afectar la viabilidad celular.

Debido a que los IDR mostraron efecto de activacion de Nrf2, se procedio al
andlisis computacional para conocer mas detalladamente las interacciones que
conducen a la accion inductora de los IDR. Los analisis teéricos de este tipo
han mostrado ser efectivos para conocer la manera como interaccionan dos
proteinas y a la vez han ayudado al descubrimiento de nuevos inhibidores de la
interaccion proteina-proteina como en el caso de Nrf2 y Keap-1. Dado que los
péptidos IDR son ricos en aminoacidos catiénicos se pens6 que estos podrian
competir con Keap-1 para unirse a Nrf2, cuya region de interaccion es de
naturaleza anionica. Para probar esta hipétesis se identificaron los principales
aminoacidos responsables de la interaccion de Nrf2 con Keap-1. Nrf2 posee en
su dominio Neh2, el motivo DLG de baja afinidad de unién con Keap-1 vy el
motivo ETGE cuya afinidad es alta por Keap-1. El motivo DLG se une a Keap-1
por medio de los aminoacidos GIn26, Asp27, Asp29, Leu30 y Gly31, y el motivo
ETGE se une a Keap-1 por los aminoacidos Asp77, Glu78, Glu79, Thr80 y
Glu82 a una regién rica en Arg, Ser y Tyr de Keap-1 (Cheng et al., 2015). Los
analisis de acoplamiento molecular del motivo DLG de Nrf2 generaron valores
de afinidad por Keap-1 de — 23.1 Kcal/mol. Al realizar los acoplamientos de los

IDR con Nrf2, los conférmeros de los IDR se analizaron en base a la
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conformacién estructural, a la afinidad y a los puntos de contacto con los
aminoécidos que son importantes para la union a Keap-1. Esta forma de
clasificar si un conférmero podria tener la capacidad de provocar algun efecto
en Nrf2 indico que los cuatro IDR podian unirse a Nrf2 en su region DLG y con
afinidades de unién en algunos conférmeros superiores a las de Nrf2-Keap-1.
Los andlisis de diferentes tipos de acoplamientos y la clasificacién de los
conférmeros con base en estos tres criterios, mostro en primer lugar al IDR-
1002 de manera consistente con afinidades de -23.3 a -18.5 Kcal/mol e
interacciones en GIn26, Asp27, Asp29 y Gly31. Le siguié IDR-1018 con
afinidades de -21.2 a -19.1 Kcal/mol e interacciones en GIn26, Asp27, Asp29 y
Gly31. Después, IDR-HH2 con afinidades de -18.7 a -17.2 Kcal/mol e
interacciones en GIn26, Asp27 y Asp29, por ultimo, IDR-1 con afinidades de -
19.3 a -16.7 Kcal/mol e interacciones en GIn 26, Asp27 y Asp29. Estos
resultados revelaron que los IDR podrian intervenir como péptidos inhibidores
de la interaccién proteina-proteina, al competir con Keap-1 por Nrf2 (Figuras
suplementarias 1 y 2) y dados los resultados bioquimicos experimentales se
observé que hay una relacién directa entre la acumulacién observada de Nrf2
en ndcleo y las afinidades, interacciones y conformaciones obtenidas excepto
para el caso del IDR 1018, cuya acumulacién nuclear fue la menor de los 4
péptidos y en afinidad ocupo el 2° lugar, recordando que los analisis in silico se
realizan simulando un ambiente aislado, esta discrepancia entre analisis
tedricos y experimentales podria deberse a que el ambiente en el que se
encuentra actuando el péptido in vivo genera cambios en las interacciones de
union del péptido con respecto a Nrf2. Este comportamiento también sugiere

qgue el numero de conformaciones probables de los IDR y la afinidad respecto a
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Nrf2 podrian ser la causa de los resultados experimentales. Por ejemplo, al
incrementar la concentracion de IDR-1018 de 7 pM a 50 pM, el namero de
microestados (conférmeros) de este péptido se elevarian (de acuerdo con la
distribucion de energia de Boltzmann), dando como resultado un cambio de
entropia positivo y un aumento significativo de la probabilidad de que el péptido
adopte una conformacién apropiada inhibidora de la interaccién entre Keap-1y

Nrf2.

A la fecha no se ha descrito un activador comercial que compita con Keap-1
por su union a Nrf2, que es el tipo de efecto que vemos causarian los IDR.
Recientemente, se identificé a la proteina P21 como un activador de Nrf2. Al
parecer P21 interacciona directamente con Nrf2, desplazando asi la interaccion
con Keap-1 (Chen et al.,, 2009). Por consiguiente, se planted obtener la
estructura cristalizada de los 18 aminoacidos de P21 que forman la region de
unién con Nrf2 y analizar el acoplamiento con Nrf2, con el fin de comparar
estos resultados con los obtenidos con los IDR. El analisis de esta region
peptidica mostr6 conférmeros con una afinidad superior (-24.4 kcal/mol)
comparandolas con la de Nrf2 por Keap-1 y los valores de interaccién un poco
inferiores de los IDR con Nrf2. Ademas, el péptido de 18 aminoacidos de P21
adopté una conformacion similar a los IDR y se pudo detectar también
interaccidén con los aminoacidos de Nrf2, GIn26, Asp29 y Gly31. P21 posee un
motivo altamente positivo formado por los aminoacidos KRR, que son
fundamentales para unirse a Nrf2. Este motivo se parece a un motivo RIWRR
de IDR 1018 y RIR del IDR 1002, lo cual pudiera explicar la similitud de unién
con Nrf2. Los andlisis in silico para el analisis de la interaccion de los péptidos

con Nrf2 permitié proponer al motivo DLG de Nrf2 como el lugar de accion de
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los péptidos IDR. Indudablemente, se requieren méas estudios teoricos y
experimentales para confirmar estos primeros hallazgos, por lo que en un
futuro se pretende analizar si la translocacion nuclear de Nrf2 observada
realmente estd ejerciendo un efecto antioxidante, para lo cual ensayos de
Western Blot y/o PCR pueden indicarnos la actividad de enzimas antioxidantes
activadas por Nrf2 y con ello darle mayor sustento al uso terapéutico de estos

péptidos.

CONCLUSION

Los IDR 1002, HH2, 1 y 1018 inducen la translocacién nuclear de Nrf2, lo cual
€s un paso importante para la activacion de enzimas antioxidantes. Asi mismo,
los 4 péptidos modelados computacionalmente pueden interactuar con la
proteina Nrf2 en la region de unién con su proteina reguladora Keap-1, siendo
el IDR-1002 el que mas y mejores conformaciones y afinidades de unién

presento.

PERSPECTIVAS

De este trabajo se obtuvo que el IDR-1002 es el péptido candidato lider para
seguir siendo estudiado in silico y experimentalmente como activador de Nrf2,
al inducir un efecto potente sobre la translocacion de Nrf2 al nucleo a baja
concentracion. Ademas, nuevos péptidos derivados de la proteina P21 se
visualizan como excelentes candidatos para ser disefiados y analizados in vivo,

con potencial para activar la respuesta antioxidante mediada por Nrf2.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla suplementaria. Diferentes tipos de analisis entre Nrf2 y los IDR. Se muestran los
conférmeros mas representativos de cada tipo de analisis.

Nrf2 DLG +IDR Nrf2 DLG+IDR Nrf2 DLG +IDR SIN Nrf2 DLG +IDR SIN
HIDROGENOS HIDROGENOS HIDROGENOS HIDROGENOS
; POLARES FLEXIBLE = POLARES FLEXIBLE POLARES FLEXIBLE POLARES FLEXIBLE
PEPTIDO SIN CON EXAHUSTIVIDAD CON EXAHUSTIVIDAD | SIN
EXAHUSTIVIDAD EXAHUSTIVIDAD
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Keap1

Figura suplementaria 1. llustracion esquematica del complejo Keap-1 - Nrf2. La flecha
negra indica la zona donde se predice que los IDR o P21 se intercalan para separar el complejo
Keap-1 - Nrf2 (modificado de Canning et al., 2015).

Figura suplementaria 2. Estructuras superpuestas de los complejos Nrf2 / IDR-1002 y Nrf2
| Keap1. Las estructuras de los dos modelos de acoplamiento usaron la misma interfaz de
proteina en Nrf2 que la utilizada por Keap1. Por lo tanto, las interacciones entre Nrf2 / Keap1 y
Nrf2 / IDR-1002 serian mutuamente excluyentes, lo que es coherente con la hipétesis actual.
Anélisis realizado en Rosetta, obtenidos por Pérez Aguilar JM., 2018 (datos no publicados).
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