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Estudio computacional de las interacciones entre el factor Nrf2 y péptidos

cationicos.

Rafael Flores Larrafiaga

La via Keap1-Nrf2 se ha convertido en un tema relevante en el ambito de la salud
humana, dada la gran cantidad de evidencia de estar involucrada en muchas
enfermedades. Se han realizado numerosas investigaciones que muestran las
propiedades médicas y terapéuticas asociadas a la inhibicion de esta via, debido a
que permite la expresion de genes ARE con efectos antioxidantes y citoprotectores.
Generalmente, los inhibidores indirectos son especies electrofilicas que tienen la
capacidad de reaccionar con los grupos tiol de los residuos de cisteina de Keap1.
Sin embargo, dichos inhibidores carecen de especificidad y selectividad, lo que
supone un riesgo debido a que pueden interaccionar con otros blancos y producir
efectos téxicos. La inhibicion directa de la interaccion Keap1-Nrf2 ha surgido como
una estrategia atractiva para la activacion de Nrf2. El descubrimiento de pequefas
moléculas que actien como inhibidores directos de esta via vislumbra un camino
muy prometedor, donde los inhibidores tendrian los beneficios de disminuir los
efectos toxicos e incrementar su estabilidad y biodisponibilidad dentro del
organismo. Gracias a las mejoras en el campo de la informatica, el estudio
computacional de estos inhibidores, bajo el marco de la dinamica molecular, es una
herramienta factible, rapida y confiable que nos permite modelar el
comportamiento de péptidos al interaccionar con Nrf2, permitiendo la prediccion
de la eficacia y estabilidad del péptido. Con este estudio, se vislumbra un

panorama que facilita el disefio de farmacos inhibidores directos de Nrf2.






Lo sorprendente de dejar entrar a la muerte, descubres que esta cosa
llamada amor es un apoyo que nos sostiene. Tiene una calidad de
benevolencia que podriamos no haber notado. Y nos preguntamos,
;Queé es eso? ;Qué es lo que tiene esa calidad de benevolencia? y la
unica palabra en la que puedo pensar es realidad. La realidad, de
hecho, tiene esa cualidad de benevolencia. Incluso benevolencia, es una
palabra muy pequefa para lo que hace. Es tan intensa, que esta
experiencia de la energia del amor es tan poderosa que para
combatirla construimos una vida entera, un ego completo para tratar
de no sentirlo, porque es realmente abrumador. Es un asesino, es la
muerte del ego, y por eso duele, tu corazon se abre y es la muerte del
ego, es una transfiguracion, una transfiguracion alquimica porque
¢Quién queria cargar con este maldito peso?

Deneen Fending
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Introduccion

El estudio de estructuras macromoleculares se ha convertido en un punto critico para la
comprension de la biologia. Los procesos biolégicos estan basados en las interacciones
moleculares, y estos son consecuencia de las estructuras macromoleculares. Para entender
mejor las bases de la actividad de alguna molécula en un organismo vivo, es importante
conocer como interactua la molécula con el sitio de accién, especificamente las propiedades
conformacionales y su orientacion. En los sistemas bioldgicos, el reconocimiento molecular
depende de interacciones de atraccion/repulsion entre dos moléculas, y basicamente define
las reglas para la comprension de fendmenos biologicos como los mecanismos de una
enzima y su regulacion, transporte a través de la membrana, construccion de complejos
macromoleculares, la regulacion génica, entre otros. Por lo tanto, el estudio y la prediccion
de las interacciones proteina-proteina es uno de los campos crecientes en la biologia

moderna.

El estudio del reconocimiento molecular no es una tarea sencilla. En este sentido, para
identificar las interacciones entre ligandos con su molécula diana se requieren de estructuras
tridimensionales (3D). Los analisis de las estructuras 3D, obtenidas en experimentos, ha
conducido a un gran numero de estudios exitosos en el campo de la bioquimica, ademas de
que son la base para el disefio de nuevos farmacos. A pesar de que esta herramienta es muy
atil, un simple analisis de la estructura 3D solo proporciona una comprension parcial de la
molécula, puesto que se requiere obtener informacion de las geometrias de interaccion y de
las contribuciones de afinidad aproximadas para las interacciones de atraccion. Al mismo
tiempo, la interaccion puede contribuir a cambios de energia y a cambios en la estructura

molecular debido al dinamismo vy flexibilidad implicitas de las moléculas. Adicionalmente,



solo ciertas caracteristicas de las funciones de una proteina solo pueden ser entendidas

cuando se estudian sus propiedades dinamicas.

El acercamiento tradicional para estudiar la influencia conformacional en la funcién
de una macromolécula ha sido acumular muchas estructuras experimentales que puedan
cubrir un espacio conformacional, generando diferentes estructuras cristalograficas de
macromoléculas en diferentes ambientes, o bien, macromoléculas en complejo con otras
moléculas. Todo lo anterior ha contribuido a la vasta redundancia que existe al obtener
estructuras en PDB. Como respuesta a este problema, las técnicas tedricas han sido
consideradas como el camino mas conveniente para obtener un panorama mas certero en
cuanto a las propiedades dinamicas. El desarrollo de las simulaciones de dinamica molecular
ha sido gradual, convirtiéndose en una ciencia cada vez mas madura y consistente. Para
muchas areas de investigacion, las simulaciones de dinamica molecular son un método
estandar para el estudio de macromoléculas. Los grandes avances en el campo de la
informatica han permitido mejorar el rendimiento de los algoritmos de simulacion que
emplean los softwares de dinamica molecular, disminuyendo el costo computacional y

logrando que las simulaciones puedan realizarse en escalas de tiempo considerables [,

Este trabajo se estructura de la siguiente manera:

En el capitulo 1. Antecedentes, se presentan los antecedentes que han dado pie a esta
investigacion. Se dividen en dos apartados: Antecedentes Computacionales y Antecedentes
Bioldgicos. En los primeros, se da un breve resumen de los avances computacionales y
técnicos que han permitido el desarrollo y establecimiento de la dinamica molecular como
una herramienta fiable y Util para el estudio de macromoléculas. En los segundos, se cuenta
acerca de la historia del estrés oxidativo, abarcando desde su origen en 1936 hasta el
establecimiento de la via de interés Nrf2-Keap1-ARE y su relevancia como un blanco

terapéutico para distintas enfermedades.



En los capitulos 2. Planteamiento del Problema y 3. Justificacion, se propone la
problematica que motiva el desarrollo de esta tesis, asi como tambiéen se explica por que el

estudio del Nrf2 y por qué la eleccidon de estos péptidos catidnicos.

En el capitulo 4. Hipotesis, se plantea la especulacion que existe con base a la

informacion recabada.

En el capitulo 5. Objetivos, se presentan el objetivo general y los objetivos particulares

que se lograron en este trabajo.

En el capitulo 6. Metodologia, se exponen los métodos y técnicas empleadas. Se
especifican los softwares que se utilizaron, asi como también la secuencia aminoacidica del

péptido y los detalles técnicos de la simulacion.

En el capitulo 7. Resultados y Discusion, se muestran los resultados obtenidos y su
interpretacion. Se describen los resultados del acoplamiento molecular y los modelos
seleccionados para la simulacion de dinamica molecular. Posteriormente, se detallan los
resultados de la simulacion para los modelos 1y 2. También, se presenta un analisis de las
interacciones de interés, asi como los analisis de distancia y el RMSD obtenidos. Para finalizar,

se presenta un breve resumen de las interacciones observadas en ambos modelos.

Posteriormente, se presentan las Conclusiones a las que los resultados discutidos han

conducido. Y finalmente, se presenta la Bibliografia empleada en este trabajo.



CAPITULO UNO
Antecedentes

1.1 Antecedentes computacionales

1.1.1 Quimica computacional

Basados en los descubrimientos y las teorias en el campo de la fisica cuantica, los
primeros calculos tedricos en quimica fueron desarrollados por Walter Heitler y Fritz London
en 1927, empleando la ecuacién de Schrédinger para mostrar que a través de su solucion se
puede obtener las funciones de onda y la interaccién de intercambio magnético de dos

atomos de hidrégeno para formar un enlace covalente 2,

A partir de entonces y con el continuo desarrollo de la tecnologia computacional en
1940, la solucion a la ecuacion de Schrédinger (o ecuacion de onda) para sistemas mas
complejos con un mayor nimero de atomos empezaron a ser un objetivo alcanzable. A
principios de 1950, se llevaron a cabo los primeros calculos semi-empiricos de orbitales
atémicos. En 1956 se llevé a cabo el primer calculo ab initio con el método Hartree-Fock en
moléculas diatomicas, realizado por primera vez en el Massachusetts Institute of Technology
(MIT) B, Para ciertas moléculas diatdmicas, un estudio sistematico empleando conjuntos de
bases pequefias y grandes fue publicado por Ransil y Nesbet en 1960 . En 1971 Richards et
al., desarrollaron la metodologia para los calculos ab initio de moléculas mas grandes, tales

como el naftaleno y el azuleno P,

A principios de 1970, los programas que empleaban eficientemente los calculos ab
initio como: ATMOL, GAUSSIAN, IBMOL y POLYAYTOM, comenzaron a ser usados para

acelerar los célculos de los orbitales moleculares. De los programas antes mencionados solo

\%



GAUSSIAN, que actualmente es mas extenso, sigue siendo empleado por muchos centros
de investigacion, aunque existen otros programas que se han desarrollado y también son
empleados . En la misma década, los métodos que ocupa la mecanica molecular, como es
el método de algoritmo de mineria-minimo de segunda generacion (MM2), fue desarrollado

y empleado por primera vez por Norman Allinger en 1977 [©,

Una de las primeras menciones del término “quimica computacional” se puede
encontrar en el libro de 1970 Computadoras y su rol en las ciencias fisicas de Sidney Frenbach
y Abraham Haskell . Por ello durante 1970, diversos métodos comenzaron a verse como

parte de una disciplina emergente de la quimica computacional .
1.1.2 Docking molecular

En el campo del modelado molecular, el método de docking molecular sirve para
predecir la orientacion preferida de una primera molécula (Ligando) respecto a una segunda
molécula (Receptor) cuando se unen para formar un compuesto estable . El docking
molecular estd basado en realizar tres metas principales: a) Predecir la posicion, b) La
proyeccién virtual y ¢) La estimaciéon de la afinidad de unién Ligando-Receptor 1'% La
informacion acerca de la orientacion preferida Ligando-Receptor es usada para predecir la
fuerza de disociacion o la afinidad de union entre dos moléculas usando los conceptos de
las funciones de puntuacion. Bajo este concepto, las asociaciones entre moléculas biologicas
como: Proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos son relevantes en la sefializacion
celular, ademas la orientacion entre las moléculas que interactian puede afectar el tipo de

sefial que se produce !

El docking molecular es usado frecuentemente para predecir la orientacion de union
entre posibles farmacos y su proteina diana (Ligandos-Receptor), de tal manera que se
predice la afinidad y la actividad de esta primera molécula pequefia (Ligando). Ademas, el

docking molecular juega un papel esencial en el disefio racional de nuevos farmacos. El

\



enfoque que tiene el docking molecular es encontrar la conformacién optimizada y la
orientacion relativa del ligante y la proteina, en donde la energia libre de todo el sistema es
minimizada "%, Sin embargo, se debe escoger una metodologia adecuada para poder
predecir la posicion del ligando sin el sitio de union y la interaccion molecular fisicoquimica.
El método seleccionado debe ser capaz de distinguir exitosamente las moléculas de uniény
las de no unién, ademas de que debe puntuar correctamente a estos ligandos en la base de

datos ™!,

Existen tres tipos de docking molecular: Docking Rigido (DR), Docking con Ligando
Flexible (DLF) y Docking Flexible (DF). En el DR ambas moléculas, receptor y ligando, son
tratadas de manera rigida evitando cambios en su conformacion. En el (DLF) solamente el
ligando permanece flexible, mientras que en el (DF) todo el sistema permanece flexible para

poder asi explorar diferentes conformaciones en el espacio multi-conformacional ",
1.1.3 Simulaciones de Dinamica molecular

El estudio de todas las estructuras macromoleculares juega un papel clave para el
entendimiento de sistemas bioldgicos. Las funciones bioldgicas estan basadas en
interacciones moleculares, por lo tanto, estas son consecuencia de las estructuras
macromoleculares. A partir de 1950, hubo un incremento acerca del conocimiento de las

estructuras quimicas de proteinas y de acidos nucleicos ™!

. Sin embargo, las estructuras
obtenidas a partir de cristalografia de rayos-X y otras técnicas son estaticas, surgiendo el
problema de que las moléculas son dinamicas y sus movimientos estan relacionados a su
funcion. Como alternativa nacen los modelos computacionales de movimiento a nivel
atémico, basados en las primeras leyes de la fisica. Sin embargo, estas simulaciones
estuvieron sujetas a desarrollo por décadas, debido a que son computacionalmente costosas

y al desafio de desarrollar los modelos apropiados que puedan explicar el comportamiento

para una gran variedad de diferentes moléculas .

VI



En sus inicios, la dinamica molecular era parte de la fisica tedrica, sin embargo, a partir
de 1960 este método gand popularidad en la ciencia de materiales y, tiempo después, en la
bioquimica y la biofisica. Con el desarrollo de las simulaciones de dinamica molecular en los
afos 1970’s, se tuvieron avances desde hacer simulaciones con cientos de atomos hasta

llegar a simular sistemas bioldgicos de relevancia '

, incluyendo proteinas completas en
solucion con modelos explicitos de solventes, proteinas embebidas en la membrana y

complejos macromoleculares como nucleosomas ! o ribosomas 18!,

En la actualidad, es comun modelar sistemas que tengan entre 50,000-100,000
atomos, asi como también es posible modelar sistemas de mas de 500,000 &tomos con la
infraestructura computacional adecuada. Esta mejora remarcable es consecuencia, en parte,
del uso de computadoras de alto rendimiento o Supercomputadoras, asi como también de

la simplicidad de los algoritmos que se han desarrollado para la dinamica molecular "™,

Las simulaciones de dinamica molecular se estan desarrollando gradualmente desde
una nueva ciencia a una cada vez mas madura y consistente. Las técnicas clasicas de
dindmica molecular se han usado por mas de 40 afios [ y aquellos modelos que emplean
esferas actualmente tienen mas de 50 afios de antigiiedad ?%. Para muchas éreas, las
simulaciones con dinamica molecular se han convertido en un método estandar
acompafado de otras técnicas, tales como el docking molecular. A pesar de su gran
desarrollo, la dinamica molecular atraviesa desafios en cuanto a su entendimiento debido a
las bases sélidas de programacion que tienen los algoritmos complejos y las bases de

codigos 21,
Mejoras en las escalas de tiempo

Las simulaciones de dindmica molecular son demandantes por dos razones. En primer
lugar, los calculos en cada paso requieren de una gran cantidad de recursos

computacionales, aproximadamente de 1 billon de operaciones aritméticas para un sistema

VI



de cientos de atomos. En segundo lugar, el calculo del campo de fuerzas se debe repetir
muchas veces y cada paso individual esta limitado a pocos femtosegundos, por lo que

realizar una simulacién de 1 milisegundo requiere de aproximadamente 1 trillén de pasos .

Hace dos décadas, Duan y Kollman realizaron la primera simulacion de dinamica
molecular de una proteina pequefia a una escala de tiempo de 1 microsegundo %2, Este
trabajo presento un esfuerzo muy grande, se ocuparon supercomputadoras (o Clusteres)
durante cuatro meses, a pesar de que se tratara de una proteina pequefia (menor a 10,000
atomos), ademas de usar una aproximacion que se limitara a interacciones electrostaticas
menores a 8 A. Sin embargo, en los ultimos afos las simulaciones con sistemas con miles de
atomos se han vuelto mas practicas, donde los estudios con trayectorias individuales

20-25]

mayores a 1 microsegundo han sido reportados | e incluso simulaciones de moleculas

pequenas a escalas de 1 milisegundo han sido reportadas [#°).

Todos estos avances reflejan, en parte, el esfuerzo significativo para mejorar la
escalabilidad de los softwares de dinamica molecular mediante una paralelizacion mas
eficiente en grandes nimeros de nodos de procesamiento multinticleo 71, Actualmente, el
desarrollo de arquitecturas paralelas de supercomputo especializadas, que emplean chips
como son los CPU’s han permitido disminuir el tiempo de maquina en el trabajo
computacional. En particular, una maquina desarrollada especialmente para correr
simulaciones de dinamica molecular, llamada “Anton”, puede realizar simulaciones de
dindmica molecular de todos los &tomos a un ritmo de 20 us por dia, aproximadamente dos
ordenes de magnitud mas rapido que las simulaciones que generalmente son realizadas con

otros hardwares y softwares [#8],

Otros esfuerzos que se han llevado a cabo para aumentar la escala de tiempo se han
enfocado en el uso del hardware de la computadora mas alla de los chips de la unidad

central de procesamiento (CPU). Las unidades de procesamiento grafico (GPUs) disefiadas

VIl



para acelerar los graficos, proveen un paralelismo interno significativo con el potencial de
una computadora de alto rendimiento a un costo relativamente bajo *”. Muchos grupos
que han desarrollado estos chips para las simulaciones de dinamica molecular, han mejorado

varios ordenes de rendimiento en un solo chip de CPU 2231,

Campos de fuerza

Un campo de fuerza es una expresion matematica que se encarga de describir la
energia de un sistema respecto a las coordenadas de sus particulas. Consiste de una forma
analitica de la energia potencial interatémica, U (i, r2, ..., rn), y un conjunto de parametros.
Estos parametros se obtienen de calculos de mecanica cuantica ab initio o semi-empiricos,
0 bien ajustandolos a datos experimentales como difraccion de neutrones, rayos X o
electrones, resonancia magnética nuclear (NMR), espectroscopia infrarroja, entre otros. Las
moléculas son definidas como un conjunto de atomos que estan sujetos entre ellos por
fuerzas elasticas (armodnicas) donde el campo de fuerza reemplaza el potencial verdadero

con un modelo simplificado en la region donde se lleva a cabo la simulacién 32,

331 cada uno con diversos

Existen diversos campos de fuerza reportados en la literatura
grados de complejidad y orientados al tratamiento de diferentes tipos de sistemas. Sin

embargo, una expresion general de un campo de fuerza tiene la siguiente forma:

U= 2 > Jey (r = 1)? + Z 2k, (6= 6y)2 + z [1 4 cos(np — 8)] +

enlaces angulos torswnes
1] 6?] qiq;j
3 e D () T
impropio I] U elec Y

Donde los primeros cuatro términos se refieren a contribuciones intramoleculares o

locales de energia total (estiramiento de enlace, doblamiento del angulo y torsiones del



diedro e impropio). Finalmente, los dos Ultimos términos sirven para describir las

interacciones repulsivas y de Van der Waals, asi como las interacciones Coulombianas.

La calidad de las simulaciones de dinamica molecular depende, en gran parte, de la
precision del modelo fisico (campo de fuerza) que se emplea. En los Ultimos afios, se ha
hecho un progreso significativo para que los campos de fuerza de dinamica molecular

puedan describir con gran precision proteinas plegadas B4,

1.1.4 Areas de aplicacion y sus limites

Aplicaciones para entender la alosteria.

La mayoria de fendmenos en las proteinas se puede explicar mediante las transiciones
conformacionales. El cambio de conformacion que estd involucrado en la alosteria se
extiende desde pequefios a grandes arreglos que sufren cambios cuaternarios. En cualquier
caso, existe un acuerdo general sobre los cambios conformacionales envueltos en las
transiciones alostéricas donde se tratan en términos de simples movimientos colectivos B3,
Por esta razon la dinamica molecular puede ser empleada como una herramienta para
entender la alosteria. Sin embargo, la habilidad para los algoritmos de simulacion atomistica
libre de seguir la transicion completa permanece limitada, La mayoria de los reportes de
simulaciones emplean sistemas simplificados, como dinamica molecular discreta 2% o Go-

Models B7, incluso equivalentes como modelos de redes elasticas 128,
Aplicaciones empleando el docking molecular para disefio de farmacos.

Para poder entender cémo es que un ligando se une a una macromolécula es
imprescindible entender la funcion que el mismo desempefia, siendo la base del disefio de
farmacos. Este proceso de reconocimiento es de naturaleza dinamica. Las moléculas son

entidades flexibles, y su proceso de reconocimiento implica ciertos rearreglos estructurales,



donde el ajuste de su forma es parte del proceso de union y no solo desde el punto de vista

estructural, sino también energético [,

A pesar de ser una idea valida y generalmente aceptada, los algoritmos del docking
carecen de efectos dindmicos y la mayoria operan con estructuras rigidas que se obtienen
de PDB. Este problema es relevante en los dockings de proteina-proteina donde las
diferencias considerables se encuentran entre las estructuras de union y de no unién. Para
metodos de proteina ligando, la flexibilidad del ligando debe ser ampliamente recuperada

S [39-40

usando familias de conférmero | Para el caso de la flexibilidad en las proteinas, las

soluciones no son tan extensas. La mayoria ocupan algoritmos que seleccionan un set

g 41

alternativo y limitado de conformaciones de proteinas " También, es posible introducir la

(42l Todavia no esta claro si el

flexibilidad como un proceso de refinamiento a posteriori
ajuste estructural proviene de la seleccion disponible de conformaciones o es inducido por
el proceso mismo de unién 3, pero en cualquier caso el uso de ensambles estructurales en

lugar de estructuras individuales mejora la prediccion de unién 44,

Aplicaciones para refinar la prediccion de estructuras.

La prediccion de la estructura es uno de los principales problemas que le compete a
la bioinformatica estructural. La dinamica molecular, incluyendo las simulaciones mas largas
realizadas, ha sido empleada para predicciones ab initio de estructuras en proteinas 449,
con el objetivo de estimular el plegamiento de proteinas desde cero, aunque no es la mejor
estrategia para obtener un modelo tedrico de la estructura de la proteina. En lugar se emplea
el modelaje basado en plantilla, que es una técnica mas eficiente ¥748 En este tipo de
modelaje, una o varias estructuras 3D de proteinas con una similitud razonable respecto a
la proteina de interés. El resultado final es un modelo nuevo con una secuencia de

aminoacidos y estructura promedio respecto a las plantillas usadas. En la mayoria de los

casos, el ultimo paso del proceso de prediccion implica la relajacion de la estructura
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mediante mecanica molecular. En los demas pasos se ocupa una simulacién restringida 49,
Emplear las simulaciones de dinamica molecular en este proceso puede refinar los modelos
obtenidos 9. Las simulaciones permiten que la estructura se adapte a la nueva secuencia,

dando un modelo tedrico mucho mas realista.

1.2 Antecedentes bioldgicos

1.2.1 Estrés oxidativo

El origen del principio del estrés oxidativo, y las respuestas que lo acompafian, fueron
propuestas por Selye en 1936 . Realizé experimentos en ratas mostrando que el organismo
era daflado por agentes no especificos ante la exposicion de frio, algun tipo de lesion,
ejercicio excesivo o ante dosis no-letales de diversas drogas. Selye observé que un conjunto
de sintomas tipicos se hacia presentes ante estos agentes nocivos, los cuales eran

independientes de su naturaleza o del agente que empleado.

Sin embargo, no fue hasta 1985 en el libro titulado “Estrés oxidativo” ! que se acufio
el término al que Selye hacia referencia en sus experimentos. La definicion original fue “una
perturbacién en el equilibrio prooxidante-antioxidante a favor del primero”. Gracias al
surgimiento de este término, numerosas investigaciones acerca de las reacciones Oxido-

5354 'y el concepto

reduccién dieron pie al desarrollo de la Biologia Redox y a la medicina !
de estres oxidativo fue actualizado y mejorado con base en las investigaciones posteriores.
Actualmente, la definicion del concepto es “Un desequilibrio entre los oxidantes y
antioxidantes a favor de los oxidantes, que conduce a una interrupcion de la sefializacion y

control redox y/o dafio molecular” 2!,

1.2.2 Clasificacion del estrés oxidativo
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La diversidad de los oxidantes con su enorme rango, en términos de su reactividad
quimica y biologica, conduce a un nimero de subtipos de estrés oxidativo, denotado por
sus diferentes vias de generacién 4. Dada la enorme variedad de enzimas y compuestos
pro-oxidantes y antioxidantes, actualmente no existe un consenso que haya permitido
clasificar los subtipos de estrés oxidativo. Sin embargo, se han realizado esfuerzos para
poder clasificar los subtipos de estrés oxidativo ! y para introducir escalas que van desde
estrés oxidativo fisiologico hasta la carga oxidativa excesiva y toxica basada en cuatro rangos:

estrés oxidativo basal, bajo, intermedio y alto °® (Tabla 1).

Tabla 1. Tipo de estrés oxidativo

Estrés fisioldgico oxidativo (eustrés oxidativo)
Estrés oxidativo fisiopatoldgico (diestrés oxidativo)
Estrés oxidativo nutricional, dietético, postprandial
Estrés foto-oxidativo (UV-A, UV-B, visible, infrarrojo-A)
Estrés oxidativo inducido por radiacién

Estrés reductivo

Estrés nitro-oxidativo, nitrosativo, nitrativo

Estrés hiperdxico

Estrés hipdxico

Estrés del reticulo endoplasmico

Estrés protedxico, disulfuro

Estrés glico-oxidativo

Estrés carbonilo

Estrés oxidativo inducido por nanoparticulas
Estrés redox, electrofilico

Estrés por tension [SHEAR STRESS]

Estrés energético, metabdlico

Estrés oxidante, pro-oxidante

Sies y Jones, 2007 1>
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1.2.3 Radicales libres y fuentes de oxidacion

Los radicales libres son producto de un metabolismo celular normal. Las células y los
organos en condiciones normales de su metabolismo aerdbico son sujetas a una continua
exposicion de oxidantes. Los radicales libres pueden ser definidos como un atomo o una
molécula que contiene uno o mas electrones desapareados en su capa de valencia y que es
capaz de existir de forma independiente . La presencia de electrones desapareados resulta
en propiedades comunes que comparten la mayoria de radicales, como su inestabilidad,
vida corta y su alta reactividad. Debido a su alta reactividad, pueden donar o aceptar
electrones de otras moléculas, comportandose como oxidantes o reductores segun sea el

[58

caso P8, Cuando una molécula reacciona con un radical libre, y pierde electrones, se

convierte en un radical libre, comenzando una cascada de reacciones que finalmente

I Las principales especies de radicales libres que contienen

conlleva al dafio celular |
oxigeno en enfermedades son el radical hidroxilo (OH"), radical anion superéxido (O2%),
peroxido de hidrégeno (H>0O), oxigeno singlete, hipoclorito, radical oxido nitrico (‘NO) y
radical peroxinitrito (ONOQO"). Estas son especies altamente reactivas, capaces de dafar
moléculas bioldgicas importantes como el ADN, proteinas, carbohidratos y lipidos ©%. A
niveles moderados y bajos, las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas
de nitrégeno (RNS) pueden ejercer efectos benéficos involucrados en funciones fisioldgicas,
como la funcién inmune (Ej. defensa ante microorganismos patogénicos), en varias vias de
sefializacion, en la respuesta mitogenica y en la regulacion redox. Pero en concentraciones
altas, ambos ROS y RNS provocan estrés oxidativo y nitrosidativo, respectivamente,
causando dafio potencial a biomoléculas. El estrés oxidativo y nitrosidativo desarrolla un
exceso en la produccion de ROS/RNS y una deficiencia de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos, ademas de que la generacion de ROS puede provocar el surgimiento de

61]

reacciones espontaneas y enzimaticas . Los factores del estilo de vida de un individuo
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afectan el tipo de oxidantes a los que se expone, y como consecuencia pueden existir

oxidantes de fuentes exdgenas o enddgenas.
Fuentes oxidantes enddgenas (celulares).

Las ROS pueden ser producidas de manera enddgena de diferentes organelos
celulares, como las mitocondrias, peroxisomas y el reticulo endoplasmatico rugoso, donde
la produccién de oxigeno es alta. Cuando las mitocondrias fueron aisladas, se identificaron
como los mayores productores de H>O», principalmente mediante la reducciéon de un

s 12 Los radicales superdxidos son producidos

electrén hasta radicales anionicos superdxido
en dos sitios principales dentro de la cadena transportadora de electrones, el complejo |
(NADH deshidrogenasa) y el complejo lll (Ubiquinol-citocromo-c reductasa) 3. La
transferencia de electrones desde el complejo | o Il a la Ubiquinona (Q) resulta en la
formacion de ubiquinona reducida (QH). Esta forma de QH: regenera a ubiquinona
mediante un intermediario inestable llamado anion semiquinona (Q°). Este intermediario
transfiere electrones al oxigeno molecular, conduciendo a la formacién de radical
superoxido. Esta generacion de superdxido es no enzimatica por lo que su produccion
depende del metabolismo ®4. La sintetasa de NO y las enzimas citocromo P-450, cuando se
65]

encuentran separadas, pueden contribuir a la produccion de oxidantes enddgenos !

(Figura 1).

En los peroxisomas, el proceso es similar al de las mitocondrias, pues la cadena
respiratoria involucra la transferencia de electrones desde varios metabolitos a oxigeno, lo
que provoca la formacion de H>Oz. Las principales enzimas antioxidantes en el peroxisoma
son: Acyl Co-A-oxidasa, D-aminoacido oxidasa, L-a-hidroxi oxidasa, Urato oxidasa, D-
aspartato oxidasa y Xantina oxidasa. Los principales ROS producidos durante en

metabolismo se enlistan en la tabla 2.
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Figura 1. Produccion mitocondrial de ROS. El anion superdxido es convertido a perdxido de hidrégeno por
accion de la enzima mitocondrial superdxido dismutasa dependiente de magnesio (Mn-SOD). El peréxido de
hidrogeno puede ser detoxificado por la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx).

1.2.4 Elemento de respuesta antioxidante (ARE)

La induccion de muchas enzimas citoprotectoras, que responden al estrés quimico,
son reguladas primeramente a nivel transcripcional. Esta respuesta transcripcional esta
mediada por el Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE) ), encontrado en principio en
los promotores de los genes que codifican a dos grandes enzimas detoxificante: La glutation-
S-transferasa A2 (GSTA2) y la NADPH quinona oxidorreductasa (NQOT). ARE es un elemento
regulador en cis que posee caracteristicas bioldgicas Unicas ante el estrés oxidativo 7, el
cual es activado no solo ante la respuesta de H202 sino que puede activarse con una variedad
de compuestos quimicos que tengan la capacidad de entrar en el ciclo redox o que puedan
ser metabdlicamente transformados en especies reactivas o intermediarios electrofilicos 18,
Ademas, los compuestos que son propensos a reaccionar con grupos sulfhidrilos, como el
malonato de dietilo, los isotiocianatos y las ditioltionas, son potentes inductores de la

actividad de ARE . Los genes que presentan sitios ARE codifican para diferentes proteinas,
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como las enzimas de la fase |, Il y Ill, que ayudan a mantener el control redox en la célula 'y

la protege ante el dafio oxidativo 7%,

Por consiguiente, la alteracion del estado redox en la célula, debido a elevados niveles
de ROS vy especies electrofilicas o bien por una capacidad antioxidante reducida, es una

importante sefal para disparar la respuesta transcripcional mediada por este potenciador.

Tabla 2. ROS producidos durante el metabolismo

Radical
Superdxido 0,
Hidroxilo OH"
Alcoxilo RO’
Peroxilo ROO’
No Radical

Peroxido de Hidrogeno H202

Oxigeno Singlete 0,

Ozono O3
Perdxido Organico ROOH
Acido Hipocloroso HOCI
Acido Hipobromoso HOBr

Phaniendra y cols., 2015 13!

Fuentes oxidantes exdgenas (externas).

Las ROS también pueden ser producidas en los sistemas bioldgicos por varias fuentes

exdgenas (Tabla 3).
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Tabla 3. Tipo de estrés oxidativo

Contaminacion del Aire y Agua
Alcohol

Humo de tabaco

Metales de transicion (Cd, Hg, Pb, As)
Metales pesados (Fe, Cu, Co, Cr)
Solventes industriales

Pesticidas

Altas temperaturas

Luz Ultravioleta

Cocinar alimentos

Farmacos

Phaniendra y cols., 2015 163!

La detoxificacion de xenobidticos o compuestos quimicos toxicos esta regulada en
tres fases: la fase I, Il y 1l " En |a fase |, una variedad de enzimas acttian para introducir los
grupos reactivos y polares en sus sustratos. Las enzimas principales pertenecen a la
superfamilia de enzimas del citocromo P450 responsable de metabolizar los xenobidticos
721 Las reacciones en la fase | pueden ocurrir por oxidacion, reduccion, hidrolisis, ciclacion,
deciclizacién y adicién de oxigeno y remocién de hidrégeno, a menudo en el higado 3,
Subsecuentemente, las reacciones de la fase Il son activadas por metabolitos xenobidticos
conjugadas con especies cargadas como el glutation (GSH), sulfatos, glicina o acido
glucuronico. Las reacciones de la fase Il son catalizadas por un gran grupo de transferasas,
gue en combinacidon pueden metabolizar casi cualquier compuesto hidrofébico que
contenga grupos nucleofilicos o electrofilicos 4. Una de las clases mas importantes de este
grupo de enzimas es la glutation-S-transferasa, que cataliza la conjugacion de especies

electréfilas que reaccionan con GSH 1]

. Los productos de las reacciones de conjugacion
tienen peso alto molecular y tienden a ser menos activas que sus sustratos, ademas de que

la adicion de grupos aniénicos grandes, como la GSH, produce metabolitos mas polares que
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no pueden ser difundidos a través de la membrana "%, Después de las reacciones de la fase
Il, los conjugados metabdlicos deben ser metabolizados. En la fase lll, los transportadores
de la familia de las proteinas asociadas a resistencia a multiples farmacos (MRP) U7, se
encargan de eliminar a los conjugados de GSH y algunas veces ofrecen proteccion contra
quimicos perjudiciales "8, La regulacion de estas tres fases enzimaticas juega un papel clave

para contrarrestar las sustancias toxicas del ambiente.
1.2.5 Activacion de ARE mediada por Nrf2

La iniciacion de la respuesta de estrés comprende los interruptores redox moleculares
que inician la activacion de la expresion génica para contrarrestar la respuesta. El resultado
es mantener la homeostasis redox. Uno de estos reguladores maestros son los sistemas
Nrf2/Keap1 ¥y NF-kB/IkB Y. Los niveles del factor nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2) y
su activacion estan controlados principalmente por la proteina asociada a proteina derivada
de celula eritroide (ECH) tipo Kelch-1 (Keap1). En condiciones normales, Nrf2 se expresa en
bajas cantidades. Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo o ante la presencia de
compuestos electrofilicos, Nrf2 se activa, induciendo la expresién de aproximadamente 1055
genes B entre los cuales se encuentran genes que tienen en su estructura al elemento de
respuesta antioxidante de accion cis (ARE, 5'-GTGACNNNGC-3") 7. La secuencia ARE est4
presente en la region promotora de los genes involucrados en la respuesta antioxidante y
detoxificante, proliferacion celular, metabolismo, respuesta inmune, sefializacion,

supervivencia y ciclo celular 2,

La activacion de la transcripcion génica a través de ARE es mediada primeramente

831 En experimentos de

por Nrf2, aislado por primera vez en experimentos de clonacion
transfeccion transitoria Nrf2 fue identificado como uno de los factores de transcripcién que
activan ARE en el gen NQO1 de humano B4, Posteriormente, el papel que juega Nrf2 fue

corroborada en experimentos in vivo, pues se observd que la activacion de los genes
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dependientes de ARE fue notablemente diferente en ratones deficientes de Nrf2 /%8 Todos
estos estudios aportaron evidencia de que Nrf2 controla la expresion de genes, tanto

constitutivos como inducibles, mediados por ARE.

1.2.6 Estructura de Nrf2

Dominio de Dominio
Dominio de unidn transactivacién Dominio de unién Dominio de unién Dominio de unién de union a
a Keap (CBP y RAC 3) a RXRat a B-TrCP a MAF y ARE CHD 6

86 112 134 183 201 209 338 388 435

343 347 382

Figura 2. Estructura del Factor de transcripcion Nrf2. Se muestran los 7 dominios Neh (Neh1-Neh7) que
conforman la estructura de Nrf2.

Nrf2 es un factor de transcripciéon codificado en humanos por el gen NFE2L2.
Pertenece a la familia de factores de transcripcion Cap'n’Collar (CNC), que cuenta con una
region basica de cremallera de leucina (bZip). Cuenta con 605 residuos de aminoacidos, y su
movilidad electroforética indica que cuenta con un peso de 96-118 KDa, provocado
principalmente por la abundancia de residuos acidos 83!, Este factor de transcripcion cuenta
con 7 dominios Neh (Neh1-Neh7) que son importantes para su actividad y represion. El
dominio Neh1 esta implicado en la union a ADN y la heterodimerizacién con las proteinas
pequefas Maf (sMaf) 18, Los dominios Neh2 y Neh6 son regiones degron (secuencias de
aminoacidos o estructuras en una proteina que participan en su degradacion), que son
blancos de Keap1 a través de los motivos DLG y ETGE de Neh2 y Neh6 que contiene los
motivos DSGIS y DSAPGS donde sufren la ubiquitinacion tras unirse a Keap1 7. Los dominios
Neh3, Neh4 y Neh5 son dominios de transactivacion a través de asociaciones con la helicasa
con cromodominio de union a ADN proteina 6 (CHD6), la proteina de union a CREB (CBP) y
la proteina C3 botulinica sustrato de toxina relacionadas con Ras 3 (RAC3) 8899 E| dominio

Neh7 estd implicado en la represion de Nrf2 por el receptor X para retinoides alfa (RXRo) 7.
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1.2.7 Papel y estructura de Keap1

Dominio de union a Cul3 Dominio de unién a Nrf2

Cisteinas
sensoras

C151 C226 G273 C288 C319 C434 (489 cel13

NH, — IVR KELCH — COOH

1 61 79 315 562 624

Figura 3. Estructura de la proteina Keap1. Se muestran los dominios BTB, IVR y el dominio Kelch con 6 motivos
Kelch repetidos.

La proteina 1 Asociada A ECH tipo Kelch (Keap1) fue identificada por primera vez como
un compafero de union a Nrf2 basado en similitudes estructurales con la proteina Kelch en
Drosophila 2. Keap1 es un miembro de la familia de proteinas adaptadoras de sustrato BTB-
Kelch. Las proteinas BTB-Kelch se dividen en proteinas KLHL y proteinas KBTB. Las proteinas
KLHL consisten en un dominio N-terminal Broad-Complex, un dominio Tramtrack, un
dominio BTB, un dominio BACK, y un domino Kelch C-terminal de 5-6 motivos Kelch
repetidos. Las proteinas KBTB consisten de un dominio BTB N-terminal y un dominio Kelch

C-terminal de 2-4 motivos Kelch repetidos P31,

Como un miembro de la familia KLHL, Keap1 estd compuesto de una regién N-
terminal (residuos 1-49), un dominio BTB (residuos 50-179) y un dominio Kelch C-terminal
(residuos 327-611) con un dominio BACK denominado como region interviniente (IVR,
residuos 180-314). Los dominios mas importantes son los dominios BTB e IVR, que contienen
residuos de cisteina importantes para la deteccion del estrés en el medio, y los motivos DGR
y CTR que forman el dominio KELCH y que colaboran para formar un propulsor 3 donde
interacttan con Nrf2 4. Se ha determinado que la estructura del dominio Kelch de Keap
se une a un peptido de 16 aminoacidos de Nrf2 que contiene un motivo DxETGE altamente

conservado 1,
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El sistema Keap1-Nrf2 juega un papel importante en la respuesta antioxidante,
contribuyendo a la citoproteccion de perturbaciones en el balance redox. Bajo condiciones
normales, el factor de transcripcion Nrf2 es regulado de manera negativa por KeapT
mediante la poliubiquitinacion y su subsecuente degradacion en el proteosoma. Cuando las
células se exponen al estrés oxidativo, un dominio Kelch de Keap1 se une a P62, permitiendo
que Nrf2 quede libre y pueda ser degradado. Posteriormente, el motivo DLG se une a P21
que ayuda en su translocacion al ndcleo, permitiendo la expresion de varios genes que
codifican para enzimas detoxificantes y proteinas antioxidantes °® (Figura 4a y b). La
expresion de estos genes ayuda a mitigar los efectos que ejercen ciertos agentes citotoxicos,
ademas de reducir el nimero de proteinas pro-inflamatorias y aumentar las proteinas anti-

inflamatorias y las enzimas de detoxificacién P71,

1.2.8 Mecanismo y regulacion de la via Keap1-Nrf2-ARE

El sistema de defensa antioxidante es el mecanismo principal de defensa, de manera
que las células emplean los antioxidantes para neutralizar los peligrosos efectos de los
oxidantes y los electréfilos P8, Los antioxidantes se pueden clasificar de acuerdo en la fuente,
naturaleza y el mecanismo de accion en enddgenos (antioxidantes metabdlicos y
enzimaticos) y exdgenos (antioxidantes de nutrientes), o en antioxidantes directos, indirectos
y bifuncionales . Los antioxidantes directos son redox activos y de corta vida, que pueden
ser consumidos durante procesos y se necesitan regenerar para seguir ofreciendo
citoproteccion, mientras que los indirectos pueden o no ser redox activos y con vidas
relativamente largas, ademas de que exhiben sus efectos antioxidantes mediante la
regulacion de varios compuestos citoprotectores y de proteinas como NAD(P)H, NQOT1, SOD,
GST, GPx, la hemo-oxigenasa 1 (HO-1), la ligasa glutamato-cisteina (GCL), la catalasa y la

100, 101]

tiorredoxina | . Los principales componentes involucrados en la regulacion de la

respuesta antioxidante son: Keap1, Nrf2 y ARE [192],
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La via Keap1-Nrf2-ARE es la principal reguladora de la respuesta citoprotectora ante
agentes enddgenos y exdgenos que provocan estrés oxidativo 1%l Las proteinas clave en
esta via de sefializacion son: Nrf2, que se une junto con las proteinas sMaf a ARE en las
regiones reguladoras de los genes diana, y Keap1; una proteina represora que se une a Nrf2
y promueve su ubiquitinacion y degradacion en los proteosomas. Keap1 es una proteina rica
en cisteinas, en raton Keap1 tiene un total de 25 residuos de cisteinas y en humano 27, donde

104 De los

la mayoria pueden ser modificados in vitro por diferentes oxidantes y electrofilos |
residuos de cisteina, se ha observado que los residuos C273, C288 y C297, del dominio BTB
1031y C151, del dominio IVR % juegan un papel funcional debido a que alteran la
conformacion de Keapl que conduce a la translocacion nuclear de Nrf2 y la posterior

expresion de los genes diana ® (Figura 4).
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B) Condiciones de estrés oxidativo

A) Estado basal
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Figura 4. Funcidn del factor de transcripcidon Nrf2. A) En condiciones basales, Nrf2 se une a la proteina Keap1,
donde posteriormente es ubiquitinada y degradada en el proteosoma 26S. B) Bajo condiciones de estrés
oxidativo, proteinas como p62 se unen a los dominios Kelch de Keap1, impidiendo que Nrf2 se una y sea
degradado. De esta manera, y con ayuda de proteinas como p21, Nrf2 puede ser traslocado al nucleo donde
se unira a varias proteinas para poder regular los genes dependientes de Nrf2 y expresar enzimas de la fase |l
y antioxidantes. Como figuras complementarias, se muestra la C) estructura de Keap1y D) la estructura de Nrf2.
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Via candnica de activacion de Nrf2

En condiciones de homeostasis, la conformacion de horquilla 3 de cuatro residuos en
el motivo ETGE, en especifico los aminoacidos E78, E79, T80, E82 y F83, interactlan con la
superficie inferior de la estructura del propulsor B de seis laminas del dominio Kelch de un
protomero del homodimero de Keap1 (Y334, S363, R380, D382, R415, R482, S508, Q530,
S555 y S602), dando lugar a la conformacion abierta, mientras que la conformacién de la
horquilla  de cuatro residuos que conforman el motivo DLG en Nrf2, especificamente los
aminoacidos Q26, D27 y D29, interactian de manera similar con la superficie inferior del
propulsor 3 de seis laminas del dominio Kelch del segundo protémero del homodimero de

Keap1 (D382, R415, R483, S508, S555, S602 y G603), dando lugar a la conformacion cerrada

[95, 107-109]

La conformacion cerrada del complejo Keap1-Nrf2 permite la orientacion adecuada
de una hélice a en el dominio Neh2 para la ubiquitinacién dependiente de Keap1 "%, Este

proceso requiere la presencia del Cul3 nedilado ", y la proteina Rbx1 "2,

Por otra parte, los inductores de Nrf2 oxidan los residuos Cys en Keap1, conduciendo
a un cambio conformacional en su estructura. Estos cambios estructurales en Keap1 inducen
una conformacion muy cercana entre Keap1-Nrf2, provocando una interaccion. Sin embargo,
en esta interaccion, los residuos de Lys de Nrf2 no se encuentran orientados de manera
correcta para que ocurra su ubiquitinacion, disminuyendo la degradacion de Nrf2.
Subsecuentemente, ocurre un decremento en los niveles de Keap1, impidiendo que Nrf2 sea
secuestrado y pueda ser traslocado al Nucleo. Para poder ingresar al nucleo, se necesita la
fosforilacion de los residuos S40 por la proteina quinasa C (PKCS), S558 por la quinasa AMPK,

y otros residuos sin identificar fosforilados por otras quinasas '3/,

Dentro del nucleo, Nrf2 se heterodimeriza con las proteinas sMaf (MafF, MafG y MafK)

a través de los dominios Bzip que se unen a la secuencia ARE, induciendo la activacion de la
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transcripcion €. La heterodimerizacién de Nrf2 con otros factores de transcripcion, como

[114, 115

c-Jun, Sp-1y JDP2, también incrementa la actividad de la transcripcion I Ademas, la

actividad nuclear de Nrf2 es regulada negativamente por la dimerizacién con c-Myc €1, P65
compite con Nrf2 por la unién a CBP, disminuyendo la activacion transcripcional de Nrf2 ']
mientras que los homodimeros de MafG también disminuyen la activaciéon transcripcional

de Nrf2 compitiendo por la union a ARE 89,
Via no-candnica de activacion de Nrf2

Ademas de la via canonica, recientemente se ha propuesto un nuevo mecanismo de
activacion de Nrf2. Este mecanismo de activacion, denominado via no-canonica de
activacién de Nrf2, involucra a varias proteinas (Tabla 4), como p62 ", DPP3 M WTX 1120]
Protimosina o 1?1, PALB2 1221 p21 [123) y BRCA1 4, |as cuales tienen la habilidad de poder

interrumpir al complejo Keap1-Nrf2 mediante la interaccion directa con Keap1 o Nrf2.

La activacion por la proteina p62 es el mecanismo no-candnico mas estudiado. Esta
proteina es capaz de interactuar con Keap1 de una manera similar a la interaccion Keap1-
Nrf2. El dominio KIR en p62 (***SKEVDPSTGELQSLQ?>) interactta con la superficie inferior
del propulsor [ de seis laminas del dominio Kelch de Keap. Esta interaccién involucra a los
residuos D349, P350, S351, T352, E354 y L355 de p62, y a los residuos Y334, S363, R380,
D382, R415, Q530, S555 y S602 de Keap1, con una afinidad muy similar a la observada entre
Keapl y el motivo DLG de Nrf2 [ Sin embargo, la fosforilacion de S351 con p62 por
mTORC1 21 o TAK1 1€ incrementa la afinidad entre Keap1-p62 debido a la interaccién
adicional entre p-S351 de p62 y R483 y S508 de Keap1, sugiriendo que p62 compite contra

[125

el motivo ETGE de Nrf2 por unirse a Keap1 2!, Ademas, se ha observado que en células MEF

y HEK293 esta interaccion induce la degradacion de Keap1y la subsecuente estabilizacion y

activacion de Nrf2 1271,
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Tabla 4. Proteinas con la capacidad de interactuar con Keap1 o Nrf2

Proteinas de unién a Keap1 Motivo que interactua
SQSTM1/p62 345SKEVDPSTGELQSLQ*®
DPP3 480ETGE83
WTX 286G PETGE?Y"
Protimosina o INEENGE*®
PALB2 JETGE
Proteinas de unién a Nrf2
BRCA1 Region N-Terminal
021 154K RR156

Silva-Islas y Maldonado, 2018 (13!

La dipeptidil peptidasa Il (DPPT3) es una aminopeptidasa capaz de hidrolizar
péptidos de con longitudes de 3 a 10 residuos aminoacidos. Participa en la regulacion del
estrés oxidativo a través de la modulacion de Nrf2 mediante la interaccion directa con KeaapT
y su motivo “OETGE* y el dominio Kelch, disminuyendo la interaccion de Keap1-Nrf2 en un
proceso independiente de estrés oxidativo e independiente también de la actividad catalitica
de DPP3. En celulas HEK293T, la sobreexpresion de DPP3 disminuyd la ubiquitinaciéon e
incremento la translocacion nuclear de Nrf2, con su consecuente activacion y expresion de
los genes diana . Aunque este mecanismo usualmente protege a las células ante el estrés
oxidativo y disminuye los niveles de las ROS, en celulas de cancer de mama se observo que

un incremento de DPP3 esta asociado con la metéstasis y la quimio resistencia 1128,

La proteina supresora de tumores ligado al cromosoma X (WTX) esta implicada en la
regulacion del estrés oxidativo a través de la activacion de Nrf2. WTX tiene una secuencia
similar al motivo ETGE en Nrf2, la secuencia 2®°SPETGE?®", mediante la cual puede interactuar
con el dominio Kelch de Keap1 de una manera parecida a la interaccion Keap1-Nrf2 29 | a
Protimosina alfa (ProTa) es una proteina nuclear involucrada en la proliferacion celular y la
proteccion ante la apoptosis, y actia de manera similar a Nrf2, uniéndose al dominio Kelch

21 La proteina compafiero y localizador de BRCA2 (PALB2), es una proteina
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nuclear que interactia con BRCA1 y BRCAZ2, controlando su localizacién y estabilizacion.
PALB2 interactia con el dominio KELCH de Keap1 a través de la secuencia “'ETGE* en su
estructura, muy similar al motivo ETGE que posee Nrf2, por lo tanto, PALB2 es capaz de
competir con Nrf2 por la unién a Keap1!"2?. Niveles altos de WTX, ProTa o PALB2 disminuyen
la ubiquitinacion de Nrf2 mediante la union a Keap1, incrementando la translocacién nuclear

de Nrf2 y permitiendo la expresion de los genes diana "),

La proteina de cancer de mama 1 funciona como un supresor de tumores y regula el
ciclo celular. La sobreexpresién de BRCAT protege a las células ante el estrés oxidativo
activando la expresion de enzimas antioxidantes, ademas de que incrementa la actividad
transcripcional de Nrf2. A diferencia de p62, DPP3, WTX, ProTa o BRCA1, BRCAT interactla
con el motivo ETGE de Nrf2 a través de la region N-terminal, evitando que Keap1 pueda
ubiquitinar a Nrf2 14, BRCA1 también regula a Nrf2 a nivel transcripcional mediante la
interaccion directa con la secuencia del elemento de respuesta a xenobidticos (XRE),
localizado en el promotor de Nrf2 2% Ademas, Nrf2 regula BRCA1 por la presencia de la
secuencia ARE en el promotor de BRCA1, creando una retroalimentacion positiva, donde un

incremento de Nrf2 incrementa los niveles de BRCATy viceversa 1%,

1.2.9 La via Keap1-Nrf2-ARE como blanco terapéutico

La via Keap1-Nrf2-ARE induce una respuesta adaptativa para combatir al estrés
oxidativo que de no evitarse podria conducir a enfermedades inflamatorias, incluyendo al
cancer, la diabetes, Alzheimer y Parkinson ¥ 333 Por |o tanto, la via de sefalizacion Keap1-
Nrf2-ARE como blanco terapéutico se ha considerado como una estrategia racional para

descubrir agentes preventivos y terapéuticos para condiciones que involucren inflamacion.
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Cancer.

La activacion de Nrf2 regula positivamente muchas enzimas conjugantes para la
detoxificacion de quimicos carcindbgenos, ademas de conferir proteccion ante la

134,135 Se han demostrado las

carcinogenicidad, mutagenicidad y otras formas de toxicidad !
propiedades quimiopreventivas de los activadores de Nrf2, ademas de que varios
activadores de la via Nrf2 se han probado en ensayos clinicos para la prevencion de varios

tipos de cancer 11367139,

Por otra parte, existe evidencia de que una alta expresion constitutiva de Nrf2 esta
presente en muchos tipos de cancer, donde contribuye a generar resistencia ante los
farmacos anticancerigenos, ademas de crear un ambiente propicio para el desarrollo de

[140] "Se han propuesto inhibidores del

células cancerosas y mejorar su supervivencia
mecanismo de defensa antioxidante Nrf2. El brusatol, que es un quasinoide aislado de la
planta Brucea Javanica, mostro ser un inhibidor de la via Nrf2 que selectivamente reduce los
niveles de Nrf2 mediante un aumento de ubiquitinacion y degradacion de Nrf2.
Consecuentemente, la expresion de los genes dependientes de Nrf2 fue reducida,
disminuyendo la capacidad protectora de la respuesta, ademas de inducir la apoptosis, la
proliferacion celular e inhibir el crecimiento de tumores ™", Otro inhibidor de la via Nrf2 es
la luteolina, un flavonoide comudn que se encuentra en diversas plantas. La luteolina ha
mostrado mejorar la respuesta de los farmacos empleados en la quimioterapia,
sensibilizando a las células cancerosas mediante la inhibicién de las enzimas antioxidantes y

de la GST M2 Por |o tanto, la activacién de Nrf2 puede ser un blanco para el tratamiento

de cancer, asi como un blanco de quimioprevencion en diferentes poblaciones de pacientes.
Enfermedades Neurodegenerativas.

Las enfermedades neurodegenerativas comparten varias caracteristicas patoldgicas,
como la acumulacion de agregados de proteinas aberrantes, activacion microglial y la

XXIX



disfuncion mitocondrial. Todos estos procesos patoldgicos son asociados con la generacion
de ROS, que causan estrés oxidativo y dafio a moléculas esenciales, como lo son lipidos,

144 Las modificaciones oxidativas afectan las funciones fisiolégicas de los

proteinas y ADN !
componentes celulares en el cerebro, causando depdsitos anormales en las neuronas y en
la glia en enfermedad de Parkinson, Alzheimer, Esclerosis Amiotréfica Lateral (ELA) y en la
enfermedad de Huntington . Sin embargo, es dificil distinguir si el estrés oxidativo es la
causa o el efecto de la enfermedad es causada por la naturaleza multifactorial en la muerte
celular y los efectos progresivos del estrés oxidativo en la célula. La clara asociaciéon entre el
dafo oxidativo y las enfermedades han hecho que los sistemas antioxidantes sean un blanco

atractivo 46l

Enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson es la segunda causa méas comun de enfermedades
neurodegenerativas, con una alta prevalencia en Occidente /). Los principales signos del
Parkinson incluyen temblor en reposo y pérdida de reflejos posturales. Otras condiciones
clinicas incluyen sintomas motores y no motores 8. A nivel celular, el Parkinson es
caracterizado por la pérdida preferencial de las neuronas dopaminérgicas en la substantia
nigra (SN) en el cerebro y la presencia de cuerpos de inclusiéon (Cuerpos de Levy) que
contienen a-sinucleina (a-Syn) en varias regiones cerebrales, incluyendo a SN, el bulbo

olfatorio y la neocorteza 19,

La activacion de la via Nrf2-ARE se ha propuesto como un blanco terapéutico en

150, 151

Parkinson ! I En células SK-N-SH de neuroblastoma, el hierro ferroso promueve la

152]

agregaciéon de a-Syn mediante la inhibicion de la via Nrf2 [, Estas agregaciones agravan

el dafio oxidativo inducido por el hierro ferroso, la disfuncion mitocondrial y la apoptosis. La
sobreexpresion de los genes dependientes de Nrf2 hacen reversible la toxicidad, donde se

153]

puede retrasar la pérdida de las neuronas dopaminérgicas y la disfuncion motora 3. Por
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otra parte, la delecion genética de Nrf2 incrementa la toxicidad de a-Syn y exagera su

acumulacién en las neuritas dopaminérgicas y gliosis in vivo >4,
Enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer es la enfermedad neurodegenerativa mas comun, que
conduce a la demencia y eventualmente a la muerte >, Es caracterizada por la pérdida de
la integridad neuronal y la discapacidad de la memoria y deterioro cognitivo como resultado

de la pérdida de neuronas y sinapsis [°®

. Las caracteristicas neuropatolégicas de la
enfermedad son las placas seniles extracelulares (SPs) y los ovillos neurofibrilares
intracelulares (NFTs). Los NTFs estan compuestos de microtubulos asociados a la proteina
tau, la cual es hiperfosforilada, asi como también oxidada. Las SPs se componen

principalmente del péptido AB, derivado del precursor de proteina beta amiloide (APP) 7,

Numerosos estudios han mostrado que la activacion de Nrf2 puede atenuar la
toxicidad causada por AB. Sin embargo, la mayoria de estudios estan enfocados en la
neuroproteccion que otorga la activacion de la via Nrf2-ARE ante la generacion de ROS y la

158161 Sin embargo, en estudios in vivo la claridad de

muerte celular inducida por AR in vitro |
los efectos de la via Nrf2 en AB es controversial. Un activador prototipico de Nrf2, la
terbutilhidroquinona (tBHQ), se ha mostrado capaz de reducir la toxicidad inducida por la
secrecion de AB1-42 en la linea celular derivada de teratocarcinoma embrionario humano
NT2N 162 Otro activador de Nrf2, el sulforafano, es capaz de mejorar la funcion cognitiva
en modelos de ratén sin cambiar la solubilidad de AR %3, También, la sobreexpresion de la
catalasa mitocondrial, en ratones que sobreexpresan una forma mutante del precursor de

proteina amiloide (APP) (Tg2576), redujo la longitud total de APP y su extremo c-terminal,

bajando los niveles de A soluble e insoluble y mejorando la memoria de trabajo 164,
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Diabetes.

La Diabetes Mellitus (DM) se refiere a muchos desordenes metabdlicos de distinta
etiologia, pero el mas comun y caracteristico es la hiperglucemia debido a defectos en la
secrecion y/o accion de la insulina. Se clasifica en diabetes tipo 1 (T1DM) donde no se
produce insulina, o diabetes tipo 2 (T2DM) causada por una escasa produccion o accion de
la insulina, ademas de conducir a la inflamacién cronica ). Con més de 425 millones de
personas afectadas a nivel mundial en 2015 y un estimado de 590 millones en 2030, la
enfermedad se ha clasificado como una de las principales cuatro enfermedades no

transmisibles por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [168,

El estrés oxidativo y la inflamacion cronica estan interconectados, donde tedricamente
inhibir el estrés oxidativo parece una estrategia eficaz para tratar la diabetes y otras
enfermedades derivadas, como complicaciones macrovasculares o renales. Las
investigaciones han revelado que la expresién de enzimas antioxidantes, incluyendo HO-1,
NQO1 y GPx son aumentadas significativamente en los rifiones de pacientes diabéticos
cuando son tratados con acido salviandlico (SSA) solo o en combinacién con metformina
1671 Por otra parte, en pacientes diabéticos y prediabéticos los niveles de Nrf2 se han
mostrado bajos, asi como la actividad antioxidante de GSH y GSL "% Estudios similares han
encontrado que el agotamiento de Nrf2, asi como la expresion de los genes dependientes
de Nrf2, comprometen la capacidad antioxidante, resultando en una disfuncién

microvascular y a una desregulacion en la respuesta miogeénica, la cual es reversible al

administrar sulforafano 169,

En ratones AKI, tanto isquémicos como nefrotéxicos, la deficiencia de Nrf2 esta
asociada con incremento en la mortalidad, acompafada de un aumento en la disfuncién de

(170

los rifiones y permeabilidad vascular "%, Liu y colaboradores en 2009 """ demostraron que

la deficiencia de Nrf2 aumenta la susceptibilidad a lesiones agudas isquémicas y nefrotoxicas
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en rifién. En 2013, Uruno y colaboradores "2 encontraron que la administracion oral del
inductor de Nrf2 CDDO-Im en ratones diabéticos (db/db), altero la expresion de genes
antioxidantes, de consumo de energia y de gluconeogénesis en tejidos metabdlicos.
Ademas, la activacion de la via Nrf2 en ratones Keap1™®/~y en cruza de ratones Keap1o¥/-
con ratones db/db, atenud los sintomas de la diabetes, mejorando de la secrecién de insulina

y a la disminucion de la resistencia a insulina.
Enfermedades Cardiovasculares y Aterosclerosis.

En el sistema cardiovascular, Nrf2 se expresa de manera ubicua. La via Keap1-Nrf2-
ARE esta intimamente involucrada en la regulacién de la homeostasis vascular, asi como
también en la proteccion ante la hipertrofia cardiaca y la falla cardiaca mediante la supresion

173

del estrés oxidativo '3 Por lo tanto, esta via se ha convertido en un blanco para tratar

enfermedades cardiovasculares, como la aterosclerosis, una de las principales enfermedades

174]

cardiacas ", Durante el proceso de aterosclerosis, se reclutan y se retienen células

inflamatorias que conducen a una persistente producciéon de citocinas y ROS que

(7] Bajo este contexto, Nrf2 se considera una

contribuyen al progreso de las lesiones
molécula protectora debido a la cantidad de genes antioxidantes que pueden atenuar la
progresion de la aterosclerosis. Se ha observado que deficiencia de genes activados por
Nrf2, como GPx-1y HO-1, conduce a una proliferacion acelerada de macrofagos, asi como

también formacién de ROS y de citocinas pro-inflamatorias 7671781,
Enfermedades Respiratorias.

El sistema respiratorio es especialmente susceptible ante el estrés oxidativo. Este
sistema es el primero en tener contacto con los oxidantes inhalados, cambiando el balance
redox constantemente y de manera repetida. Debido a que se encuentra en constante
exposicion ante agentes externos, incluyendo oxidantes y contaminantes, el balance redox

179

que mantiene Nrf2 es importante para las vias respiratorias '), La expresion pulmonar de
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Nrf2 ocurre principalmente en el epitelio y en los macréfagos alveolares. La ausencia o
delecion de su expresion agrava la toxicidad pulmonar por multiples fuentes oxidantes, como

humo de cigarrillo, infecciones virales, endotoxinas bacterianas, hiperoxia y contaminantes

180

del ambiente ™ Varios estudios muestran que la deficiencia de Nrf2 esta asociada a gran

susceptibilidad para desarrollar Enfermedad Pulmonar Crénica Obstructiva (EPOC) 8T,

182] [183 [184

enfisema '8, asma 183, fibrosis pulmonar 184, sindrome de dificultada respiratoria aguda '8°!

y sepsis '8 Por lo tanto, la activacién de Nrf2 en los macréfagos alveolares parece un blanco

prometedor para tratar numerosas enfermedades respiratorias.
Otras enfermedades y condiciones asociadas a la via Keap1-Nrf2-Are.

Ademas de las enfermedades descritas anteriormente, el papel que juega Nrf2 y su
potencial terapéutico ha sido investigado en numerosas enfermedades y tejidos.
Investigaciones de enfermedades gastrointestinales, como la gastritis cronica y la colitis
ulcerosa, sugieren que inhiben la sefializacion proinflamatoria, conduciendo al estrés

oxidativo. Al activar la via Nrf2, la célula refuerza su habilidad para neutralizar varios tipos de

187]

radicales libres 7], asi como también preservar las estructuras de las uniones estrechas

manteniendo la polaridad epitelial, la cual es esencial para la proteccién del tracto superior

188, 189

gastrointestinal ante el acido gastrico ! ], En hepatoxicidad y en lesiones al higado, Nrf2

se ha mostrado crucial para combatir dichas enfermedades. Mdltiples estudios muestran que

la activacion o supresion de este factor de transcripcion conduce a la progresion de

190-195

enfermedades del rifién | I La via Nrf2 también se involucra en respuestas inmunes e

198, 199]

inflamatorias asociadas con infecciones [, enfermedades autoinmunes ! , y otras

200-202] | 3 gran cantidad de enfermedades y mecanismos bioldgicos

respuestas inmunes |
donde se involucra la via Keap-1-Nrf2-ARE muestra su clara importancia y su potencial

farmacéutico para el desarrollo de nuevos farmacos.
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1.2.10 Péptidos inhibidores de la interaccion proteina-proteina Keap1-Nrf2

Busqueda de la secuencia peptidica minima.

El descubrimiento de la estructura de la interaccion Nrf2-Keap?1 trajo consigo el
desarrollo de peptidos capaces de inhibir dicha interaccion. La busqueda de secuencias
peptidicas minimas a partir de la secuencia primaria es el acercamiento general para
encontrar péptidos inhibidores. Identificar la secuencia minima ayuda a entender los puntos
principales de los péptidos inhibidores de la interaccion proteina-proteina (PPI). Gracias a las
estructuras de los co-cristales de Keap1-Nrf2 se pudieron encontrar las secuencias minimas.
En la region NRf2 ETGE las secuencias minimas correspondieron a 9-mer y 16-mer. En un
inicio, el péptido 9-mer (LDEETGEFL) fue un buen punto de partida para investigaciones

posteriores para otros péptidos 203!,

En 2006, Lo y colaboradores

I aislan el complejo Keap1-Nrf2 y trabajan con los
péptidos 10-mer, 14-mer y 16-mer para determinar la afinidad de dichos péptidos con la
Keap1. En su investigacion, encuentran que el péptido 10-mer es capaz de desplazar a Nrf2
de Keapl, pero no es tan efectivo como los péptidos 14-mer y 16-mer. El péptido 10-mer
carece de una o mas interacciones del esqueleto, por lo que péptidos mas largos pueden

2041 trabajan

estabilizar mejor la interaccion. Posteriormente, en 2011 Chen y colaboradores
con los mismos péptidos y afiaden 7-mer, 8-mer, 9-mer, 11-mery 12-mer. Los resultados que
obtienen son similares, donde los péptidos 7-mer y 8-mer presentan muy poca afinidad de
uniéon (Kg >> 1000 nM), mientras que 9-mer una afinidad moderada (K4 = 352 nM). Los
péptidos con mas de 9 residuos aminoacidicos tuvieron afinidades muy similares (Kq = 31.3-
22.5 nM), encontrando que la secuencia minima de un péptido para inhibir la interaccion
Nrf2-Keap1 es de al menos 9 aminoacidos. Resultados similares fueron obtenidos por

Inoyama %! y Marcotte %! donde los péptidos mayores a 10-mer tienen una afinidad

moderada a buena.
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207 encuentran otros péptidos 7-

Por otro lado, Hancock y colaboradores en 2012 |
mer. El péptido FITC-7-mer contiene una 3-Alanina en el extremo N-terminal que actua
como un enlazador entre FITC y el N-terminal. Esta B-Alanina tiene un efecto similar a la
Leucina en el péptido 8-mer, por lo que se considera como un péptido 8-mer. Sin embargo,
la diferencia principal del péptido 8-mer recae en que el ultimo residuo es una Leucina en el
extremo C-terminal, y este residuo no forma una interaccion con la proteina Keapl. Ademas,
el grupo de investigacion de Hancock encuentra que el péptido Ac-7-mer (Ac-DEETGEF-OH)
presenta una inhibicion moderada (5.39 pM), concluyendo que este tipo de péptidos 7-mer
corresponden a la secuencia peptidica minima para unirse con Keap1. De igual forma, Lu y
colaboradores en 2015 2% trabajan con el péptido Ac-7-mer (Ac-DEETGEF-OH) y Ac-9-mer
(Ac-LDEETGEFL-OH), concluyendo que el reemplazo de un Glutamato por una Prolina,
ademas de la Leucina en el extremo terminal, ayudan a imitar la conformacién secundaria

de horquilla  durante un tiempo prolongado, la cual es importante para la union del péptido

a Keap.
Péptidos inhibidores con actividad celular.

Los dos residuos de Glutamato en los péptidos Nrf2 ETGE son importantes para la
inhibicion de Keap1-Nrf2. Sin embargo, a pesar de que estos residuos son importantes tanto
para la estabilizacion como la union a Keap1, desfavorecen en gran medida la permeabilidad
en la célula. Por lo tanto, reducir los residuos acidos y mejorando la lipofilicidad es el principal

objetivo para desarrollar un péptido que pueda penetrar en la célula.

La forma mas directa para investigar los efectos inhibitorios de los PPl es mediante la
conjugacién directa de péptidos de penetracion celular (PPI). Steel y colaboradores %)
emplearon un activador transcripcional trans-activador (TAT) derivado del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) como péptido penetrante celular (CPP) para la construccion

de péptidos Nrf2 ETGE capaces de penetrar la célula. El péptido Tat-14-mer logro elevar los
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niveles de Nrf2 en la célula, ademas de regular positivamente el gen HO-1 tanto en niveles
de mRNA como de proteina de manera dosis-dependiente en monocitos THP-1de humano.
También, este estudio mostré que este péptido inhibidor de Keap1-Nrf2 pudo también
inhibir la produccién de citocinas proinflamatorias, demostrando su capacidad como

potencial anti-inflamatorio.

Con la misma estrategia, el grupo de investigacién de Zhao en 2011 210

construyen
un péptido similar, denominado Tat-CAL-DEETGE, que prueban en ratones con dafio
cerebral. Este péptido contiene una secuencia de calpaina (PLFAER) entre la secuencia Taty
el motivo Nrf2 ETGE, haciendo que el péptido sea sensible al incremento de calcio
permitiendo la activacion de Nrf2 ante lesiones especificas. Encuentran que este péptido
incremento significativamente los niveles de mRNA de los genes que regula Nrf2, ademas
de encontrar que atenua eficazmente el compromiso de la barrera hematoencefalica
asociado a la lesion cerebral. En otro estudio realizado con el mismo péptido en ratones con
dafo cerebral e isquemia global cerebral, confirma que este péptido es capaz de inducir los
genes citoprotectores que regula Nrf2, reduciendo el estrés oxidativo e induciendo una

fuerte neuroproteccion y una marcada preservacion de las funciones cognitivas

dependientes del hipocampo ' (Tabla 5).
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Tabla 5. Péeptidos inhibidores de la interaccion Keap1-Nrf2

Péptido

Secuencia

Referencia

H-7-mer
H-8-mer

H-9-mer

H-10-mer

H-11-mer
H-12-mer
H-14-mer

H-16-mer

Ac-7-mer

Ac-7-mer

FITC-7-mer
Ac-9-mer
Tat-14-mer
DEETGE-
CAL-Tat

H-EETGEFL-OH
H-DEETGEFL-OH
H-LDEETGEFL-OH

H-QLDEETGEFL-OH

H-LQLDEETGEFL-OH
H-QLQLDEETGEFL-OH
H-FAQLQLDEETGEFL-OH

H-AFFAQLQLDEETGEFL-OH

Ac-DEETGEF-OH
Ac-DPETGEL-OH

FITC-B-Ala-DEETGEF-OH
Ac-LDEETGEFL-OH
YGRKKRRQRRRLQLDEETGEFLPIQ
NH2-RKKRRQRRRPLFAERLDEETGEFLP-NH:

Chen et al, 2011
Chen et al, 2011
Chen et al, 2017;
Marcotte et al, 2013
Lo et al, 2006; Chen et
al, 2011; Inoyama et al,
2012
Chen et al, 2011
Chen et al, 2011
Lo et al, 2006; Chen et
al, 2011
Lo et al, 2006; Chen et
al, 2011; Inoyama et al,
2012
Hancock et al, 2012
Hancock et al, 2012; Lu
et al, 2015
Hancock et al, 2012
Lu et al, 2015
Steel et al, 2012
Zhao et al, 2011; Tu et
al, 2015
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CAPITULO DOS

Planteamiento del problema

En condiciones normales, el factor de transcripcion Nrf2 interacciona con la proteina Keap1
a traves de dos motivos, ETGE y DLG, causando su degradacion en la célula. Por otro lado,
en condiciones de estrés oxidativo, donde algunas de las cisteinas en Keap1 sufren oxidacion,
esta interaccion es inhibida, lo que permite que Nrf2 se libere y pueda translocarse al nidcleo
para expresar genes de proteccion a estrées oxidativo. Por lo tanto, una interrupcion selectiva
del sistema Keap1-Nrf2 sugiere la posibilidad de desarrollar farmacos con capacidad
antioxidante y antiinflamatoria. Por otro lado, datos preliminares sugieren que el péptido
IDR-1002 es capaz de translocar a Nrf2 al nucleo y dadas sus caracteristicas fisicoquimicas,
este fendmeno podrian surgir debido a su capacidad de inhibir la interaccion Keap1-Nrf2
212 Dada la complejidad de estudiar este fendmeno a nivel atémico utilizando técnicas
experimentales, un estudio computacional de la posible interaccion de Nrf2 y el péptido IDR-

1002 puede esclarecer los detalles del mecanismo por el cual IDR-1002 es capaz de translocar

Nrf2 al nlcleo y asi activar la transactivacion de genes citoprotectores.

Especificamente, un tipo de péptidos reguladores de la defensa innata (IDR)
catidnicos, han mostrado la capacidad de translocar a Nrf2 al nlcleo, donde éste es capaz
de regular la expresion de varios genes de enzimas detoxificantes y antioxidantes, por medio

E 2121 En este

del reconocimiento de una secuencia especifica de ADN conocida como AR
trabajo de investigacion, se pretende identificar los modos de interaccion de al menos un
péptido cationico IDR y el factor de transcripcion Nrf2 utilizando métodos computacionales.
Un entendimiento de las interacciones mas relevantes, es fundamental para el subsecuente
desarrollo y disefio de péptidos capaces de inhibir la union Nrf2-Keap1, lo que conduciria,

sin duda alguna, a un tratamiento para diversas enfermedades, en donde la expresion de los
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genes ayudaria a combatir el estrés oxidativo en las células, evitando asi el dafio celular y

previniendo el desarrollo de otras enfermedades.

CAPITULO TRES
Justificacion

Dada la gran cantidad de evidencia sobre la relevancia del factor Nrf2 en varias
enfermedades, el desarrollo de compuestos capaces de inhibir directamente la interaccion
entre Keaply Nrf2 se ha vuelto un tema de suma importancia en el ambito de la salud
humana. Existen numerosas investigaciones acerca de las propiedades médicas y
terapéuticas de moléculas pequefas, tanto sintéticas como naturales, que inducen la
expresion de los genes dependientes de ARE. La mayoria de los activadores de Nrf2 son
inhibidores indirectos de la interaccion Keap1-Nrf2. Estos inhibidores son especies
electrofilicas o metabdlicamente transformadas in vivo para ser electrofilicas, que tienen la
funcién de reaccionan con los grupos tiol de los residuos de cisteina de Keap1 mediante
oxidacion o alquilacion. Sin embargo, estos inhibidores electrofilicos representan un
problema debido a que su falta de especificidad y selectividad supone un riesgo al

interaccionar con otros blancos celulares causando posibles efectos toxicos.

Recientemente, la inhibicion directa de la interaccion Keap1-Nrf2 se ha vuelto una
estrategia atractiva para la activacion de Nrf2. El descubrimiento de sistemas moleculares
pequefos que actlen selectivamente como inhibidores de la via Keap1-Nrf2 vislumbra un

camino muy prometedor debido la posibilidad de disminuir los efectos téxicos, incrementar
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su estabilidad y biodisponibilidad, en comparacion con inhibidores indirectos. Por esta razon,
el estudio de inhibidores directos de Nrf2 se ha vuelto una tarea importante que requiere
una caracterizacion desde un punto de vista experimental y computacionales para lograr
una comprension integral de los mecanismos de interaccion de las entidades biomoleculares

en el ambiente celular.

Particularmente, la caracterizacion de los mecanismos de interaccion de péptidos
cationicos capaces de translocar a Nrf2 al nlcleo es indispensable para sentar las bases de

un posible inhibidor con propiedades terapéuticas, es fundamental (Maldonado, 2018).

CAPITULO CUATRO
Hipotesis

Los péptidos cationicos IDR, particularmente IDR-1002, son capaces de inhibir la interaccion
de Nrf2 y Keapl a través de su interaccion directa con el primero, permitiendo la
translocacion al nucleo de Nrf2 y con ello, la activacion de genes citoprotectores. En este
contexto, utilizando meétodos computacionales, sera posible identificar los modos de
interaccion directa entre IDR-1002 y Nrf2 lo que sera fundamental para suportar la posible

actividad terapéutica de este tipo de péptidos para combatir el estrés oxidativo celular.
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CAPITULO CINCO
Objetivos

5.1 Objetivo General

Investigar los mecanismos de interaccion entre el factor de transcripcion Nrf2
(dominio de baja afinidad, DLG) y péptidos cationicos, particularmente, el péptido IDR-1002
empleando métodos computacionales. Asimismo, determinar a las interacciones mas

relevantes en la formacion del complejo Nrf2—IDR-1002.

5.2 Objetivos Especificos

1) Realizar calculos de docking molecular entre el dominio DLG de Nrf2 y el péptido IDR-
1002 (VQRWLIVWRIRK-NH2).

2) Evaluar las diferentes poses moleculares del péptido y seleccionar a los mejores
candidatos.

3) Realizar simulaciones de dinamica molecular de los complejos para verificar la validez de
las interacciones identificadas previamente.

4) Analizar los resultados de las simulaciones para poder proponer un mecanismo de

interaccion entre dichos sistemas biomoleculares.
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CAPITULO SEIS

Metodologia

Para la realizacion de esta tesis se utilizaran diversas técnicas computacionales incluyendo
acoplamiento (docking) molecular, asi como simulaciones atomisticas de dinamica molecular

para identificar los mecanismos de interaccion del complejo Nrf2 y IDR-1002.
Acoplamiento molecular de Nrf2 y IDR-1002.

Para el acoplamiento molecular entre Nrf2 y el péptido IDR-1002, se utilizara el
programa PIPER-flexPepDock. Esta herramienta computacional utiliza la estructura
tridimensional de la proteina, en este caso el motivo de baja afinidad (DLG) de Nrf2 y la
secuencia de aminoacidos del péptido, IDR-1002 (VQRWLIVWRIRK-NH?2). La fortaleza de esta
herramienta computacional no solamente reside en la concepcion original de su algoritmo
gue se centra en sistemas proteina-péptido, sino en su capacidad de identificar posibles
poses moleculares cuando no existe informacion alguna del sitio de interaccion de las dos
especies. Como sabemos, en la mayoria de las ocasiones, en su estado no enlazado, los
péptidos no presentan una estructura definida y, por lo tanto, no existe informacion
experimental estructural de ellos. Es por esta razon, que se eligio utilizar esta herramienta, la

cual consideramos la mejor para identificar posibles poses entre Nrf2 y IDR-1002.
Simulaciones de dinamica molecular del péptido IDR-1002 con Nrf2.

Las interacciones entre el péptido IDR-1002 y Nrf2 seran determinadas utilizando
métodos computacionales, especificamente, se realizaran simulaciones atomisticas de
dindmica molecular. Dichas simulaciones estan basadas en conceptos de fisicoquimica y

termodinamica estadistica que nos ofreceran informacion a nivel atomico-molecular sobre
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las posibles interacciones entre las dos biomoléculas. La informacion obtenida sera analizada
y contrastada con los resultados experimentales disponibles y nuevas hipotesis seran
examinadas y evaluadas. El sistema molecular consistira en el motivo de baja afinidad (DLG)
de Nrf2 localizado en el centro de una caja de moléculas de agua donde ademas estara
presente el péptido IDR-1002. Los grupos ionizables de las cadenas laterales tanto de la
proteina como del péptido, corresponderan a su estado de protonacion mas probable a un
pH de 7.0. Todo el sistema (compuesto por alrededor de 21,000 atomos) sera neutralizado
con iones de sodio y cloro. Con la finalidad de emular el ambiente fisioldgico nativo, el
sistema sera simulado a una presion de 1 atmdsfera y a una temperatura de 37 °C. El campo
de fuerza, el cual indica la manera en que las diferentes entidades moleculares interactian,
correspondera a CHARMM36. Los sistemas se prepararan con el programa Visual Molecular
Dynamics (VMD) vy las simulaciones de dinamica molecular con el programa NAMD. Las
simulaciones se realizaran utilizando infraestructura local (laboratorio de Quimica Teodrica,
BUAP) y utilizando parte del tiempo de computo otorgado en el Laboratorio Nacional de

Supercomputo del Sureste de México, LNS.
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CAPITULO SIETE

Resultados y Discusion

Acoplamiento molecular

Los desafios que presentan los acoplamientos globales de péptidos flexibles se han
tratado de diversas maneras, como reducir el espacio conformacional que sera muestreado
tanto para los grados de libertad internos del péptido como para las orientaciones de cuerpo
rigido de la molécula a tratar. Sin embargo, la mayoria de acoplamientos moleculares de
este tipo siguen ofreciendo acercamientos limitados en la calidad del modelamiento y su
aplicacion en general. El protocolo PIPER-FlexPepDock, representa una herramienta robusta
y con alta precision para los acoplamientos péptido-proteina 1?1, Como se menciona en la
metodologia, se empled el programa previamente mencionado, y se realizd un
acoplamiento molecular del péptido IDR-1002 con el dominio Neh2 de Nrf2 que contiene el

motivo DLG, también denominado dominio de baja afinidad (3WN7.pdb).

Nuestros resultados de acoplamiento molecular arrojaron un total de 10 posibles
conformaciones entre Nrf2-IDR-1002. Basados en caracteristicas importantes, como |la
presencia de interaccion con el motivo DLG y que la conformacion estuviera del mismo lado
donde se une Keap1, se tomaron dos modelos. La union del péptido con el motivo DLG es
importante debido a que se necesita que al menos se una a este motivo para inhibir la
interaccion. La idea principal de considerar dichos criterios fue tratar de competir por las
mismas interacciones observadas en el complejo Nrf2-Keap1, ademas de que la unién al
motivo DLG es particularmente importante debido a que alinea correctamente las lisinas en

el dominio Neh2 de Nrf2 para una correcta y eficiente ubiquitinacion en Nrf2 199,
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El resultado del acoplamiento molecular para el modelo 1 muestra que existe una
interaccion por puente salino entre R9 y D27N™, ademas que R9 interactia con Q26N
Existe una interaccion entre K12 y D29V del motivo DLG. Los residuos basicos R11y K12 no
interactUan directamente con Nrf2, pero estan localizados en una regién cercana al residuo
D29 del motivo DLG. Finalmente, ocurren interacciones aromaticas entre F39N™ y W4, asi

como otro puente de sal entre R3 y E35N™ (Figura 5).

Nrf2 (Motivo DLG en dominio Neh?2) Péptido IDR-1002
MDLIDILWRQDIDLGVSREVFDFS VORWLIVWRIRKG

Figura 5. Interacciones entre Nrf2-IDR-1002 del modelo 1. En este modelo existe una interaccion carga-
carga entre R11y D27V Ademas, existe una interaccion del mismo tipo entre K12 y D29V (parte del motivo
DLG). En este modelo, el residuo R9 parece formar interacciones con los grupos CO de la cadena principal de

los residuos L30N™ y G31N™2, ambos partes del motivo DLG. Existen interacciones aromaticas entre F39 y W8N™,

El resultado del acoplamiento molecular para el modelo 2 muestra que existe una
interaccion por puente salino entre R11y D27V Existe una interaccion directa entre K12 y
D29N™ del motivo DLG. El residuo basico R9 forma una interaccion con el grupo carbonilo

del esqueleto de L30N™, y posiblemente con G31N™ (Ambos pertenecen al motivo DLG).
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9Nrf2

Ademas, el anillo aromatico de F3 presenta una interaccion Tt- Tt con W4, asi como otro

puente salino entre R3 y E35N™ (Figura 6).

Nrf2 (Motivo DLG en dominio Neh?2) Péptido IDR-1002
MDLIDILWRQDIDLGVSREVFDFS VORWLIVWRIRKG

Figura 6. Interacciones entre Nrf2-IDR-1002 del modelo 2. En este modelo, existe una interaccion carga-carga
entre R11y D27V mientras que R9 interactia con Q26N™. Ademas, interacciones aromaticas entre F39 y W4Nr

también estan presentes.
Simulaciones de dinamica molecular

Con la idea de validar las interacciones de los complejos de la figura 5, se utilizo la
técnica computacional de simulaciones atomisticas de dinamica molecular. Ambos modelos
fueron hidratados con moléculas de agua, ademas se incorporaron iones de sodio y cloro
para poder obtener una solucién salina de 0.15 M. Cada sistema estuvo compuesto por
~20,000 atomos, y se simulé durante 1000ns (500 millones de pasos), utilizando la
infraestructura computacional proporcionada por el Laboratorio Nacional de Supercomputo

del Sureste de México (LNS). En la figura 7 y 9 se muestran los resultados de la simulacion
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para ambos modelos. En la figura 11, se presenta el analisis temporal detallado de las
interacciones, la cual se basa en calcular la distancia entre dos diferentes residuos a lo largo
de la simulacion. También, se proporciona una tabla que resume las interacciones para

ambos modelos (Tabla 6).
Modelo 1

Los resultados de la simulacion para el modelo 1 muestran que las interacciones entre
los residuos R3 con E35N™, V1 (+NHs) con D38V, R9 con D27N™ y W8 con D27V se forman

a los pocos nanosegundos de haber iniciado la simulacién, manteniéndose asi hasta que la

7Nrf2

simulacion concluye. Sin embargo, la interaccion entre R11 con D27, que en un principio

estaba formada, se pierde a los pocos nanosegundos de simulacion.

Ons

100ns

200ns
-300ns
~400ns
500 ns
600 ns

700 ns

800ns

Nrf2 (Motivo DLG en dominio Neh2) Péptido IDR-1002 9000
MDLIDILWRQDIDLGVSREVFDFS VORWLIVWRIRKG 10007

Figura 7. Modelo 1 del complejo Nrf2/IDR-1002 considerado a partir de los resultados del acoplamiento
molecular. A) En este modelo existe una interaccién carga-carga entre R11 y D27V Ademaés, existe una
interaccion del mismo tipo entre K12 y D29V (parte del motivo DLG). En este modelo, el residuo R9 parece
formar interacciones con los grupos CO de la cadena principal de los residuos L30N™ y G31N™, ambos partes
del motivo DLG. Finalmente, interacciones aromaticas entre F39 y W4N™ estan presentes. B) y C) La evolucion
temporal de las diferentes poses moleculares obtenidas a partir de los célculos de acoplamiento molecular fue
investigada mediante simulaciones de dindmica molecular para el modelo 1. Los colores en las conformaciones

del péptido IDR-1002 indican diferentes estructuras representativas tomadas cada 50ns a lo largo de toda la

XLVIII



simulacion (1000ns). Por claridad, en B) se muestran las conformaciones de los primeros 500ns, mientras que
en C) las conformaciones representativas de 500 a 1000ns. A la derecha se encuentra una barra de colores
auxiliar mientras que las respectivas secuencias de cada una de las entidades se encuentran en la parte de
debajo de la figura. En azul esta la posicion original del péptido mientras se desplaza hacia el color rojo (ver
barra de colores), vamos observando la evolucion del péptido a lo largo de la trayectoria. Inicialmente, existen
cambios importantes en las conformaciones adoptadas por el péptido, sin embargo, a partir de
aproximadamente 600ns, el péptido parece haber encontrado conformaciones estables (formando una
conformacion de “U” alrededor del dominio DLG de Nrf2), las cuales son mantenidas por el resto de la

simulacion.

Para este modelo, se mencionan cinco interacciones, cuatro carga-carga y una de

naturaleza polar, detallando su comportamiento:

Interaccién 1A R11y D27V, La distancia de interaccion entre ambos residuos es baja desde
el comienzo de la simulacion (4 A aproximadamente). En una trayectoria que va desde 0 a
550ns, ocurren pequefias fluctuaciones en las distancias, pero la interaccién se mantiene. Sin
embargo, pasando los 550ns la distancia aumenta considerablemente y se mantiene
fluctuando hasta concluir los 1000ns, indicando que la interaccion se ha perdido y que la

orientacion de ambos residuos ha cambiado.

Interaccion 1B R3 y E35N™ Esta interaccion se forma a los pocos nanosegundos de

simulacion (50ns) y se mantiene durante toda la simulacion.

Interaccion 1C V1+(NHs) y D38N™. En esta interaccion, la parte N-terminal del péptido esta
cargada positivamente, y rapidamente establece una interaccion carga-carga con el residuo
D38N™. Esta interaccion presenta un comportamiento similar a la interaccion 1B, y se

mantiene a lo largo de la simulacion.

Interaccién 1D R9y D27 Al inicio de la simulacién, esta interaccion no esta formada. Se
mantiene oscilando en valores altos de distancia hasta que alcanza los 550ns

aproximadamente. Posteriormente, la interaccion toma lugar y se mantiene hasta que
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finaliza. Cabe sefialar que, esta interaccion se relaciona con la interaccion 1A, debido a que
el residuo D27 participa en ambas interacciones y en un comienzo esté interactuando con
R3, pero posteriormente se pierde su interaccion y pasa a formar una nueva con el residuo

R9.

Interaccion 1B W8 y D27V, Esta interaccién presenta un comportamiento similar al
observado en la interaccion 1D y parece ser consecuencia de ella. La interaccion no esta
formada en un inicio, y la distancia entre ambos residuos se mantiene oscilando en valores
altos hasta que alcanza los 600ns de simulacién, donde finalmente la interaccion es formada

y mantenida.
Analisis de RMSD

Para evaluar la estabilidad de cada complejo de proteina-péptido, el analisis del
RMSD de los carbonos alfa fue calculado durante los 1000ns de simulacion (Figura 8). El
analisis RMSD obtenido para el modelo 1 revela que en los primeros 100ns de la simulacion
el movimiento que presenta el péptido es muy bajo, sin embargo, el movimiento aumenta
rapidamente debido a que el péptido busca una posicion mas estable. Durante el intervalo
de tiempo de simulacién de 600-1000ns el movimiento del péptido se mantiene méas o
menos constante, indicando que ha alcanzado una posicion estable donde varios residuos

del péptido pueden estar interactuando con Nrf2.



7 = RMSD

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

ns

Figura 8. Andlisis de RMSD del modelo 1. En el eje X de las graficas se muestran los nanosegundos de
simulacién, y en el eje de las Y el RMSD en A. Se observa que en el intervalo que va de 0-550ns el péptido
explora diferentes orientaciones. Sin embargo, posteriormente encuentra una orientacién estable y se mantiene

asi hasta que finaliza.

Modelo 2

Los resultados de la simulacion para el modelo 2 muestran que las interacciones entre
los residuos R11y D27 se forman eventualmente, ademas de que, una vez al formarse, se
mantienen hasta concluir la simulacién. La interaccion entre R9 y D27N™ est4 formada desde
el inicio y se mantiene en toda la simulacién. Ademas, las interacciones de los residuos R9
con D29V K12 con D29N™ y R3 con D18N™ se forman, pero se pierden conforme el tiempo

de simulacion progresa.
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100ns

200ns

~300ns

400ns

~500ns

~600ns

700ns

800ns

Nrf2 (Motivo DLG en dominio Neh2) Péptido IDR-1002

900ns

MDLIDILWRQDIDLGVSREVFDFS VORWLIVWRIRKG

1000ns

Figura 9. Modelo 2 del complejo Nrf2/IDR-1002 considerado a partir de los resultados del acoplamiento
molecular. A) En este modelo, existe una interaccion carga-carga entre R11y D27V mientras que R interactda
con Q26N Ademas, existen interacciones aromaticas entre F39 y W4N™_ B) y C) Resultados de las simulaciones
de dindmica molecular del modelo 2 del complejo de Nrf2 con IDR-1002. De manera similar a la figura 8, la
evolucion temporal de las diferentes poses moleculares, obtenidas a partir de los célculos de acoplamiento
molecular, fue investigada. Los colores en las conformaciones del péptido IDR-1002 indican diferentes
estructuras representativas tomadas cada 50ns a lo largo de toda la simulacién (1000ns). Por claridad, en B) se
muestran las conformaciones de los primeros 500ns mientras que en C) las conformaciones representativas de
500 a 1000ns. A la derecha se encuentra una barra de colores auxiliar mientras que las respectivas secuencias
de cada una de las entidades se encuentran en la parte de debajo de la figura. En azul esta la posicion original
del péptido mientras que como nos desplazamos hacia el color rojo (ver barra de colores), vamos observando
la evolucion del péptido en la trayectoria. Al igual que en el caso del modelo 1, durante aproximadamente la
primera mitad de la simulacién, el péptido explora distintas conformaciones hasta que alrededor de 650ns, el
segmento C-terminal parece haber encontrado conformaciones estables. Es de notar, que el extremo N-
terminal del péptido, muestra mayor flexibilidad en este modelo.

De manera detallada y especifica, las interacciones a las que se haran referencia

corresponden a cinco interacciones carga-carga:

Interaccion 2A R11y D27V, El residuo R11es un residuo bésico localizado en la mitad del
péptido, mientras que D27N™ esta implicado en la interaccion directa con el complejo Nrf2-
Keap1. Al comienzo de la simulacién, ambos residuos estan separados por una distancia >10
A. Sin embargo, a los pocos nanosegundos de iniciar la simulacién, la interaccién toma lugar

y se mantiene por el resto de la trayectoria.
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Interaccion 2B R9y D27, Esta interaccion, formada desde el comienzo de la simulacion, se
pierde a los pocos nanosegundos de comenzar la simulacién, donde R9 y D27 alcanzan
una distancia de hasta 12 A aproximadamente. No obstante, esta interaccién vuelve a

formarse y se mantiene hasta que la simulacion concluye.

Interaccion 2C R9'PR1002y D29N2 Ocurre una formacion de la interaccion, pero esta se pierde
conforme la simulacién transcurre. En un inicio, el residuo R9'P*1%2 est a una distancia
considerable del residuo D29V (x14 A), pero esta interaccion presenta una fluctuacion alta
a los 100ns de simulacién, indicando un cambio en su orientacién. Sin embargo, esta
interaccion se estabiliza. Al alcanzar los 250ns de simulacion, la distancia entre los dos
residuos se vuelve muy pequefia <4 A, pero al alcanzar 450ns de simulacién nuevamente

ocurre una fluctuacion, y la interaccion se pierde.

Interaccion 2D K12y D29V, Esta interaccion no estd formada al comienzo de la simulacién,
pero se forma a los pocos nanosegundos. Asi mismo, la interaccién se pierde al poco tiempo
de simulacién, y se mantiene fluctuando durante toda la simulacion en intervalos de distancia
considerables (15-23 A aproximadamente). El comportamiento de ambos residuos indica

que, a pesar de no formarse una interaccion, se mantiene la orientacion de ambos residuos.

Interaccion 2E R3y D18N™. La distancia de esta interacciéon se vuelve muy pequefia a los
pocos nanosegundos de simulacion, alcanzando aproximadamente 4 A, indicando la
formacion de la interaccion. Al alcanzar los 300ns de simulacion, ocurre una fluctuacion y la
distancia aumenta rapidamente hasta alcanzar los 25 A aproximadamente. Posteriormente,
la distancia entre ambos residuos se mantiene fluctuando en intervalos bastante amplios,

indicando que no logra mantener su orientacion conforme avanza la simulacion.

Analisis de RMSD
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Este analisis para el modelo 2 mostrd que, inicialmente, el péptido presenta cierta
estabilidad hasta alcanzar los 400ns aproximadamente, donde muestra un elevado
movimiento del reflejado en intervalos de distancia altos (2-8 A). En el analisis se pueden
observar que ocurren diversos cambios respecto a la orientacion inicial del péptido. En los
300ns de simulacion aproximadamente, el péptido experimenta un cambio en su
orientacién, marcado por una variacion en la distancia (3 -7 A). Otro cambio de orientacion
ocurre entre los 400-500ns, donde intenta mantenerse en la misma posicion hasta los 900ns,
donde nuevamente vuelve a cambiar su orientacion. Lo anterior indica que el péptido no
encuentra una posicion estable, ademas de que el péptido parece encontrar multiples

orientaciones para unirse (Figura 11).

10 - RMSD

0 T ] T T T T ] T ] 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

ns

Figura 11. Analisis de RMSD del modelo 2. En el eje X de las graficas se muestran los nanosegundos de
simulacion, y en el eje de las Y el RMSD en A. Se observa que el comportamiento del péptido durante toda la
simulacion explora distintas conformaciones, donde el mayor movimiento fue registrado en un intervalo de

300-1000ns.
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Distancias de las interacciones
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Figura 11. Analisis de distancias de las interacciones del modelo 1y 2. En el gje X de las gréaficas se muestran
los nanosegundos de simulacién, y en el eje de las Y las distancias entre los residuos de la interaccién en A. En
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el modelo 1 se muestra que la interaccién 1A) se mantiene durante el inicio de simulacion, pero pasando los
550ns de simulacion se pierde. Las interacciones 1B) y 1C) se mantienen durante todo el tiempo de simulacién,
mientras que las interacciones 1D) y 1E) se forman a los 550ns de simulacidn y se mantienen hasta que
concluyen. En el modelo 2 se muestra que la interaccion 2A) esta formada y se mantiene durante toda la
simulacion. La interaccién 2B) se pierde a los pocos nanosegundos de simulacién, pero se vuelve a formar
rapidamente. No obstante, las interacciones 2C), 2D) y 2E) se pierden durante la simulacién.

Tabla 6. Resumen de las diversas interacciones y su resultado a lo largo de

1000ns de simulaciéon de dindmica molecular para ambos modelos.

Modelo 1
Interaccion Resultado
Interaccién 1A, R11y D27N Interaccion perdida
Interaccién 1B, R3 y E35N™ Interaccion formada y mantenida
Interaccion 1C, VI(+NH3) y D38\, Interaccion formada y mantenida
Interaccién 1D, R9 y D27N" Interaccion formada y mantenida
Interaccién 1E, W8 y D27N' Interaccion formada y mantenida
Modelo 2
Interaccion Resultado
Interaccion 2A, R11y D27N Interaccién formada y mantenida
Interaccion 2B, R9 y D272 Interaccion perdida, formada
nuevamente y mantenida
Interaccion 2C, R9 y D29N Interaccién formada y perdida
Interaccion 2D, K12 y D27N'? Interaccién formada y perdida
Interaccion 2E, R3 y D18V Interaccion formada y perdida
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Conclusiones

Empleando diversos métodos computacionales, se propone un mecanismo detallado acerca
de la interaccion entre el factor de transcripcion Nrf2 y el péptido catidnico IDR-1002. Esta
interaccion se presume que sea capaz de inhibir la interaccion del complejo Nrf2-Keap1, el
cual ha sido considerado como un blanco terapéutico de suma importancia. En nuestro
anélisis, se identificé la interaccion entre los residuos R9 y D27N™, crucial puesto que, aunque
los complejos de nuestro modelo 1y 2 son diferentes, la interaccion entre dichos residuos
(Interaccién 1D y 2C respectivamente) se mantuvo en ambos modelos. En el modelo 1 parece
ser aun mas importante debido a que esta interaccion es consecuencia de la pérdida de la
interaccion 1A, ademas de que hace posible la interaccion 1E dada la cercania de los residuos
en el péptido y la orientacion que este presenta. Las interacciones que involucran a los
residuos en el extremo N-terminal, como las interacciones 1B y 2E, son solamente
importantes para el modelo 1. Las interacciones que involucran al residuo basico R11, solo es
importante en el modelo 2 (interaccion 2A). La interacciéon 2D parece no tener ninguna
relevancia debido a que no se forma durante la simulacion. Con este estudio, se sientan las
bases para una nueva manera de inducir la liberacion de Nrf2, mediante ligantes que

interactien con Nrf2 y no con Keap.
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