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Resumo

Objetivos — Avaliar o potencial inibitério do acido eldgico sobre as interagdes do complexo Keap1-Nrf2, com o intuito de esclarecer um
dos eventuais mecanismos associado a atividade antioxidante do 4cido eldgico. Métodos — Foram empregadas simulagdes de docagem
molecular para prever o modo de ligagdo do acido elagico no sitio ligante da proteina Keap1, o qual foi comparado com o modo de
ligacao obtido experimentalmente e descrito na literatura para o ligante natural, a proteina Nrf2, e um potente inibidor monodacido do
complexo Keap1-Nrf2. Resultados — As simulagdes de docagem revelaram que o acido eldgico apresenta potencial para realizar uma
rede de ligagdes de hidrogénio com residuos de aminodcidos da proteina Keap1 considerados importantes para o reconhecimento do
Nrf2, se assemelhando ao perfil observado para inibidores do complexo Keap1-Nrf2 descritos na literatura. Conclusao — O acido elagico
apresenta caracteristicas quimicas e espaciais favordveis para a inibicdo do complexo Keap1-Nrf2 e a elucidagao do seu modo de ligacao
pode auxiliar na identificagdo de novos produtos naturais com propriedades antioxidantes e potencializar o desenvolvimento de farmacos
contra doengas cronico-degenerativas.

Descritores: Produtos biol6gicos; Antioxidantes; Desenho de farmacos

Abstract

Objectives — To evaluate the inhibitory potential of ellagic acid on interactions within the Keap1-Nrf2 complex, aiming to elucidate
one of the potential mechanisms associated with the antioxidant activity of ellagic acid. Methods — Molecular docking simulations
were employed to predict the binding mode of ellagic acid in the binding site of the Keap1 protein. This binding mode was compared
to the experimentally obtained binding mode described in the literature for the natural ligand, the Nrf2 protein, and a potent monoacid
inhibitor of the Keap1-Nrf2 complex. Results — Docking simulations revealed that ellagic acid has the potential to form a network of
hydrogen bonds with amino acid residues of the Keap1 protein that are considered important for Nrf2 recognition. This profile is similar
to that observed for inhibitors of the Keap1-Nrf2 complex described in the literature. Conclusion — Ellagic acid possesses favorable
chemical and spatial characteristics for inhibiting the Keap1-Nrf2 complex, and elucidating its binding mode may aid in the identifi-
cation of new natural products with antioxidant properties and enhance the development of drugs for chronic-degenerative diseases.

Descriptors: Biological products; Antioxidants; Drug design

Introducao vado com as vitaminas essenciais, propriedades que o
credenciam a atuar na melhoria de diversas condicoes
de satde associadas ao dano oxidativo, incluindo doen-
cas hepaticas e cardiovasculares, neurolégicas, infla-
matérias e o cancer45. As quatro hidroxilas e os dois
grupos lactona presentes na molécula garantem ao
acido elagico um alto potencial antioxidante, sobretudo
para neutralizar espécies reativas de oxigénio e de ni-
trogéniosé.

O Acido Elagico é um composto fenélico natural en-
contrado em inGmeras frutas e vegetais, especialmente
na roma, framboesa, caqui, morango, péssego e nozes.
A molécula pode ser encontrada em sua forma livre ou
na forma de derivados mais complexos denominados
elagitaninos, os quais podem ser hidrolisados em acido
elagico diante da acdo do pH ou da microbiota intesti-
nal. Sua estrutura é polifenélica e apresenta uma porc¢ao
hidrofilica, com quatro grupos hidroxila e duas lactonas, OH
e uma porcao lipofilica, composta por um sistema de OH
quatro anéis aromaticos fundidos (Figura 1), o que ga-
rante ao acido elagico a capacidade de receber elétrons o
de diferentes substratos e se relaciona a uma de suas
atividades biolégicas mais marcantes, ou seja, a sua o}
acdo antioxidante1-3.

Ao lado das vitaminas C (acido ascérbico) e E (alfa-
tocoferol), o acido elagico é um dos principais agentes
antioxidantes encontrados na natureza. Suas proprie- OH
dades biolégicas tém sido atribuidas a sua capacidade

L R . Figura 1. Estrutura quimica do acido elagico desenhada por meio d
de inativar radicais livres, semelhante ao que é obser- & ure duin! ; 8 " pormeio do

programa ACD/ChemSketch (Freeware) 2022.2.3
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Apesar disso, a acdo do acido elagico no bloqueio
do processo oxidativo ainda ndo é completamente elu-
cidada, entretanto sabe-se que ela se da por meio da
regulacdo de maltiplas vias. Destaca-se a sua acdo na
ativacao da resposta antioxidante ligada ao Nrf2 (nu-
clear fator erythroid 2-related fator 2). O Nrf2 é o prin-
cipal fator de transcricdo antioxidante em boa parte
das células e estimula a sintese de enzimas antioxidan-
tes, como a superdxido desmutase (SOD), gama-gluta-
milcisteina sintetase (y-GCS) e heme oxigenase-1 (HO-
1). Ademais, também é descrito que o Nrf2 tem um
alto potencial anti-inflamatério e antifibrético ao su-
primir a acdo de fatores de crescimento. O processo
de degradacao do Nrf2 ocorre por intermédio da pro-
teina Keap1, a qual promove a sua degradacdo apos
interagir com o Nrf2. Apesar do reconhecimento do
acido elagico como agente capaz de estimular a acao
do Nrf2 em processos antioxidantes, o mecanismo pelo
qual esse efeito é alcancado ainda nao esta claramente
definido. Um dos mecanismos hipotéticos € a inibicao
da interacdo proteina-proteina entre Keap1 e Nrf27,8.

A descoberta de moléculas capazes potencializar a
atividade do Nrf2 abre o caminho para o desenvolvi-
mento de alternativas terapéuticas capazes de proteger
o organismo contra danos gerados por moléculas reati-
vas, permitindo enriquecer o arsenal terapéutico contra
doencas em que o estresse oxidativo é um mecanismo
fisiopatolégico crucial, incluindo a nefropatia diabética,
a doenca pulmonar obstrutiva crénica, o cancer, doen-
¢as neurodegenerativas e cardiovasculares, a depressao
e a dor neuropatica associada ao diabetes8,9. Devido a
necessidade de implementacdo de pesquisas que con-
tribuam com a elucidagdo dos mecanismos relaciona-
dos a atividade antioxidante de moléculas de interesse
terapéutico, como o acido elagico, o presente estudo
busca avaliar o potencial inibitério do acido elagico
sobre as interagdes do complexo Keap1-Nrf2 através
do emprego de técnicas de modelagem molecular.

Métodos

A estrutura quimica do acido eldgico foi modelada
em representacdes 2D e 3D através do programa com-
putacional ACD/ChemSketch Freeware Version (Ad-
vanced Chemistry Development, Inc.). Foram gerados
arquivos moleculares nos formatos sk2 e mol. Poste-
riormente, foi gerado um arquivo no formato mol2 atra-
vés do programa Discovery Studio Visualizer v21.1.
0.20298. As interacoes intermoleculares do tipo pro-
tefna-proteina que governam a formagao do complexo
Keap1-Nrf2 foram visualizadas e descritas com o auxilio
do programa Pymol Viewer 1.1r1 a partir das coorde-
nadas depositadas no PDB (Protein Data Bank) com
cédigo 2FLU10. O mesmo procedimento foi realizado
com para o complexo formado entre Keap1 e inibidor
triaz6lico monoacido, depositado no PDB com o c6-
digo 5FNU11. O mapa 2D das interacdes dos comple-
xos 2FLU e 5FNU foi gerado através do programa Dis-
covery Studio Visualizer v21.1.0.20298.

As simulacdes de docagem molecular foram realiza-

Barros GEL, Oliveira CS, Silva VB

das com o programa Dockthor12. Inicialmente foi rea-
lizada a redocagem do ligante cristalografico do com-
plexo 5FNU e o parametro definido para considerar o
sucesso na reproducdo do modo de ligacao do ligante
foi 0 RMSD < 2. Os parametros do algoritmo de busca
definidos para a reproducao do modo de ligacao do li-
gante triazélico monoécido incluiram: number os eva-
luations = 1.000.000; population size = 750; initial
seed = -1985; number of runs = 24; soft docking. O
centro do grid foi definido a partir das seguintes coor-
denadas: X=19.673; Y=60.669; 7=29.766. O tamanho
do grid foi definido em 16 A nos trés eixos a partir do
centro do grid, a discretizacdo em 0,25 e o namero
total de pontos do grid em 531.441. As simulacdes
com o acido elagico foram realizadas empregando
como arquivos de entrada as coordenadas da proteina
Keap1 do complexo 5FNU e o arquivo mol2 gerado
anteriormente para o acido elagico. Os parametros da
simulacdo foram os mesmos empregados no processo
de redocagem do ligante cristalografico. O ponto de
corte do RMSD para agrupar conformeros foi definido
em 2, sendo obtida ao final do processo apenas uma
pose para o acido elagico. O mapa 2D das interagoes
do modelo gerado para o 4cido elagico com a proteina
Keap1 foi gerado através do programa Discovery Studio
Visualizer v21.1.0.20298. O modelo farmacoférico ba-
seado em estrutura do ligante monoacido foi gerado
através do programa Pharmit13 para a estrutura com
codigo PDB 5FNU, selecionando como ligante a subs-
tancia com cédigo L6l (inibidor monoacido) e igno-
rando as moléculas de 4gua.

Resultados

A proposta da pesquisa consiste em elucidar o me-
canismo vinculado as propriedades antioxidantes do
acido elagico. Assim, foi analisado o potencial inibitério
do acido elagico diante do complexo Keap1-Nrf2, tendo
em vista que esse é um dos mecanismos hipotéticos le-
vantados pela comunidade cientifica para justificar a
reconhecida acdo antioxidante do acido elagico. Com
o intuito de validar a hipétese do 4cido elagico como
ligante da Keap1 e, consequentemente, inibidor do
complexo Keap1-Nrf2, foram realizadas simulac¢des de
docagem molecular do acido elagico com a cavidade
do dominio Kelch da proteina Keap1, a qual é respon-
savel por interagir e degradar o Nrf2, um fator de trans-
cricao antioxidante, aumentando assim o seu tempo
de resposta contra o estresse oxidativo10.

As simulacoes de docagem revelaram que o acido
elagico apresenta potencial para realizar uma rede de
ligacdes de hidrogénio com pelo menos trés residuos
de aminoacidos do dominio Kelch da proteina Keap1,
incluindo Arg483, Ser508 e Ser555 (Figura 2A). Tais
interacoes sao suportadas por alguns dos atomos de
oxigénio presentes em sua estrutura quimica. E possivel
observar também um conjunto de interacdes realizadas
por meio de atomos de carbono do seu sistema de
anéis aromaticos fundidos, incluindo interacées de van
der walls, Pi-cation e Pi-Pi (Figura 2B).
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Figura 2. (A) Sugestao de modo de ligacdo do acido elagico no sitio ligante da proteina Keap1, com destaque para as ligagdes de hidrogénio re-
presentadas por linhas tracejadas; Figura gerada através do programa PyMOL 1.7r1. (B) Diagrama 2D representado as intera¢des intermoleculares
do modo de ligacdo sugerido do acido elagico no sitio ligante da proteina Keap1; Figura gerada através do programa Discovery Studio Visualizer

v21.1.0.20298.

Discussao

Ao mapear as interacdes intermoleculares presentes
no complexo proteico Keap1-Nrf2, é possivel com-
preender como o Nrf2 se encaixa no sitio de substrato
da Keap1 ao verificar a ligacio entre o dominio Kelch
e o Nrf2. O peptideo Nrf2 interage com o dominio
Kelch principalmente por meio de uma rede de ligacdes
de hidrogénio. Os aminoacidos mais importantes do
dominio ligante da Keap1 no processo de reconheci-
mento do Nrf2 constituem: Tyr334, Ser363, Arg380,
Asn382, Arg415, Arg483, Ser508, GIn530, Ser555 e
Ser602. Ja os residuos do Nrf2 envolvidos nas ligacoes
de hidrogénio com Keap1 incluem Glu78, Glu79,
Thr80, Glu82 e Phe8310 (Figura 3). Portanto, eventuais
inibidores do complexo Keap1-Nrf2 devem ser capazes
de reproduzir um padrdo semelhante de ligacdes de
hidrogénio com o dominio Kelch da proteina KeapT,
impedindo o acoplamento do Nrf2.

Um dos inibidores mais potentes do complexo
Keap1-Nrf2 descritos na literatura consiste em um de-
rivado triazélico monoacido (Figura 4A), o qual possui
em sua estrutura quimica um grupo carboxilico capaz
de mimetizar o aminoécido Glu79 do Nrf2, o qual
também apresenta um grupo carboxilico em sua cadeia
lateral, e realizar ligacdes de hidrogénio com Arg483 e
Ser508 da proteina Keap111. Arg483 e Ser508 sdo con-
siderados residuos importantes no processo de reco-
nhecimento do Nrf210. Também é possivel observar
que o inibidor realiza ligacdo de hidrogénio com
Ser602 e interac¢des hidrofébicas com Tyr334 e Tyr52511
(Figura 4B). Tyr334 e Ser602 também fazem parte do
grupo de aminoacidos do dominio Kelch da Keap1 res-
ponsaveis por interagir com o Nrf210 (Figura 3). Con-
siderando as caracteristicas farmacoféricas do inibidor
monoacido (Figura 4C), é possivel observar que os ele-
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mentos estruturais responsaveis por sua interacdo com
a Keap1 estdo relacionados a presenca em sua estrutura
quimica de um conjunto de aceptores de ligacdo de
hidrogénio e um anion (grupo carboxilico), os quais
apresentam a capacidade de realizar interacées polares,
principalmente ligacdes de hidrogénio, as quais sdo
favorecidas pela composicdo dos residuos de aminoa-
cidos presentes no sitio ligante da Keap1, o qual é rico
em argininas, asparaginas, serinas e tirosinas. O inibidor
monoacido também apresenta grupos hidrofébicos es-
senciais para a manutencao de interagdes hidrofébicas
no sitio ligante da proteina.

O derivado monoéacido, portanto, ocupa o mesmo
sitio ligante responsavel pelo acoplamento do Nrf211,
impedindo a formacdo do complexo Keap1-Nrf2, o
que retarda a degradacdo do Nrf2 e gera beneficios te-
rapéuticos ao potencializar a resposta contra o estresse
oxidativo. Ao comparar a estrutura quimica do 4cido
elagico com o inibidor monoacido, é possivel notar
que ambos compartilham caracteristicas quimicas es-
paciais, sobretudo porque o acido elagico apresenta
em sua estrutura quimica varios aceptores de ligacao
de hidrogénio combinados com grupos aromaticos, re-
presentados por seu sistema central de anéis fundidos,
0s quais costumam ser importantes para candidatos a
inibidores do complexo Keap1-Nrf2, sobretudo o ini-
bidor monoéacido (Figura 4C). Neste caso, a excegao é
o grupo carboxilico, o qual ndo est4 presente na estru-
tura do acido elagico. Apesar disso, é possivel estimar,
a partir do modelo de docagem construido para o 4cido
elagico no sitio ligante da Keap1, que a molécula na-
tural apresenta compatibilidade estereoletrénica para
ocupar o mesmo sitio ligante descrito para o Nrf2 e o
inibidor triazélico monoacido, mantendo, sobretudo,
uma rede de ligagoes de hidrogénio com residuos con-
siderados cruciais para a degradacao do Nrf2, incluindo
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Figura 3. Modo de ligacao do peptidio Nrf2 com o sitio ligante do dominio Kelch da proteina Keap1, com destaque para as ligagdes de hidrogénio
representadas por linhas tracejadas. As coordenadas do modelo estdo depositadas no PDB (Protein Data Bank) com o cédigo 2FLU.

Figura 4. (A) Estrutura quimica do derivado triazélico monoéacido inibidor do complexo Keap1-Nrf2. (B) Modo de ligacdo do derivado triazélico
monoacido com o sitio ligante do dominio Kelch da proteina Keap1, com destaque para as principais interacdes intermoleculares representadas
por linhas tracejadas. (C) Propriedades farmacoféricas do derivado monoacido inibidor do complexo Keap1-Nrf2. As caracteristicas farmacof6-
ricas, representadas por esferas coloridas segundo os seus atributos moleculares, foram construidas a partir das interacdes intermoleculares ob-
servadas com o dominio Kelch da proteina Keap1 através do programa Pharmit13 ap6s anélise das coordenadas com c6digo 5FNU depositadas
no PDB (Protein Data Bank).
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Figura 5. Diagrama 2D representando as caracteristicas compartilhadas entre o dcido eldgico e o inibidor LH601 no espago quimico

Arg483, Ser508 e Ser555. Isso ocorre porque o sitio li-
gante do dominio Kelch é rico em residuos com cadeias
laterais com substituintes polares, incluindo argininas,
tirosinas, serinas e asparaginas10. Dessa forma, qual-
quer postulante a inibidor do complexo Keap1-Nrf2
deve ser capaz de manter interagoes idnicas ou ligacoes
de hidrogénio no sitio ligante da proteina, fato que é
observado na pose obtida para o acido elagico por
meio de docagem (Figura 2).

Varias outras moléculas que atuam como inibidores
diretos do complexo Keap-Nrf2, além do derivado mo-
noacido, ja foram descritas na literatura. No entanto,
boa parte dessas moléculas sdo eletrofilicas e atuam
modificando grupos sulfidrilas dos residuos de cisteina
da Keapl. Entretanto, a falta de inespecificidade dos
agentes eletréfilos permite que atuem modificando tam-
bém residuos de cisteina de outras proteinas funda-
mentais para a manutencgdo de func¢des celulares, cau-
sando, assim, efeitos adversos indesejaveis que minam
o seu potencial terapéutico. Abed e colaboradores8
isolaram 8 moléculas com agdo inibitéria sobre o com-
plexo Keap-Nrf2 a partir de um mecanismo ndo cova-
lente, totalmente diferente dos compostos eletrofilicos,
de modo que os efeitos colaterais sdo menos relevantes,
tornando possivel o uso dessas moléculas para finali-
dades terapéuticas. Das 8 moléculas descritas, o com-
posto LH60TA foi o mais promissor (Figura 5). Assim
como o acido elagico, o composto LH601A é formado
por grupos aromaticos e aceptores de ligacao de hi-
drogénio posicionados em regides semelhantes do es-
paco quimico (Figura 5), o que fortalece o argumento
do acido elagico como um inibidor do complexo Keap-
Nrf2 associado a um baixo risco de toxicidade, visto
que o seu potencial mecanismo de acdo é similar aos
inibidores nao eletrofilicos.
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Conclusao

E possivel concluir, através dos estudos de modela-
gem molecular, que o acido elagico apresenta caracte-
risticas quimicas e espaciais favoraveis para a inibicao
do complexo Keap1-Nrf2 por meio da sua capacidade
de realizar ligagbes de hidrogénio com a proteina
Keap1. Dessa forma, a inibicio do complexo Keap1-
Nrf2 se mostra compativel como um dos mecanismos
que justifica a atividade contra o estresse oxidativo atri-
buida ao acido elagico. A elucidacdo do modo de liga-
¢do do acido elagico no sitio ligante da Keap1 pode
funcionar como um processo indutor para a identifica-
¢do de novos produtos naturais com propriedades an-
tioxidantes e auxiliar no desenvolvimento de novos far-
macos para doengas em que o dano oxidativo é um
mecanismo de relevancia, sobretudo nas doencas cro-
nico-degenerativas.
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