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“Todo homem vale exatamente tanto quanto vale aquilo em que ele se empenha.”

Marco Aurélio

“Adquira conhecimento. Ele possibilita a quem o possui distinguir o certo do errado;
ilumina o caminho para o céu; € nosso amigo no deserto, nossa companhia na solidao,
nosso companheiro no desamparo; guia-nos para a felicidade; sustenta-nos no
sofrimento; € um ornamento entre amigos e uma armadura contra inimigos.”

Maomé

“Que aquele que busca nao pare de buscar até encontrar. Quando se encontra, fica-
se perturbado. Quando se esta perturbado, fica-se maravilhado e domina-se tudo.”
Jesus
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RESUMO

A glutationa peroxidase 4 (GPX4) é uma importante enzima antioxidante, que
possui a capacidade de reduzir perdxidos inorganicos e organicos em seus
respectivos alcoois. A GPX4 é um alvo molecular promissor para induzir morte celular
em tumores resistentes. Células tumorais resistentes a quimioterapia tradicional
possuem altos niveis de lipidios poli-insaturados e dependéncia adquirida de GPX4.
A inibicao da GPX4 é uma das formas de causar morte celular ferroptética, pois € uma
das principais enzimas capazes de impedir peroxidacdo lipidica em membranas.
Alguns inibidores de GPX4 ja mostraram resultados promissores em linhagens
tumorais e em modelos animais. Entretanto, essas moléculas ndo possuem algumas
das caracteristicas farmacocinéticas necessarias para se tornarem compostos lideres.
Dessa forma, encontrar novas moléculas inibidoras (hits) de GPX4 a partir dos
inibidores ja existentes, € uma estratégia interessante. No presente trabalho, foram
utilizadas metodologias computacionais para identificar novos inibidores de GPX4 em
dois sitios de interagdo: na selenocisteina 47 e na cisteina 66. Dentre as principais
metodologias utilizadas estdo: a triagem virtual baseada na estrutura do ligante, o
célculo de propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas, o docking consensus e
andlise de predicdo da atividade biolégica. Além disso foi realizado o estudo das
interacdes intermoleculares entre o alvo molecular e as pequenas moléculas. Como
principais resultados, obtivemos 7 pequenas moléculas promissoras denominadas
nesse estudo como 395 (top1), 275 (top2), 241 (top3), new344 (top4), 344 (top5), 135
(top6) e 268 (top7). Todas essas moléculas apresentam algumas caracteristicas em
comum, tais como: a presenca de anel tiofeno e de grupamentos amida, a auséncia
de toxicidade Herg e o respeito as regras de Lipinski. Além disso, 3 das moléculas
encontradas também apresentaram o potencial de realizar ligages de hidrogénio com
a Glicina 47, e 4 moléculas também de realizar ligacbes de hidrogénio com a agua
441. Essas interagdes sao importantes pois as mesmas também ocorrem na estrutura
cristalografica 6HKQ. Dessa forma, apresentamos como perspectiva futura desse
trabalho o estudo mais focado das 7 moléculas promissoras encontradas, podendo
ser realizados estudos de dindmica molecular e também ensaios in vitro em modelos
de ferroptose.
Palavras-chave: triagem virtual, docking molecular, ferroptose, glutationa peroxidase.



ABSTRACT

Glutathione peroxidase 4 (GPX4) is an important antioxidant enzyme that
reduces inorganic and organic peroxides in their respective alcohols. GPX4 is a
promising molecular target to induce cell death in resistant tumors. Tumor cells
resistant to traditional chemotherapy have high levels of polyunsaturated lipids and
acquired dependence of GPX4. Inhibition of GPX4 is one of the ways to cause
ferroptotic cell death, as it is one of the main enzymes capable of preventing lipid
peroxidation in membranes. Some GPX4 inhibitors have already shown promising
results in tumor lines and in animal models. However, these molecules lack some of
the pharmacokinetic characteristics to become lead compounds. Thus, finding new
GPX4 inhibitory molecules (hits) from existing inhibitors is an interesting strategy. In
this present work, computational methodologies are used to identify new molecules
that inhibit GPX4 in two different binding sites: the SEC47 and the CYS66. As a
methodology, we use the Ligand-based virtual screening, the calculation of molecule
pharmacokinetic and toxicological properties, the consensus docking and the analysis
of prediction of biological activity. In addition, the study of intermolecular interactions
between the target and small molecules was carried out. As mainly results, we found
7 promising small molecules called in these study as 395 (top1), 275 (top2), 241 (top3),
new344 (top4), 344 (top5), 135 (top6) and 268 (top7). All these molecules showed
some common features, such as: the presence of thiophen ring and presence of amide
groups, the absence of Herg toxicity and were alligned with the Lipinski Rules.
Furthermore, 3 molecules also share the potential to perform hydrogen bonds with
Glycine 47, and 4 molecules also share the potential to perform hydrogen bonds with
water 441. These interactions are important because the same interactions also occur
in the 6HKQ crystallographic structure. Therefore, we presented as a future
perspective of this work, a study more focused on these 7 potential molecules,
performing molecular dynamic simulations and also in vitro assays in ferroptose

models.

Key words: virtual screening, molecular docking, ferroptosis, glutathione peroxidase.
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1.INTRODUCAO
1.1 A glutationa peroxidase 4 (GPX4) e sua importancia biologica

Glutationa peroxidases (GPX) sdo uma familia de enzimas tetraméricas ou
monomeéricas que possuem um centro catalitico altamente conservado, que possui um
residuo de selenocisteina ou cisteina, que realiza uma reagdo de substituicdo
nucleofilica entre um hidroperdxido e dois grupos tidis. (MAIORINO et al., 2015). Nos
mamiferos foram identificados 8 tipos diferentes de glutationas peroxidases (TOPPO
et al., 2009). As GPX que utilizam selenocisteina em seu sitio ativo sdo a GPx1, a
GPx2, a GPx3, a GPx4 e a GPX6. J4 a GPX5, GPX7 e GPX8 contém cisteina como
principal residuo catalitico. Além disso, a maioria das GPX s&o homo-tetrameros, com
a excecao da GPX4, GPX7 e GPX8, que se apresentam na forma monomérica. A
GPx4 é a unica que contém selenocisteina e € monomérica (TOPPO et al., 2009;
MAIORINO et al., 2015). Além disso, apresentar estrutura monomérica confere acesso
facilitado dos substratos ao sitio catalitico. Todas as GPXs possuem uma cinética
semelhante, apesar da grande variabilidade de preferéncia por substratos. Além da
funcdo antioxidante, as GPXs possuem um importante papel regulatério (FLOHE et
al., 2020).

A glutationa peroxidase 4 (GPX4) € um alvo promissor para induzir morte
celular em tumores resistentes. Células tumorais resistentes possuem altos niveis de
lipidios poli-insaturados, dependéncia adquirida de GPX4 (EATON et al., 2020) e
niveis mais altos de ferro do que células nao malignas (HASSANNIA et al., 2018). A
inibicdo da GPX4 é uma das formas de causar morte celular ferroptética, pois € uma
das principais enzimas capazes de impedir peroxidagao lipidica em membranas
(MAIORINO et al.,, 2017). Entretanto, recentemente foram descobertas outras
enzimas, genes e moléculas envolvidos na protecdo contra a peroxidagéo lipidica
(DOLL et al., 2019; NAIME et al., 2022). A Coenzima Q10 (CoQ10), por exemplo, atua
como um ROS Scavenger para peroéxidos lipidicos, a CoQ10 é regenerada pela
Proteina supressora da Ferroptose 1 (FSP1, do inglés, ferroptosis supressor protein
1) ao utilizar NAD(P)H (DOLL et al., 2019). A ferroptose € um tipo de morte celular
caracterizada por disfungéo mitocondrial, disfun¢cédo no metabolismo do ferro, aumento
da agao de lipooxigenases (LOX), inibicdo dos sistemas de defesas antioxidantes
(GSH, GPX4 e outros) e extensa peroxidagao lipidica; reversivel por quelantes de
ferro ou antioxidantes lipofilicos (YANG et al., 2014; STOCKWELL & JIANG., 2020;



NAIME et al., 2022). Os indutores de ferroptose s&o divididos em duas classes. Na
classe | estdo os inibidores da importacao de cistina que atuam através do sistema
xc— (como por exemplo, erastina, sorafenibe, sulfassalazina e glutamato). Como
consequéncia, eles causam deplecdao de glutationa reduzida (GSH). A classe Il
corresponde aos inibidores diretos da enzima GPX4, como por exemplo o 1S, 3R-
RSL3 (SHIMADA et al., 2016). Entretanto, a deplecdo de GSH pode néo inibir a GPX4
completamente principalmente in vivo, pois a enzima pode utilizar outros tidéis como
fontes redutoras, tais como cisteinas e proteinas ricas em cisteina, bem como a
prépria GPX4. Dessa forma, inibir diretamente a GPX4 é considerada uma estratégia
mais efetiva (WEI et al., 2020). Essa estratégia € muito interessante no cancer, ja que
diversas linhagens tumorais (carcinoma ovariano, cancer de mama triplo-negativo,
carcinomas adrenocorticais, linfoma difuso de células B, cancer de figado, pancreas
e cOlon-retal) demonstraram ser intrinsicamente sensiveis a ferroptose (ZOU &
SCHREIBER, 2020).

A GPX4 é uma enzima capaz de reduzir perdxidos inorganicos e organicos,
incluindo peroxidos de fosfolipideos e de ésteres de colesterol, em seus respectivos
alcoois. Primeiramente, haverd uma redugéo catalitica do peroxido pela GPX4,
seguida pela oxidagdo do aminodcido selenocisteina, localizado no seu sitio ativo.
Posteriormente, duas moléculas de glutationa reduzida (GSH) sao utilizadas para
restaurar o estado de oxidagao deste residuo de aminoacido no seu sitio ativo. E entao
haverd a liberacao de dissulfeto de glutationa (GSSG).

Estruturalmente, a GPX4 humana citosolica é formada por uma cadeia
polipeptidica simples constituida por 170 aminoacidos e com peso molecular de 19,5
kDa. A estrutura da proteina mostra um tipico motivo de tioredoxina, que consiste em
quatro alfa hélices localizadas na superficie da proteina e sete filamentos beta, cinco
dos quais estdo agrupados para formar uma folha beta central (SCHEERER et al.,
2007) conforme pode ser visualizada na figura 1.



Figura 1. Estrutura da proteina GPX4, mostrando as folhas beta em azul e as alfas hélices em vermelho.
Figura preparada pela autora no Chimera, a partir da estrutura 6HKQ do PDB. Fonte: a autora.

Na GPX4 nativa e na estrutura 20BlI (GPX4 com a mutacéao
SEC46CYS), sugere-se que a selenocisteina 46 (que é o residuo de aminoacido
catalitico) esta presente como éanion, e que a glutamina 81 e o triptofano 136
sustentam ligagcdes de hidrogénio com o atomo de selénio (sob a forma de
selenol/selenolato) para estabilizar sua forma desprotonada (SCHEERER et al.,
2007). Apesar de nao ser a forma majoritaria, o acido seleninico (SeOO-) ja foi
encontrado em duas estruturas cristalograficas: a 6EWL (uma estrutura de GPX4
humana) e a 1GP1 (uma estrutura de GPX4 bovina) (BORCHERT et al., 2018).

A tétrade catalitica, formada pelos residuos de aminoacidos selenocisteina 46
(SEC46), glutamina 81 (GLN81), triptofano 136 (TRP136) e asparagina 137 (ASN137)
(MOOSMAYER et al., 2021) esta localizada em uma impresséo plana da superficie
da proteina (SCHEERER et al, 2007). Ela se estende para uma superficie
positivamente carregada com exposi¢cdo de fragmentos de aminoacidos basicos
(LYS48, LYS135 e ARG152) e da THR139 (alifatico hidroxilado). Esse motivo
estrutural é delimitado pelos seguintes residuos: MET156 (que contém enxofre), os
PRO155, GLY154, ILE129, LEU130, ALA133, ILE134, GLY79 (todos esses
considerados alifaticos) e a PHE78 (aromatico). A maioria desses residuos possuem
um carater mais apolar e, dessa forma, podem estar envolvidos no posicionamento
de hidroperoxidos lipidicos (SCHEERER et al., 2007). A tétrade catalitica das



estruturas 6HKQ/SEC46, 6HKQ/CYS46, 20BI e 6EWL também estdo demonstradas
no anexo 1.

Quando mutada para cisteina 46 (U46C), a GPX4 mantém de 1 a 10% de sua
atividade enzimatica (SCHEERER et al., 2007). Entretanto, em células PFa1
transduzidas parece haver uma compensagdo na expressao génica da proteina
mutante, que € 3 vezes superior em relagao a nativa (MANNES et al., 2011). Segundo
Borchert e colaboradores (2018), a troca Sec46Cys altera a geometria dos residuos
de aminoacidos envolvidos na catalise. Na estrutura cristalina 20BI, onde ha a
substituicdo Sec46Cys, a distancia de Cys46 a Trp136 foi igual a 3,9A (SCHEERER
et al., 2007), o que excede as distancias usuais de ligacdo de hidrogénio. Para a
enzima contendo Sec (6ELW) essa distancia foi consideravelmente menor (3,2A). Por
outro lado, as distancias dos residuos cataliticos principais (Sec46 / Cys46) em
relacdo ao residuo GIn81 foram semelhantes para ambas as variantes enzimaticas
(BORCHERT et al., 2018). De acordo com as andlises de distancias realizadas pelo
Laboratério de Biologia Computacional e Bioinformatica da UFSC, no Software
Chimera, é possivel que o tipo de estrutura cristalografica depositada no PDB (se for
holo ou apo) € mais importante do que o fato de terem ou ndo a mutacado Sec46Cys
no sitio ativo. A conformacgéo Apo é aquela que corresponde a proteina na forma livre,
enquanto a conformacao holo corresponde a proteina interagindo com o ligante.
Sendo que a unica estrutura considerada Holo da GPX4 é a 6HKQ, pois foi co-
cristalizada com um inibidor do tipo pequena molécula, o S-ML162 (MOOSMAYER et
al., 2021). As distancias dos aminoacidos das tétrades cataliticas, na presenca e na
auséncia de mutacao na Sec46Cys estdo resumidas na tabela 1.



Tabela 1. Distancias dos residuos de aminoacidos em fungdo da mutagdo Sec46Cys em diferentes
estruturas de GPX4. Fonte: a autora.

Estrutura Residuo GLN81 OE1 - TRP136 NE1 TRP136 GLN81 GLN81 CG -

no PDB aa SEC/CYS46 -SEC/CYS46 NE1 - CB - SEC/CYS46
catalitico ASN 137 ASN
ND2 137
OD1
6HKQ SEC46 6.1657 5.0338 3.2640 54993 4.6195
6HKQ CYS46 6.4259 4.8778 3.2640 6.5344  4.8482
208l CYS46 3.3296 3.9169 3.2646 42959  5.5044
6EWL SEC46 4.8198 3.7464 5.3011 5.6507  5.5994

Legendas: GLN81 OE1: atomo de oxigénio E1 do residuo de Glicina 81. SEC/CYS46: atomo de selénio
da selenocisteina 46 nas estruturas 6HKQ e 6EWL ou dtomo de enxofre da cisteina 46 nas estruturas
6HKQ e 20BI. TRP136 NE1: atomo de nitrogénio NE1 do residuo de triptofano 136. ASN 137 ND2:
atomo de nitrogénio D2 dos residuos de asparagina 137. ASN 137 OD1: atomo de oxigénio D1 dos
residuos de asparagina 137. GLN81 CG: atomo de carbono gama do residuo de glutamina 81.

Em relacéo a influéncia da temperatura na atividade da GPX4, foi verificado
que a atividade catalitica aumenta até 35°C e decresce em temperaturas mais altas,
tendo uma atividade residual de 10% a 45°C. Em condicdes de homeostase, o pH que
essa enzima atua no organismo é em torno de 7.4, porém, em ensaios in vitro, o seu
pH étimo é 8. Em relacdo a preferéncia por substratos, a enzima tem maior afinidade
pelo peroxido de hidrogénio, seguido de hidroperéxido de fosfatidilcolina (PC-OH) e,
quando comparado aos anteriores, apresenta menor afinidade pelo hidroperéxido de
tercbutila. De acordo com Borchert e colaboradores (2018), na reacao da GPX4 com
um peroxido (ROOH), a selenocisteina alterna entre o selenol (Se”), acido selénico
(SeO) e acido selinico (SeOO") durante o ciclo catalitico. Dependendo do estado
redox celular, a GPX4 pode funcionar predominantemente dentro do ciclo catalitico de
"baixa oxidacao", no qual o estado de oxidacdo do selénio se desloca entre Se™ e
SeO'. Sob estresse oxidativo, a enzima pode ser deslocada para o ciclo catalitico de
"alta oxidacao", no qual, o estado de oxidacdo do selénio se desloca entre SeO~ e
SeOO~ (BORCHERT et al., 2018) como podemos visualizar na figura 2.
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Figura 2. Ciclos de atividade catalitica da GPX4 e os estados de oxidagao do residuo de
selenocisteina nas formas de selenol, acido selénico e acido selinico, adaptado de Borchert et al., 2018.
ROOH: peréxido. ROH: alcool. Se™: selenol. SeO: acido selénico. SeOO: acido selinico. GS-SG:

dissulfeto de glutationa. GSH: glutationa reduzida.

1.2 Os inibidores de GPX4

Revisando a literatura, foi verificado que a maioria dos inibidores de GPX4
possuem como mecanismo de agédo a formacéo de ligacdo covalente com a enzima
no residuo de aminodcido selenocisteina 46. A primeira exce¢cdo € a molécula
withaferina A, que possui afinidade de ligacdo pelo residuo de cisteina 107. A
segunda excecao é o S-ML162, que também possui afinidade pela cisteina 66. Todas
as moléculas inibidoras encontradas tém em comum o caracter eletrofilico, que é
atraido por sitios ativos nucleofilicos, como é o caso do sitio ativo da GPX4. Os
compostos foram classificados em 5 grupos baseados em seus quimiotipos. Os
principais quimiotipos encontrados foram as cloroacetamidas, as clorometiltriazinas,
0s nitroisozazois, os diacilfuroxanos e as lactonas. O grupo com maior numero de
moléculas inibidoras é o das cloroacetamidas, cujas moléculas 1S, 3R -RSL3 e ML162
sao as mais estudadas. A tabela contendo as moléculas inibidoras esta no anexo |, e
foi realizada através de uma revisao de literatura (YANG et al., 2008; WEIWER et al.,
2011; YANG et al., 2014; SHIMADA et al., 2016; HASSANIA et al., 2018; EATON et
al., 2019; EATON et al., 2020; STOCKWELL & JIANG, 2020).

O composto letal RAS seletivo numero 3 (RSL3, do inglés RAS-selective
lethal compound number 3), foi o primeiro inibidor de GPX4 identificado, foi descrito
em um high throughput screening quantitativo (QHTS) para a selecdo de compostos
letais seletivos as células que apresentam o oncogene RAS (do inglés, Rat Sarcoma
Virus) mutado (YANG & STOCKWELL., 2008). Posteriormente, investigou-se o
mecanismo de acao do RSL3, e por uma estratégia de quimioprotedmica, identificou-



se a GPX4 como alvo preferencial. A GPX4 foi confirmada como alvo ap6s uma série
de ensaios envolvendo o estudo da ferroptose, onde foram medidas a atividade
enzimatica da GPX4, adicionalmente, foram realizados ensaios de modulacdo da
expressao de GPX4 (utilizando estratégias de silenciamento e de super-expressao),
e observacao da formacdo de adutos covalentes com o RSL3 entre outras
metodologias (YANG et al.,, 2014). O RSL3 é uma molécula quiral com 4
estereoisbmeros. A porcao de cloroacetamida deste composto é essencial para a
atividade inibidora, que ocorre ap6s o composto se ligar covalentemente a
selenocisteina da GPX4, com a liberacao de um atomo de cloro. O 1S, 3 R— RSL3 é
considerado o composto ativo por ser seletivo para células tumorais (que expressam
RAS mutado) e por ter um EC50 na faixa de 10 nM. Enquanto seus isbmeros ndo sao
seletivos entre células tumorais e normais, também apresentam um EC50 maior, na
faixade 3 a 10 uM (YANG et al., 2014; STOCKWELL & JIANG., 2020). O RSL3 forma
adutos com a GPX4 purificada, mas em um grau de interacdo bem menor quando
comparada a formacao de adutos em células integras. Isso é justificavel, em parte,
pela necessidade de interagdo do RSL3 com uma proteina adaptadora (14-3-3
Epsilon) para favorecer a interacéo e ligacdo com a GPX4 (VUCKOVIC et al., 2019;
EATON et al.,2019).

Um estudo desenvolvido por Weiwer e colaboradores (2012) identificou
duas moléculas seletivas a proteina RAS e que mais tarde foram confirmadas como
inibidores de GPX4: o ML162 e o0 ML210. O ML162 é uma mistura racémica ativa
indutora de ferroptose, cujo EC50 varia de 25 a 35 nM (WEIWER et al., 2012). O
ML162 possui um grupo alfa-cloroacetamida (essencial para a atividade), um grupo
tiofeno, um grupo 3-cloro-metoxianilina e um grupo fenetilamina. O enantibmero S do
S-ML162 é o unico inibidor que foi co-cristalizado com a GPX4 (estrutura 6HKQ no
PDB), e ele serviu de base para a sintese de varios compostos DPI similares. O S-
ML162 forma adutos com a GPX4 purificada, sendo mais potente e seletivo que o
RSL3 (WEIWER et al., 2012; YANG et al., 2014; EATON et al., 2019; STOCKWELL &
JIANG, 2020;). A estrutura do RSL3 e do ML162 podem ser visualizadas na figura 3.
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Figura 3. A) Estrutura quimica do 1S, 3R - RSL3, uma alfa-cloroacetamida, mostrando os grupos
quimicos metoxicarbonilfenol e tetrahidropiridoindol. B) Estrutura do S-ML162, uma alfa-
cloroacetamida, com os seus grupos quimicos clorometoxianilina, fenetilamina e tiofeno. As estruturas

foram adaptadas da base de dados ZINC15 (https://zinc15.docking.org/). Fonte: a autora.

O estudo de Moosmayer e colaboradores (2021) adicionou mais uma
evidéncia na forma como o composto ML162 atua ao inibir a GPX4. Os dois
enantibmeros S e R do ML162 sdo ativos e fazem adutos covalentes com os residuos
de aminoacidos SEC46 e a CYS66, tanto que sé foi possivel realizar a cristalizacao,
inserindo uma mutacao CYS66SER, indicando que este pode ser um importante sitio
de interacdo alostérica. Além disso, nesse mesmo estudo, também reafirmam que a
falta de um sitio de ligagdo mais definido e profundo na estrutura da proteina GPX4
que poderia favorecer a interacao do tipo inibidor alostérico para o ML162. Portanto,
essas limitagdes implicam em dificuldades no desenvolvimento de inibidores de GPX4
que atuem em sitios importantes para a funcao catalitica da proteina.

Em seguida, uma série de compostos indutores de ferroptose (FIN, do inglés,
ferroptosis inducers) foi sintetizada e classificada como compostos DPI. Em um ensaio
de medigéo da atividade da GPX4 em lisados celulares, empregando cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas, oito compostos FIN (DPI17, DPI10,
DPI12, DPI13, DPI17, DPI18, DPI19 e RSL3) inibiram a atividade de GPX4 de reduzir
o hidroperéxido de fosfatidilcolina (PC-OOH) exégeno (YANG et al., 2014;
STOCKWELL & JIANG., 2020). No estudo de Yang e colaboradores (2014), foram
avaliados os compostos DPI17, DPI18, que formam o grupo das clorometiltriazinas,

cuja estrutura é muito semelhante a da altretamina, conforme pode ser visualizado na



figura 4. As clorometiltriazinas sdo um grupo fortemente relacionado as alfa-

cloroacetamidas.
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Figura 4. Estruturas quimicas da altretamina e de duas clorometiltriazinas (DPI18 e DPI17) retiradas da
base de dados ZINC15 (https://zinc15.docking.org/).

O composto ML210 exibiu um padrao de morte celular em mais de 800
linhagens tumorais, que € muito semelhante a resposta dos compostos ML162 e do
RSL3. A descoberta do composto ML210 (também denominado DPI10) permitiu o
desenvolvimento dos nitroisozazdis, uma nova classe de compostos inibidores de
GPX4. Essa classe esta profundamente relacionada aos furoxanos, pois ambas as
classes geram espécies eletrofilicas de 6xido nitrila, que apresentam a estrutura geral
R-CNO, que se ligam covalentemente a GPX4. O ML210 € um pré farmaco e necessita
ser convertido em JKE 1674 e este ultimo se transforma em JKE-1777 ou JKE-1708,
que se ligam covalentemente a GPX4, através da formacdo de um aduto
selenohidroximato (EATON et al., 2020; EATON et al.,2019). Esse mecanismo de

conversao pode ser visualizado nas figuras 5 e 6.
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Figura 5. Converséao de diacilfuroxanos em espécies com o grupo 6xido nitrico, que formam adutos do
tipo selenohidroximato com a enzima GPX4. Fonte: adaptado de Eaton et al., 2019.
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Figura 6. Conversao do ML210 (um nitroisazol) em espécies reativas de 6xido de nitrico, que inativam
a GPX4. Fonte: adaptado de Eaton et al., 2020.

Mais compostos indutores de ferroptose foram descobertos no estudo
de Shimada e colaboradores (2016), onde foram analisados 56 compostos letais
independentes de caspase (CIL) e identificados 3 indutores de ferroptose eletrofilicos
semelhantes ao composto RSL3, que foram identificados como CIL69, CIL75 e CIL79.
Nesse estudo, eles também desenvolveram o FIN56, que € uma molécula que induz

degradacao de GPX4, sem interagir fisicamente com a enzima.



Entre os compostos inibidores da GPX4 também foram identificadas as
lactonas, este quimiotipo possui dois compostos principais ja identificados, a withaferina
A (HASSANIA et al., 2018), que é uma lactona esterdide epdxido e o DMOCPLT (DING
et al.,2019), um composto sintético derivado do partenolideo, este ultimo é uma
substancia natural encontrada como metabdlito secundario em algumas espécies de
plantas. A withaferina A possui 11 dtomos quirais, o que leva a 2'" isémeros, 2048
isbmeros possiveis no total. E esses outros isdbmeros possiveis ainda nao foram
estudados como inibidores de GPX4. A withaferina A é um agente natural de inducéao
de ferroptose, que tanto inibe a GPX4 quanto aumenta o conteudo de Ferro 1abil
intracelular, ativando a heme-oxigenase 1. A withaferina A alquila preferencialmente
locais nucleofilicos contendo tidis por meio da adicao de Michael. Ademais, a
withaferina A interage preferencialmente com cisteinas ao invés de selenocisteinas. O
tratamento de tumores xenograficos de neuroblastoma com withaferina A aumentou o
conteudo de indicadores de ferroptose tais como hidroperoxidos de fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol e fosfaditilcolina, e diminuiu o tamanho dos tumores (HASSANIA et al.,
2018). J& o DMOCPTL foi apresentado como um composto lider interessante, com a
vantagem de ser mais potente do que a molécula original de partenolideo, que pode se
ligar a GPX4 e causar a sua degradacgao por ubiquitinagdo, além de induzir processos
de morte celular ferroptética e apoptdtica em modelos in vitro e in vivo para estudos
empregando células de cancer de mama triplo negativo (DING et al., 2019).

Moléculas indutoras de ferroptose (e inibidores de GPX4) foram inicialmente
descobertas através de triagens para encontrar compostos citotdxicos seletivos para as
células com o oncogene RAS mutado. Apesar de nao ser esperado encontrar moléculas
inibidoras de GPX4 nesses estudos, tais achados ndo se tratam de meras
coincidéncias. Pois, a super-expressdao da proteina RAS oncogénica determina a
modulacdo positiva do metabolismo lipidico, favorecendo a progressao tumoral
(RICOULT et al., 2016; ZHANG et al., 2021). As vias de sintese de acidos graxos e a
do mevalonato parecem ser importantes na regulagdo da sensibilidade de células a
ferroptose (SHIMADA et al., 2016).

Foi verificado que o composto ML210 e as cloroacetamidas RSL3 e
ML162 sao capazes de interagir com a proteina GPX4 mutante U46C, mostrando que
a cisteina também pode formar adutos covalentes com tais inibidores. ML210 pode se

ligar a tubulinas (EATON et al. 2019). Em relagdo a especificidade dos inibidores de



GPX4, foi verificado que o RSL3 e o S-ML162 (que sao cloroacetamidas) também
podem se ligar a selenoproteina tioredoxina redutase 1 (TXNRD1). Diacilfuroxanos
podem se ligar a glutationa S-transferase 6mega 1. No estudo de Gao e colaboradores
(2018), foi verificada a possibilidade de interacdo do composto RSL3 com outras
selenoenzimas, tais como a selenoproteina T do tipo tioredoxina redutase (SELT), a
tioredoxina redutase 1 (TRXR1), a tioredoxina redutase 2 (TRXR2), a selenoproteina K
(SELK), a selenoproteina S (SELS), a proteina adenilitransferase SelO (SELO),
selenoproteina H (SELH) e a selenoproteina N (SELN).

1.3 Bioinformatica estrutural, quimioinformatica e desenvolvimento de
novos farmacos

A bioinformatica € uma area de estudo onde s&o utilizadas técnicas e
ferramentas computacionais para propor hipéteses, realizar experimentos, analisar
dados e gerar novos conhecimentos na area de pesquisa biolégica. De acordo com
Florian Markowetz (2017), a bioinformatica pode remodelar a area de pesquisa
bioldgica. A quimionformatica funciona de forma semelhante, sendo prioritariamente
aplicada as areas de quimica medicinal e estudos inovadores. Tanto a bioinformatica
estrutural quanto a quimionformatica utilizam as informagdes estruturais das moléculas
para predizer moléculas mais promissoras e apresentar modelos de interacdes
intermoleculares. Ambas as areas sdo fundamentais para os processos que envolvem
a descoberta e 0 desenvolvimento de farmacos. Na industria farmacéutica, a utilizacéo
de metodologias de planejamento de farmacos com o auxilio de ferramentas
computacionais (do inglés, computer aided drug design - CADD), é bastante comum, e
tem sido usada ha muitos anos, pois faz parte de um processo racional e econémico
no desenvolvimento de novas moléculas promissoras (HUGHES et al., 2011; SWINNEY
& ANTHONY, 2011; MUEGGE et al., 2017; CHAN et al., 2019).

As metodologias CADD podem ser classificadas em planejamento de farmacos
baseado na estrutura (do inglés, structure based drug design - SBDD) ou planejamento
de farmacos baseado no ligante (do inglés, ligand based drug design - LBDD). As
metodologias SBDD se baseiam no conhecimento prévio da estrutura do alvo
macromolecular, que podem ser proteinas, acidos nucleicos, lipidios ou carboidratos.
Os alvos mais estudados s&o os proteicos, e dentre eles estao os receptores acoplados

a proteina G, os receptores tirosina quinase, as enzimas (como por exemplo as



quinases), 0s canais ibnicos, os fatores de transcricao e algumas proteinas de
transporte e de sinalizacdo. Geralmente as metodologias SBDD utilizam docking,
dindmica molecular e modelos farmacoféricos do sitio ativo para identificacdo de
moléculas com atividade biol6gica. Por outro lado, as metodologias LBDD se baseiam
no conhecimento prévio de moléculas bioativas, que possuem uma estrutura
tridimensional caracteristica, grupos funcionais importantes, e propriedades
farmacocinéticas conhecidas. As metodologias baseadas em LBDD utilizam modelos
farmacoforicos dos ligantes, “impressao digital de moléculas” (do inglés, molecular
fingerprints) além de estudos quantitativos de relacao estrutura-atividade (do inglés,
quantitative structure-activity relantionship - QSAR). (SOTRIFFER et al.,, 2011;
HUGHES et al., 2011; MUEGGE et al., 2017; KONTOYANNI, 2017; YU &
MACKERELL., 2017; MONTANARI et al., 2019).

Ambas as metodologias, SBDD ou LBDD, podem ser utilizadas em estudos de
triagem virtual (do inglés, virtual screening - VS). De acordo com Verli e colaboradores
(2014), a triagem virtual é um procedimento que analisa computacionalmente uma
grande quantidade de ligantes, com o objetivo de selecionar, de acordo com algum
critério pré-definido, compostos provavelmente mais ativos frente a determinado alvo
farmacolégico. A triagem virtual seria um experimento muito semelhante a triagem de
alto rendimento experimental (high throughtput screening - HTS), sé que realizado de
forma computacional. No entanto, a abordagem computacional é baseada em
predicoes e calculos tedricos realizados por algoritmos desenvolvidos com objetivos
determinados.

O VS pode ser SBDD ou LBDD ou uma mistura de ambos. Existem muitas
metodologias diferentes disponiveis de VS e ndo ha um “padrédo-ouro”, ou seja, as
metodologias s&o escolhidas geralmente com base nas informacdes disponiveis sobre
o ligante e a proteina alvo. Em geral, as metodologias de VS possuem muitos “falsos
positivos”, moléculas que parecem interagir com o alvo in silico, mas que nao interagem
em ensaios de bancada, também conhecidas como Decoys. Além disso, nessa area de
descoberta de farmacos (do inglés, drug discovery - DD) existem alguns termos
técnicos importantes, como por exemplo hit, lead e drug. Hité uma molécula que possui
baixa ou média afinidade pelo alvo. Geralmente em estudos bem sucedidos de VS, o
qgue nds obtemos sao hits. Lead ou composto lider, € uma molécula com afinidade

“subotima” de ligagao pelo alvo. E drug é uma molécula que apresenta étima afinidade



de ligacdo pelo alvo e que também possui outras caracteristicas fisico-quimicas
especiais que a enquadram como drug-like (HUGHES et al., 2011; VERLI et al., 2014,
MONTANARI et al., 2019).

Existem algumas estratégias para aumentar a chance de encontrar um
composto ativo em estudos de virtual screening. Segundo Sotriffer e colaboradores
(2011), a construgao de bibliotecas focadas de compostos (do inglés, focused library)
pode aumentar em até 30% a chance de descobrir um composto ativo no VS, quando
comparada a bibliotecas diversas (do inglés, diversity based library). A construcao de
bibliotecas focadas de compostos pode ser realizada através da aplicagao de filtros
diversos em bancos de dados de moléculas, como por exemplo: filtros de propriedades
moleculares como regra dos 5 de Lipinski, drug-like, lead-like, fragment-like; aplicacao
de filtros ADME, filtros uni/bi/tridimensionais, filtros farmacoforicos, filtros de eliminacao
de propriedades indesejaveis (SOTRIFFER et al.,, 2011; KONTOYIANNI, 2017;
LARSEN & OPREA, 2019). Existem muitos bancos de dados publicos de moléculas
como 0 ZINC15, PubChem, ChEMBL, BindingDB e DrugBank, que podem ser utilizados
para o preparo de focused libraries (STERLING & IRWIN, 2015; KIM et al., 2016;
GAULTON et al., 2012; GILSON et al., 2015; WISHART et al.,2018). A ZINC15 por
exemplo, € uma base de dados que contém mais de 750 milhdées de moléculas
comercialmente disponiveis e mais de 230 milhdes de moléculas prontas para estudos
de docking molecular (STERLING & IRWIN, 2015). Além disso, o ZINC15 é uma base
de dados integradas a outros bancos de dados como HMDB, ChEMBL, DrugBank,
UniProt, ClinicalTrials.gov. Dessa forma, a ZINC15 representa um importante centro de
informacdes integradas, como informagbes sobre atividade biol6gica e moléculas
bioativas (STERLING & IRWIN, 2015). Permitindo, também, varios tipos de busca de
compostos, além de possibilitar a montagem de bibliotecas focadas baseadas em
ligantes anotados para um determinado gene ou para grupos de genes ortdlogos
(STERLING & IRWIN, 2015).

O atracamento molecular ou encaixe molecular (do inglés, molecular docking)
€ um conjunto de metodologias que visam identificar compostos capazes de interagir
com um dado sitio macromolecular e identificar a geometria adotada por ambos ligante
e sitio de ligacdo nos processos de encaixe (MONTANARI et al., 2019). Os
procedimentos de docagem sé&o utilizados para predizer a orientagdo e conformagéo
do ligante no sitio ativo, e predizer a afinidade de ligagdo dos complexos proteina-



ligante. Existem muitos tipos de docking molecular, que podem ser classificados de
acordo com os algoritmos de busca de conformacgdes dos ligantes, fungcbes de
pontuagédo escolhidas, e flexibilidade do ligante e do alvo macromolecular. Como o
docking molecular € um problema complexo, geralmente sdo utilizadas heuristicas
(métodos que buscam aproximagdes) e entre esses métodos, o algoritmo genético é
um dos algoritmos de busca mais amplamente utilizados. O algoritmo genético é
utilizado no software Dockthor por exemplo. Ja as funcdes de pontuacdo podem ser
empiricas, baseadas em campos de forca ou em conhecimento. Em relacdo a
flexibilidade, o docking pode ser classificado em 3 tipos: docking rigido (proteina e
ligantes rigidos), docking semi-rigido (proteina rigida e ligante flexivel) e docking flexivel
(proteina com algumas cadeias laterais de residuos de aminoacidos flexiveis e ligante
flexivel). Quanto maior a flexibilidade do sistema, maior a acuracia da técnica, porém
maior também serdo os custos computacionais, o que faz o docking flexivel ser uma
das ultimas etapas em estudos de virtual screening. Em relacdo aos programas
disponiveis, existe uma infinidade de programas para realizar estudos de docking
molecular, alguns sao de livre acesso enquanto outros sao comerciais. Dentre alguns
exemplos de programas importantes de docking molecular estdo: o AutoDock, o
AutoDock Vina, o DOCK, o SwissDock, o Dockthor e o BindScope (TROTT & OLSON,
2010; SOTRIFFER et al., 2011; VERLI et al., 2014; FORLI et al., 2016; KONTOYIANNI
etal., 2017; PAGADALA et al., 2017; MONTANARI et al., 2019, SKALIC, M. et al., 2019;
DE MAGALHAES et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2015; GUEDES et al.,2021a;
GUEDES et al.,2021b).

No presente trabalho, foram utilizadas metodologias computacionais como o
virtual screening para identificar novas moléculas candidatas a inibidoras de GPX4. E
importante ressaltar o carater inovador desse trabalho, visto que esse € um dos
primeiros estudos de virtual screening realizados com essa enzima. Além disso, essas
moléculas encontradas, se efetivas como inibidores (em ensaios de atividade
enzimatica), poderdo servir como compostos lideres para o aprimoramento de
moléculas mais eficazes, servir como ferramentas para o estudo da ferroptose, e
adicionalmente, e até como farmacos antitumorais em potencial (apds a avaliagdo in

vivo), se tiverem as propriedades adequadas.



2.0BJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Predizer potenciais inibidores da enzima GPX4 utilizando técnicas de

planejamento de farmacos com auxilio de ferramentas computacionais.

2.2 Objetivos Especificos

-Selecionar e comparar as estruturas tridimensionais da enzima GPX4
disponiveis no PDB;

-Construir uma biblioteca focada de compostos utilizando como referéncia a
molécula inibidora S-ML162;

-Realizar uma triagem virtual da biblioteca de compostos utilizando docking

molecular e técnicas tedricas que envolvem simulagdes computacionais.



3. METODOLOGIA
3.1 Critérios empregados na avaliacao preliminar da qualidade na aquisicao dos
dados cristalograficos

As informagdes estruturais sobre a proteina GPX4 humana foram obtidas do
Protein Data Bank (PDB), disponivel em https://www.rcsb.org/ . O PDB é uma base de

dados onde sdo depositadas e atualizadas as informacdes estruturais de proteinas
resolvidas por cristalografia de raios X, ressonancia magnética nuclear (RMN) ou
criomicroscopia eletrénica (BERMAN et al., 2000; BERMAN et al., 2003; BURLEY et
al., 2020).

Alguns indicadores sao utilizados para avaliar a qualidade das estruturas
tridimensionais depositadas. Ramachandran outliers, R-value Free e a resolugao
(empregada na aquisicdo dos dados) sédo alguns desses indicadores que estao
disponiveis no préprio PDB.

O Diagrama de Ramachandran € um gréafico onde avalia todos os angulos phi
¢ (eixo x) e psi Y (eixo y) de um determinado residuo de aminoacido em uma estrutura.
Esses residuos possuem regides em vermelho que sao consideradas as regides
permitidas. Em boas estruturas, espera-se encontrar pelo menos 85% de residuos de
aminoacidos nessas regides. Os residuos que se encontram foram dessas regides sao
considerados outliers de Ramachandran (BURLEY et al., 2020).

O R-value, do inglés valor R ou fator R, significa literalmente Fator Residual ou
Fator de concordancia. O R-value € uma medida de concordancia entre o modelo
cristalografico gerado e os dados experimentais de difracdo de raio X. Um modelo
perfeito teria valor 0, enquanto um modelo randémico teria um valor de 0,63.
Geralmente esses valores ficam em torno de 0,20. Entretanto, durante a etapa de
refinamento de uma estrutura, o modelo atémico geralmente é utilizado juntamente com
os dados experimentais para o calculo da densidade eletrdnica, e isso pode adicionar
um viés ao valor R. Dessa forma, criou-se o R-free value, do inglés valor de R livre,
onde antes do refinamento comecar, 10% dos dados experimentais sdo removidos do
conjunto de dados (para posterior validagéo). O R-free value geralmente é semelhante
ao R-value, sendo um pouco mais alto, em torno de 0,26 (KLEYWEGT & JONES, 1997;
KONTOYIANNI, M. 2017; BURLEY et al., 2020)



A resolucao é a distdncia minima na qual dois pontos podem ser considerados
distintos. A resolucdo é uma das medidas de qualidade mais amplamente utilizadas.
Essa medida mostra o nivel de detalhe visto no mapa de densidade eletrénica. Quanto
maior a resolugédo, menor o valor numérico, e maior a qualidade da estrutura. Estruturas
de alta resolugao tem valor menor ou igual a 1A, enquanto estruturas de baixa resolucdo
possuem valores iguais ou maiores que 3A (KONTOYIANNI, M. 2017; BURLEY et al.,
2020).

A avaliacao de qualidade de estruturas cristalinas € um fator muito importante
a ser considerado antes de selecionar uma estrutura para os estudos computacionais.
E importante lembrar que as estruturas cristalinas sdo instantaneos estaticos (como
fotografias) e nao representam o movimento e a flexibilidade de macromoléculas, e para
iss0 s&0 necessarios estudos de dindmica molecular. Ensaios de dindmica molecular
permitem calcular os movimentos de deslocamento de uma pequena molécula ligante
na superficie e nas cavidades de uma macromolécula, bem como as energias
envolvidas nos deslocamentos do ligante e rotacdo das cadeias da proteina e
movimentacao de regides como os loops durante o tempo de simulagao. As estruturas
dos alvos bioldgicos geralmente séo classificadas como apo (conformagéo da proteina
na auséncia do ligante) ou holo (conformacao da proteina na presenca do ligante)
(KONTOYIANNI, M. 2017; GUTERRES et al., 2021). Essas conformacdes geralmente
s&o distintas, com uma diferenca de RMSD que pode variar de 0.5A a 2.0A. Entretanto,
quando se avalia as orientagfes das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos,
90% das proteinas holo possuem pelo menos um residuo com mudangas rotaméricas
significativas. Foi verificado que quando uma estrutura holo da proteina alvo néo esta
disponivel, isso reduz de forma significativa a performance de estudos de virtual
screening. Sendo que estruturas holo diferenciam melhor ligantes de n&o ligantes em
ensaios de docking. Dessa forma, estruturas apo s&o raramente utilizadas devido a
mudancas significativas nos sitios ativos (GUTERRES et al., 2021).

3.2 Analise Comparativa das estruturas de GPX4 humanas depositadas no PDB
Nestes ensaios tedricos os dados de estruturas cristalograficas da proteina

GPX4 humana foram extraidos do PDB, e foram realizados estudos de comparacao
estrutural no programa UCSF Chimera 1.14 utilizando os métodos “MatchMaker” e



Math-Align. O alinhamento estrutural foi realizado entre a estrutura “6HKQ” e as outras
estruturas da GPX4 humana disponiveis no PDB (2GS3, 20BI, 5H5Q, 5H5R, 5H5S,
6ELW, 6HN3). Esse experimento teve como objetivo verificar a possivel existéncia de
diferencas estruturais entre as estruturas depositadas no PDB da GPX4 humana, para
caso seja necessario realizar analises de ensemble docking. Foi utilizado o Jupyter
notebook para organizacdo dos dados de alinhamento e o software Chimera para a

geracao da imagem do alinhamento estrutural.

3.3 Analise de interacoes intermoleculares

Foi analisado o arquivo no formato “.pdb” obtido da estrutura cristalografica holo
da GPX4 humana baixada do PDB (6HKQ). Essa estrutura foi usada como referéncia
para analisar as interagOes intermoleculares entre ligante e o alvo em 4 softwares de
analise de interacbes diferentes: NGL viewer (ROSE et al., 2018), PoseView
(STIERAND et al., 2006), NaPOLI (FASSIO et al.,2019) e LigPlot+ (WALLACE et al.,
1996). Através dessa metodologia, foi selecionado o programa mais adequado para
prosseguir com as analises posteriores para predicdo de interacdes dos modelos
gerados nos atracamentos moleculares. Além disso, através desse estudo, também
foram identificadas as principais interagdes intermoleculares entre a enzima e seu
inibidor referéncia (S-ML162), permitindo que essas interacdes fossem utilizadas como

comparativo entre a enzima e outras moléculas inibidoras ou inibidoras em potencial.

3.4. Identificacao e selecao do sitio de ligacao da GPX4: sitio principal e sitio
alosteérico

A identificacdo de sitios de ligacao ou sitios de interacao (do inglés, binding
pockets) é uma informacao que pode ser encontrada na literatura cientifica para a
proteina de interesse (pela coleta de informacbes de estudos de bancada, como os
artigos de resolucao estruturais), em base de dados de estruturas ou sequéncias (por
exemplo, PDB, NCBI Protein, OMIM, UniProt, ) ou que pode ser simulada através de
docking molecular (quando se usa o “atracamento cego”, do inglés blind docking) ou
através de programas que tem como fungdo encontrar/identificar esses locais de
interacdo como o DoGSiteScorer do ProteinPlus (VOLKAMER et al., 2012).



O DoGSiteScorer € um algoritmo automatizado para a predi¢cao de sitios de
ligacdo e de “drugabilidade” (do inglés, druggability). Segundo Owens (2007),
drugabilidade é a probabilidade de determinado alvo biolégico ser modulado por
pequenas moléculas ou farmacos. Aparentemente, apenas 10% do genoma humano
apresenta alvos moleculares do tipo druggable. Segundo Keller (2006), drugabilidade
se refere a proteinas que podem se ligar a compostos semelhantes a farmacos com
uma afinidade de ligagdo abaixo de 10uM. Um dos pré-requisitos da drugabilidade € a
capacidade de um alvo biolégico de ser acessado por moléculas de baixo peso
molecular. O DoGSiteScorer € um algoritmo que utiliza técnicas de aprendizado de
maquina, como support vector machines (SVM) e nearest neighbor. Além disso utiliza
um banco de dados de 1069 macromoléculas (para treinar e validar o modelo),
permitindo a classificagéo correta (de 90%) de um alvo macromolecular em 3 categorias
de acordo com o DrugScore: druggable, difficult e undruggable. Undruggable sao alvos
biolégicos com sitios onde nao ha interagdo de pequenas moléculas, ou que se ligam
moléculas nao biodisponiveis oralmente, ou que se ligam a moléculas sem
caracteristicas drug-like, ou cujo sitio de interagdo nado apresenta propriedades
favoraveis para a interagcdo com pequenas moléculas. Além disso, esse programa
também pode identificar sitios alostéricos de um alvo, mostrar os sitios identificados em
um programa de visualizacdo e fornecer uma série de informagdes sobre os sitios de
ligacdo identificados, como por exemplo, o volume, a darea de superficie, a
profundidade, a composicdo de aminodacidos/elementos/outros descritores relevantes
(VOLKAMER et al., 2012). Através de uma busca simples do ID PBD da proteina de
interesse no ProteinPlus e no DoGSiteScorer, foi possivel ter acesso a essas

informacdes.

3.5 Docking molecular

Para os estudos de docking molecular foi utilizada a estrutura 6HKQ original
(SEC46) e a mutada (CYS46). A mutagao foi realizada no programa UCSF Chimera
1.14. (PETTERSEN et al., 2004). Essa mutagéo foi necessaria para o uso de alguns
softwares de docking, como o Dockthor e o BindScope, que nao reconhecem o atomo
de selénio em seus programas. No AutoDock Vina se conseguiu utilizar a
selenocisteina. O Chimera também foi utilizado para o preparo das estruturas do(s)
ligante(s) e do(s) alvo(s). Durante esse preparo, geralmente devem ser adicionados



atomos nao representados graficamente na molécula (como os atomos de hidrogénio),
remover as moléculas de agua, e também s&o retiradas moléculas empregadas no
processo de cristalizagdo. Além disso, sdo adicionadas cargas parciais e torcdes as
moléculas. Nesse processo, um arquivo do receptor no formato “.pdb” & convertido para
o formato “.pdbqt’; e um arquivo do ligante nos formatos “.mol2” ou “.pdb” sdo

[

convertidos em “.pdbqt” também. Muitos pesquisadores comentam que a etapa de
preparo do ligante e do receptor € uma etapa critica que pode afetar os resultados
(IBRAHIM et al., 2015; FORLI et al., 2016; KONTOYIANNI et al., 2017; MONTANARI
et al., 2019).

Foram realizados estudos de docking molecular, do tipo semi-rigido e flexivel,
com o software AutoDock Vina (TROTT & OLSON, 2010; FORLI et al., 2016). Em um
primeiro momento, foram realizados 36 estudos de docking molecular semi-rigido,
somente entre a proteina GPX4 (6HKQ) e o seu ligante co-cristalografado S-ML162
para padronizar as condigdes das simulacbes referentes as seguintes variaveis:
presenca ou auséncia de agua, estado de protonagéo do residuo cisteina 46, tamanho
e centralizagdo da caixa de atracamento (do inglés, grid box), tipo de entrada do ligante
(arquivos .pdb ou smiles). Foram analisados como essas variagdes poderiam afetar as
energias livres (AG) dos atracamentos moleculares. Foram adotados uma energy range
de 3, uma exaustividade de 8 e até 10 poses/ligante para todos os experimentos. Esses
estudos foram realizados utilizando o AutoDock Vina e o software grafico UCSF
Chimera 1.14. Os resultados desses experimentos foram analisados no software
GraphPad Prism 6.01.

Também foram realizados 4 experimentos de docking flexivel (ligante flexivel e
cadeias laterais de residuos de aminoacidos selecionados flexiveis) no AutoDock Vina,
utilizando a estrutura 6HKQ sem agua, com a CYS46 nos estados protonada e
desprotonada e os ligantes S-S-ML162 e 1S,3R-RSL3. Os aminoacidos considerados
flexiveis foram os seguintes: ALA43, SER44, GLN45, CYS46, GLY47, LYS48, THRA49,
PRO74, CYS75, ASN76, GLN77, PHE78, GLY79, LYS80, GLN81, GLU82, TRP136,
ASN137 e PHE138. Como parametros de docking, foram utilizados uma energy range
de 3, uma exaustividade de 14 e até 10 poses possiveis para cada ligante. Para a caixa
de atracamento (do inglés, grid box) foram consideradas as mesmas coordenadas nas
trés dimensdes dos quadrantes (x= -22.00, y=4.00, z=3.12) e as mesmas dimensodes
do espaco de busca (x=18.00, y=19.00, z=18.00). @ Os arquivos foram convertidos



manualmente para “. pdbqt” e depois para “.pdb” e os resultados desses experimentos
foram analisados no LigPlot+ 2.2.5 , para a analise de contatos. Além disso, foram
realizadas as medicdes das distancias entre o atomo de enxofre da CYS46 e o a&tomo
de carbono reativo de cada inibidor no UCSF Chimera 1.14.

Também foram realizadas analises de redocking, para verificar se no estudo do
docking flexivel era possivel replicar a pose do S-ML162 da estrutura cristalografada.
Para essa analise, foram utilizados o ensemble match do Chimera e o LS-align, onde
foram comparadas a estrutura do ligante S-ML162. Nesse experimento, foram obtidos
resultados de RMSD (sigla em inglés de root mean square deviation), que indica as
variacdes de distancia entre as poses de um alinhamento estrutural, valores iguais a
zero indicam mesmo alinhamento, e quanto maior o RMSD, maiores sao as diferencas
das poses adotadas. A pose é um fator muito importante, pois pode indicar o modo de

ligacdo ou de interagdo de uma pequena molécula com seu alvo macromolecular.

3.6 Target-Based Virtual Screening

Foi realizado um target based-virtual screening piloto utilizando o docking
molecular semi-rigido no AutoDock Vina 1.1.2. Nesse experimento, foram realizados 72
estudos de docking, com 31 ligantes, 5 decoys, sem agua, e na presenca da CYS46
em dois estados de protonacéo, e considerando 10 poses por ligante. As moléculas
dos ligantes e dos decoys foram obtidas no formato “.sdf” da base de dados de
moléculas ZINC15 (STERLING & IRWIN, 2015), e convertidos em “.mol2” no Chimera.
A estrutura da proteina GPX4 humana foi obtida do PDB (6HKQ) e preparada conforme
ensaios de docking anteriores. Os arquivos de saida (720 arquivos) foram convertidos
manualmente para “.pdbqgt” e depois para “.pdb”. A medicdo de distancias entre o
carbono reativo de cada ligante e o atomo de enxofre da CYS46 oi realizada no
Chimera. Os resultados desses experimentos foram transcritos manualmente para
ambientes de desenvolvimento integrados para a linguagem Python (como o google
colaboratory e o Jupiter notebook 6.1.4) (RANDLES et al., 2017). Os dados foram
salvos no formato de listas e dicionarios, para posteriormente a criagdo de um
dataframe, que pode ser facilmente manipulado e analisado utilizando bibliotecas do
Python como o Pandas 1.4.3 (MACKINNEY, 2010; REBACK et al., 2020) e o MatPlotLib
(HUNTER, 2007). Foram utilizados o método .describe( ) para estatistica descritiva, o
método .hist( ) para geragdo de histogramas, o método .bloxplot( ) para geracao dos



boxplots e o método plt.scatter( ) para geracdo dos graficos de dispersdo. Os
dataframes foram salvos como arquivos “.csv” e arquivos “.xIsx”. Durante a fase de
analise de dados, o objetivo foi elencar os critérios mais favoraveis e que possuissem
alguma correspondéncia com a tabela experimental de EC50 dos ligantes. Além disso,
pretendia-se utilizar outros filtros além do docking molecular para poder separar de
forma eficaz decoys de ligantes. E esse estudo piloto foi muito importante para verificar
a possibilidade de elencar esses critérios e filtros para a realizagdo do virtual screening
baseada na estrutura do alvo.

3.7 Ligand-Based Virtual Screening

Inicialmente forma realizadas andlises de mapa de calor e andlises de
componentes principais do grupo de 33 moléculas inibidoras da GPX4 na tentativa de
encontrar algum parametro ou correlagdo importante referente as caracteristicas
quimiométricas dos ligantes. Essas moléculas foram obtidas da revisdo de literatura
realizada disponivel no anexo 2. Foram excluidas do estudo as moléculas que
interagiam com a enzima GPX4 de forma indireta. Essas analises foram realizadas no
Jupyter notebook, utilizando as bibliotecas Pandas, NumPy (HARRIS et al., 2020),
seaborn 0.11.2 (WASKOM, 2021) e Matplotlib, e os métodos .corr( ) para realizar os
célculos das correlagdes, sns.heatmap( ) para montagem do heatmap, e o método
PCA( ) para a analise de componentes principais.

Foi realizado um Ligand-based virtual screening a partir da construgao de uma
biblioteca focada de ligantes baseada na busca de similaridade, do tipo busca
combinada, com o S-S-ML162 nas bases de dados ZINC15, com o auxilio da
ferramenta SwissSimilarity (ZOETE et al., 2016). Esta ferramenta realiza uma série de
calculos para triagem virtual com base na estrutura do ligante, onde sdo realizadas
buscas de similaridade com a molécula referéncia através do uso de fingerprints
bidimensionais e tridimensionais em bases de dados de farmacos (DrugBank), de
compostos bioativos (chEMBL), de compostos comercialmente disponiveis (ZINC15)
ou bibliotecas virtuais (SIGMA ALDRIH LIBRARY), que retorna uma lista de smiles
dessas moléculas. Em seguida foi possivel realizar o docking no AutoDock Vina dessas
moléculas selecionadas e, elencar as melhores moléculas. Apés a realizacao da busca
por similaridade, foram realizados os calculos das propriedades das 400 moléculas
encontradas no SwissADME (DAINA et al. 2014; DAINA et al.,2016). No Jupyter



notebook, foram abertos os arquivos gerados no virtual screening, e foram aplicados
os seguintes filtros de toxicidade e farmacocinética: ndo ser substrato para a
glicoproteina P (filtro utilizado em todas as moléculas) (MAHAR DOAN et al., 2002; HA
et al., 2007) nao ser inibidor de CYP1A2 (filtro utilizado em todas as moléculas), nao
ser inibidor de CYP2C19, n&o ser inibidor de CYP2C9, n&o ser inibidor de CYP2D6,
nao ser inibidor de CYP3A4 (CUMMINGS et al., 2013; BOLOGA et al., 2019). Ap6s o
uso de filtros de toxicidade, foram utilizados filtros para farmacos de sucesso no sistema
nervoso central, visando o desenvolvimento de moléculas para tratamento de
glioblastomas (HITCHCOCK et al., 2006; BOLOGA et al.; 2019), que sédo os seguintes:
Peso molecular (MW) <400, doadores de ligagédo de hidrogénio (HBD) <2, aceptores de
ligacdo de hidrogénio (HBA) <9, numero de ligacoes rotacionaveis (NRB) <10, area de
superficie polar (PSA) <120, e lipofilicidade (representada pelo ClogP) entre 1 e 4.
Apo6s a aplicagdo dos filtros mencionados, todas as moléculas resultantes foram
analisadas no ADMETLAB (WANG et al., 2016; LIU et al.,2018; XIONG et al., 2021) em
relacdo a alguns parametros de toxicidade (bloqueio de Herg, hepatotoxicidade,
toxicidade respiratéria).

Foi realizado o Docking consensus (DARDENNE, 2021) e a predicao de
atividade biolégica no Sea Search Server com as moléculas resultantes. O docking
consensus foi realizado através do estudo de docking molecular da GPX4 (estrutura
6HKQ) no sitio ativo (Sec46 ou Cys46) e no sitio alostérico (Cys66) em trés softwares,
o BindScope, o DockThor e o AutoDock Vina. A partir dos resultados de afinidade, foram
ranqueadas as moléculas com maior potencial de inibirem a GPX4. Para os estudos de
docking, foram utilizadas caixas de atracamento com as mesmas dimensdes de aresta
em angstrons (20x20x20) e aplicando as mesmas coordenadas de centralizacado da
caixa para o sitio ativo (22, 6 e 5) e para o sitio alostérico (8, 5.5 e 20).

A busca de atividade bioloégica no Sea Search Server (KEISER et al.,2007;
IRWIN et al., 2018) também foi Util para verificar se os compostos tinham perfil poli
farmacolégico (tipico das cloroacetamidas), além de verificar o envolvimento de outros
alvos importantes da via da ferroptose, sendo mais uma ferramenta para verificar a
evidéncia de moléculas biologicamente ativas. Adicionalmente, foram realizados
experimentos in silico de Bioisosterismo no SwissBioisostere (WIRTH et al., 2013;
CUOZZO et al., 2021), com objetivo de encontrar fragmentos candidatos a substituicao

do grupamento tiofeno nas moléculas encontradas, visando um aprimoramento futuro



desses compostos. A figura 7 apresenta um resumo das etapas de metodologias
adotada nesse estudo, e também os caminhos decisérios que influenciaram na adogéo
de uma mudanca metodoldgica durante a pesquisa. Forma realizadas alteracbes nos
protocolos utilizados para aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos. Além disso,
€ importante ressaltar o carater inédito da abordagem metodoldgica utilizada neste
trabalho.
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Figura 7. Esquema metodolégico do target-based virtual screening e do Ligand-based virtual screening
adotados nesse trabalho.



3.8 Recursos computacionais utilizados

Todas as anadlises tedricas e a maior parte das simulacbes foram realizadas em
um notebook inspiron 115-7572-A30S, sistema operacional Windons 10, empregando
processador 82 Intel Core i7 16GB (Geforce M150 com 4Gb) 1Tb 128GB SSD Ful Hd
15,6” W10 Dell. Alguns experimentos foram realizados no Laboratério de Bioinformatica
Estrutural (LABE) vinculado ao Nucleo de Bioinformatica e Biologia Computacional da
UFSC, que conta com um servidor MSI Z370-A PRO, com 32GB de memoria,
processador i7 8700K com 6 nucleos de 3.7 GHZ, duas placas de GPU NVIDIA
GeForce GTX1060. Além disso, o Nucleo também disponibilizou para esse projeto um
servidor HP PROLIANT ML350P G8, com 64 Gb de memdéria RAM e 12 ndcleos de
processamento, configurado para servir como uma plataforma remota para
multiusuarios baseada no sistema Linux, contendo variadas bases de dados e
programas de analise. Também foram realizadas algumas analises no cluster Santos
Dumont vinculado ao LNCC através de solicitacao de Virtual Screening pelo Programa
DockThor. Também foram utilizados recursos do Expasy para 0s experimentos
envolvendo o SwissSimilarity e o SwissADME.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Aquisicao das estruturas e avaliacao de qualidade

estruturas dessa enzima depositadas no banco de dados. Todas as estruturas
depositadas apresentaram bons indicadores de qualidade, com resolugdo < 1.90 A, e
R-value Free < 0.204, e ndo apresentando outliers no grafico de Ramachadran. Dessa
forma, foi selecionada para os ensaios computacionais a Unica estrutura holo disponivel
para a GPX4 humana no PDB, a estrutura 6HKQ (MOOSMAYER et al.,, 2021).

Através da busca do termo “Human GPX4” no PDB, foram encontradas 8

Informacdes mais detalhadas podem ser visualizadas na tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Estruturas da GPX4 humana depositadas no PDB.

Codigo Ramach. Resolugdo R - Localizacao Tipo Residuosde Referéncias
PDB Outliers (A) Value celular aminoacidos
(%) Free mais
importantes
na catalise
208BI 0 1.55 0.186 citosol Apo CYS46 SCHEERER et
al., 2007
5H5S 0 1.85 0.204 mitocondrial Apo SEC73 SAKAMOTO et
al., 2017
5H5R 0 1.20 0.162 mitocondrial Apo SEC73 SAKAMOTO et
al., 2017
5H5Q 0 1.10 0.184 mitocondrial Apo SEC73 SAKAMOTO et
al., 2017
6ELW 0 1.30 0.155 mitocondrial Apo SEC46 BORCHERT et
al., 2018
2GS3 0 1.90 0.191 citosol Apo GLY61 Sem artigo.
Apenas a
estrutura foi
depositada.
6HKQ 0 1.54 0.184 citosol Holo SEC46 MOOSMAYER
etal., 2021.
6HN3 0 1.01 0.137 citosol Apo SEC46 MOOSMAYER

etal., 2021.




4.2 Analise Comparativa das Estruturas de GPX4 humanas depositadas no PDB
A estrutura GPX4 humana apresenta algumas regides que sugerem maior
flexibilidade, principalmente as regides das algas, incluindo regides localizadas no sitio

ativo, marcadas em roxo na figura 8.

Figura 8. Alinhamento estrutural de estruturas de GPX4 depositadas no PDB (2GS3, 6HN3, 5H5S, 5H5R,
5H5Q, 6ELW, 20BI e 6HKQ). Em ciano, a molécula de S-ML162 no sitio de ligacdo. Em roxo, destaque
para alcas do sitio ativo.

A estrutura usada como referéncia nas analises de alinhamento estrutural, a
6HKQ, € aquela que possui a alga mais aberta (mais voltada para fora), e talvez isso
seja relevante para a interagdo com o ligante S-ML162 que sera discutida
posteriormente nesse trabalho (em ciano na figura 8). As estruturas com maior RMSD
e maior identidade sao a 2GS3, 6HN3, a 5H5S e a 5H5R, conforme apresentado na
tabela 3.



Tabela 3. Resultados do alinhamento estrutural das proteinas GPX4 depositadas no PDB em
comparacgao com a estrutura 6HKQ. RSMD, do inglés root mean square deviation, ou seja, referente ao
valor médio do desvio quadratico entre estruturas. Foi utilizado o programa UCSF Chimera 1.14
utilizando os métodos MatchMaker e Math-Align.

PDB id overall_RMSD Identidade
2GS3 3.461 90.91
6HN3 3.118 99.43
5H5S 3.112 95.86
5H5R 3.005 95.86
5H5Q 1.168 95.86
6ELW 0.517 92.05
208l 0.476 94.89

4.3 Analise das Interacoes Intermoleculares entre GPX4 e S-ML162

A fim de avaliar melhor as interagbes intermoleculares entre GPX4 e uma
molécula inibidora ja descrita na literatura, o S-ML162 (WEIWER et al., 2012; YANG et
al., 2014; EATON et al., 2019; STOCKWELL AND JIANG, 2020; MOOSMAYER et al.,
2021), os resultados provenientes de diferentes programas foram comparados. Foram
analisadas as interagcdes moleculares da estrutura 6HKQ por meio dos seguintes
servidores disponiveis na internet (Pose View, NGL Viewer e nAPOLI) e através do
software LigPlot+ 2.2.5.

No servidor Protein Plus, utilizando o Pose View, foi gerado um mapa de
interacdes moleculares entre a GPX4 (6HKQ) e o seu ligante S-ML162 (que
corresponde ao GO9N segunda a estrutura cristalografica). Nesse mapa, podemos
visualizar a presenca de uma ligacao de hidrogénio entre um atomo de nitrogénio do
triptofano 136 e um atomo de oxigénio (uma cetona do grupamento cloroacetamida) do
S-ML162. Além disso, sugere-se interacdes hidrofébicas entre a glutamina 81 e as
porcdes cloroacetamida e a porcao 3-cloro-4-metodxianilina do S-ML162 (figura 9A).

Como resultados obtidos no programa NGL Viewer, foram identificadas 2
ligagbes de hidrogénio e a presenga de 2 contatos hidrofobicos entre a estrutura da
proteina e seu ligante. Foi demonstrada uma interagédo de hidrogénio entre o atomo de
oxigénio 22 do GON e o atomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio NE1 do triptofano
136. A outra ligacao de hidrogénio ocorre entre o atomo de oxigénio 12 do G9N e o



atomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio N do backbone da glicina 47. As ligagcbes de
hidrogénio podem ser visualizadas na figura 9B. Uma observacdo importante é
mencionar que na maioria dos programas, quando se utiliza estruturas diretas do PDB
(sem tratamento), os atomos de hidrogénio podem estar omitidos da estrutura e das
ligacdes de hidrogénio, como ocorre nas analises dessa sec¢ao do trabalho.

Além das ligagbes de hidrogénio, como resultados obtidos no NGL
Viewer, foram preditos 2 contatos hidrofobicos entre a estrutura da proteina e de seu
ligante. E demonstrado um contato hidrofébico entre o atomo de carbono 18
(pertencente ao anel tiofeno) do S-ML162 e o 4tomo de carbono CZ2 (pertencente ao
anel da cadeia lateral) do triptofano 136. Outro contato hidrofébico foi observado entre
o atomo de carbono 20 (pertencente ao grupo cloroacetamida) do S-ML162 e o atomo
de carbono beta CB do backbone da glutamina 81. As interacdes hidrofébicas podem

ser visualizadas na figura 9C.
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Figura 9. A) Mapa de interac6es Intermoleculares entre GPX4 (6HKQ) e S-ML162 (G9N) gerado no
servidor Pose View. B) Representacao das ligacdes de hidrogénio entre GPX4 (6HKQ) e S-ML162 (G9N)
gerada no NGL Viewer. A ligagdo de hidrogénio representada pelo nimero 1 ocorre entre o atomo de
oxigénio 12 do S-ML162 e o atomo de hidrogénio do nitrogénio N do backbone da glicina 47. A ligagao
de hidrogénio representada pelo nimero 2 ocorre entre o atomo de oxigénio 22 do S-ML162 e o atomo
de hidrogénio ligado ao nitrogénio NE1 do triptofano 136. C) Representagao das interagdes hidrofébicas
entre GPX4 (6HKQ) e S-ML162 (G9N) geradas NGL Viewer. A interagéo hidrofébica representada pelo
namero 1 ocorre entre o atomo de carbono 18 (pertencente ao anel tiofeno) do S-ML162 e o atomo de
carbono CZ2 (pertencente ao anel da cadeia lateral) do triptofano 136. A interacdo hidrofobica



representada pelo nimero 2 ocorre entre 0 atomo de carbono 20 (pertencente ao grupo cloroacetamida)
do S-ML162 e o 4tomo de carbono beta CB do backbone da glutamina 81.

No programa nAPOLI (Analysis of PrOtein-Ligand Interactions by
Universidade Federal de Minas Gerais), é gerado um conjunto consideravel de dados,
incluindo tabelas, graficos e imagens sobre todas as interagdes moleculares entre todos
os ligantes de uma dada estrutura do PDB. Neste trabalho, o nAPOLI foi utilizado para
avaliar as interacdes entre 6HKQ e o seu ligante S-ML162 (que foi representado como
GO9N). Como resultados, foram verificados a presenga das seguintes interacdes
intermoleculares: 4 ligacdes de hidrogénio (2 entre o ligante e a proteina e 2 entre o
ligante e uma molécula de agua estrutural), 1 interacdo aroméatica do tipo pi-stacking e
9 interac6es hidrofébicas. O total de interacdes intermoleculares obtidos no nAPOLI
pode ser visualizado na figura 10.

Em relagcdo as ligacées de hidrogénio entre o S-ML162 e a GPX4,
podemos visualizar 2 interagdes. A primeira ocorre entre o atomo de oxigénio 12
(classificado como aceptor) do S-ML162 e o a&tomo de nitrogénio (classificado como
doador) do residuo de aminoacido glicina 47, cuja distancia de interagcéo é igual a 2,8
A. A segunda ocorre entre o atomo de oxigénio 22 (aceptor) do S-ML62 e o atomo de
nitrogénio NE1 (aroméatico e doador) do residuo de aminoacido triptofano 136, cuja
distancia é igual a 2,8 A.

Em relacdo as ligagcdes de hidrogénio entre o S-ML162 e a 4gua estrutural
namero 441, foram observadas também 2 interacées. Uma interacéo entre o atomo de
oxigénio 12 (aceptor) do S-ML162 e a agua 441 (aceptor ou doador), cuja distancia é
igual a 3,2 A. A outra interacdo ocorre entre o atomo de oxigénio 22 (aceptor ou doador)
do S-ML162 e a 4gua 441 (aceptor ou doador), cuja distancia é igual a 3,0 A. Existe
uma terceira ligagéo de hidrogénio demonstrada nesse modelo, mas ela ocorre entre a
agua 441 e a proteina. Nessa interagcdo temos o atomo de nitrogénio N (doador) do
backbone do residuo de aminoacido lisina 48 interagindo com a 4gua 441, em uma
distancia igual a 2,9 A.

Em relacéo a interacdo aromatica do tipo pi-stacking, ela ocorre entre o
atomo de carbono 18 (hidrofébico e aromatico) do  S-ML162 e o atomo de carbono
CZ2 (hidrofdbico e aromatico) do residuo de aminoacido triptofano 136, cuja distancia
de interacéo é igual a 3,5 A.



Em relagao as interag6es hidrofobicas entre a GPX4 e o ligante S-ML162,
podemos classifica-las em dois tipos: as que ocorre entre o ligante e o residuo de
aminoacido triptofano 136, e as que ocorrem entre o ligante e o residuo de aminoacido
glutamina 81.

Foram encontradas 3 interagbes hidrofébicas entre o ligante e o residuos
de aminoacido triptofano 136. A primeira interagdo ocorre entre o &tomo de carbono 18
(hidrofébico e aromatico) do S-ML162 e o atomo de carbono CH2 (hidrofébico e
aromatico) do residuo de amino4cido triptofano 136, cuja distancia é igual a 4,1 A. Na
segundo interacdo hidrofdbica descrita, temos o atomo de carbono 18 hidrofobico e
aromatico) do S-ML162 interagindo com o atomo CZ2 (hidrofébico e aromatico) do
residuo de aminoécido triptofano 136, cuja distancia é igual a 3,5 A. Essa interacéo é a
mesma que foi classificada anteriormente como pi-stacking. Por ultimo, a terceira
interacao hidrofébica, ocorre entre o atomo de carbono 28 (hidrofébico e aromatico) do
S-ML162 e o atomo CZ2 (hidrofobico e aromatico) do residuo de aminoacido triptofano
136, cuja distancia é igual a 4,0 A.

Foram encontradas 6 interacdes hidrofébicas entre o ligante e o residuo
de amino&cido glutamina 81. A primeira interagdo ocorre entre o &tomo de carbono 25
(hidrofébico e aromatico) do S-ML162 e o a&tomo de carbono CG (hidrofébico) do
residuo de amino&cido glicina 81, cuja distancia é igual a 3,7 A. A segunda interagéo
ocorre entre o atomo de carbono 28 (hidrofébico e aromatico) do S-ML162 e o atomo
de carbono CG (hidrofébico) do residuo de aminoacido glicina 81, cuja distancia é igual
a 3,6 A. A terceira interacdo hidrofébica ocorre entre o atomo de carbono 27 (hidrofébico
e aromatico) do ligante e o a&tomo de carbono CG (hidrofébico) do residuo de
aminoécido glutamina 81, cuja distancia é igual a 3,5 A. A quarta interagdo hidrofébica
ocorre entre o carbono 20 (hidrofébico) do S-ML162 e o atomo de carbono CG
(hidrofébico) do residuo de aminoacido glicina 81, cuja distancia é igual a 3,5 A. A quinta
interagao ocorre entre o carbono 20 (hidrofobico) do ligante e 0 atomo de carbono beta
CB (hidrofébico) do residuo de aminodcido glicina 81, cuja distancia é igual a 3,4 A. E
a Ultima interagéo hidrofébica encontrada foi entre o atomo de carbono 24 (hidrofébico
e aromatico) do ligante e o atomo de carbono CG (hidrofébico) do residuo de

aminoécido glicina 81, cuja distancia é igual a 3,8 A.
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Figura 10. Representacao das interagdes intermoleculares entre GPX4 (6HKQ) e S-ML162 (G9N) gerada

na web server nAPOLLI, através da visdo 3d do ligante e do resumo grafico.

No Software LigPlot+, foram encontradas 4 ligacées de hidrogénio (2
envolvendo a agua 441) e varias interagdes hidrofébicas entre o ligante e os residuos
de aminoacidos Sec46, GIn45, GIn81, Asn137, Trp136 e Gly47 da proteina. Em relagéao
as ligacdes de hidrogénio, podemos visualizar as seguintes intera¢cées. Uma interacédo
entre 0 4&tomo de oxigénio 22 do ligante e o 4&tomo NE1 do residuo de aminoacido
triptofano 136, com distancia de 2,94 A. Outra interag&o entre o atomo de oxigénio 12
do ligante e o atomo de nitrogénio do residuo de aminoacido glicina 47, com distancia
de 2,80 A. Também foram identificadas duas ligacdes de hidrogénio entre o ligante e
uma agua estrutural. A primeira interacéo desse tipo ocorre entre o atomo de oxigénio
22 do ligante e a 4gua 441, com distancia de 3,05 A. A outra interag&o ocorreu entre 0
oxigénio 12 do ligante e a 4gua 441, com distancia de 3,21 A. As intera¢des do tipo
ligacdo de hidrogénio podem ser visualizadas na figura 11A.

Em relagdo as interagbes hidrofébicas, ha a presengca de muitas
interacdes desse tipo, contabilizando um total de 24 interagdes. A maior parte dessas
interacdes (9 ao todo) ocorrem entre o ligante (principalmente a por¢do 3-cloro-4-
metdxianilina) e o residuo de aminoacido de glutamina 81. Depois os residuos de
aminoacidos glicina 47 (4 interagdes), selenocisteina 46 (4 interacdes) e triptofano 136



(3 interagbes) sado aqueles que apresentam mais interagdes. Ambos os residuos de
aminoacidos asparagina 137 e glutamina 45 possuem 2 intera¢des cada com o ligante.
As interagdes que ocorrem entre o ligante e os residuos de aminoacidos selenocisteina
46, asparagina 137, glutamina 81 e glicina 45 nao foram especificadas em relacdo aos
atomos da proteina. Foram especificados os atomos apenas das interagdes entre o
ligante e os residuos de aminoacidos glicina 47 e triptofano 136. O software também
nao fornece a distdncia em angstrons para as interacées hidrofébicas. Todas as
interacdes hidrofébicas encontradas no LigPlot+ podem ser visualizadas na figura 11B.
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Figura 11. A) Representagcédo das interagdes intermoleculares entre GPX4 (6HKQ) e S-ML162 (G9N)
gerada no programa LigPlot+, com destaque para as ligagées de hidrogénio (em verde tracejado). B)
Representacédo das interagdes hidrofébicas (em vermelho tracejado) entre GPX4 (6HKQ) e S-ML162
(G9N) gerada no programa LigPlot+.

Dependendo do Web Server utilizado, o numero total de interacdes
intermoleculares entre o alvo bioldgico e o ligante varia de 2 a 13 interacdes. As ligacdes
de hidrogénio variam de 1 a 4 ligagdes. As interacdes hidrofébicas variam de 2 a 9
interacdes. Dessa forma percebemos que tanto as ligacdes de hidrogénio quanto as
interacdes hidrofébicas sao essenciais para a interagdo do S-ML162 e o sitio ativo da
GPX4, embora as interagdes hidrofébicas paregcam ser mais frequentes. As interagdes
mais frequentes identificadas foram as seguintes: 2 ligagdes de hidrogénio (O12 e N do
residuos de aminoécido glicina 47; 022 e NE1 do residuo de aminoécido triptofano 136)
e 2 interagdes hidrofébicas (C18 e CZ2 do residuo de aminoacido triptofano136; C20 e

CB do residuo de aminoéacido glutamina 81). Vale a pena ressaltar, que a maioria das



interacdes ocorre com os dois residuos de aminoacidos pertencentes a tétrade
catalitica: o triptofano 136 e a glutamina 81. A maioria das intera¢6es hidrofobicas com
o ligante esta relacionada ao residuo glutamina 81, seguida de interacbes com o
residuo triptofano 136. Os residuos de glicina 47 e de triptofano 136 parecem ser
importantes na formacéo de ligagoes de hidrogénio. Além disso, uma agua estrutural
numero 441 também parece ser importante na formagéao de ligagdes de hidrogénio com
o ligante. As interagdes intermoleculares identificadas apenas com o nAPOLI néo
podem ser descartadas, visto que essa web server apresenta algoritmos mais
completos e complexos para identificacao de interagdes intermoleculares. Na tabela 4
podemos visualizar melhor toda a analise das interagdes intermoleculares nos quatro

programas utilizados.

Tabela 4. Andlise das interagdes intermoleculares entre GPX4 e S-ML162 (estrutura cristalografica
6HKQ). Observacdo: nem todos os programas fornecem informacdes precisas como 0S atomos
envolvidos nas interacoes e as distancias das interagdes. O nAPOLi e o LigPlot+ sdo os programas que

mais fornecem esse tipo de informacgéao.

Interacdes Intermoleculares entre GPX4 e s-sS-ML162. Web Server Software
Estrutura no PDB: 6HKQ e G9N Pose NGL nAPOLI | LigPlot+
View Viewer

N¢ Ligagoes de hidrogénio 1 2 4 4

N¢ interacoes hidrofébicas Presente | 2 9 24

N¢ interagcdes pi-stacking 0 0 1 0

N® total de interagdes 2 4 14 28

Tipo de | Atomo | Atomo da | Distancia | Distancia | Esta presente?

interacéo ligante | proteina | (A) (A)

nAPOLI LigPlot+

L.Hidrogénio | O12 N GLY47 | 2,80 2,80 NAO SIM SIM SIM

L.Hidrogénio | 022 NE1 2,80 2,94 SIM SIM SIM SIM
TRP136

L.Hidrogénio | O12 H20 441 | 3,21 3,21 NAO NAO SIM SIM

L.Hidrogénio | 022 H20 441 | 3,04 3,05 NAO NAO SIM SIM

. Hidrofébicas | C18 CH2 412 - NAO NAO | SIM NAO
TRP136

. Hidrofébicas | C18 Ccz2 3,55 - NAO SIM SIM SIM

ou Pi-stacking TRP136

. Hidrofébicas | C28 Ccz2 4,02 - NAO NAO SIM NAO
TRP136

. Hidrofébicas | C19 NE1 - - NAO NAO NAO SIM
TRP136

. Hidrofébicas | 022 CE2 - - NAO NAO NAO SIM
TRP136

. Hidrofébicas | 012 NGLY47 |- - NAO NAO | NAO SIM

. Hidrofébicas | C1 N GLY47 | - - NAO NAO NAO SIM

. Hidrofobicas | C2 N GLY47 | - - NAO NAO NAO SIM

. Hidrofébicas | C2 CA - - NAO NAO NAO SIM
GLY47

. Hidrofébicas | C25 CG 3,77 - PROV. NAO | SIM SIM
GLN81

. Hidrofébicas | C28 CG 3,65 - PROV. NAO | SIM SIM
GLN81




. Hidrofébicas | C27 CG 3,55 - PROV. NAO | SIM SIM
GLN81

I. Hidrofébicas | C20 CG 3,59 - PROV. NAO SIM NAO
GLN81

. Hidrofébicas | C20 CB 3,40 - PROV. SIM SIM SIM
GLN81

. Hidrofébicas | C24 CG 3,88 - PROV. NAO | SIM SIM
GLN81

I. Hidrofébicas | C23 ? GLN81 | - - PROV. NAO NAO SIM

I. Hidrofébicas | C26 ? GLN81 | - - PROV. NAO NAO SIM

. Hidrofdbicas | C31 ? GLN81 | - - PROV. NAO | NAO SIM

. Hidrofdbicas | O30 ? GLN81 | - - PROV. NAO | NAO SIM

. Hidrofobicas | C19 ? SEC46 | - - NAO NAO | NAO SIM

I. Hidrofébicas | C20 ? SEC46 | - - NAO NAO NAO SIM

I. Hidrofébicas | O12 ? SEC46 | - - NAO NAO NAO SIM

. Hidrofdbicas | 022 ? SEC46 | - - NAO NAO | NAO SIM

. Hidrofébicas | C19 ? - - NAO NAO | NAO SIM
ASN137

I. Hidrofébicas | C20 ? - - NAO NAO NAO SIM
ASN137

I. Hidrofébicas | C20 ? GLN45 | - - NAO NAO NAO SIM

. Hidrofébicas | C24 ? GLN45 | - - NAO NAO | NAO SIM

Quando visualizamos a estrutura 6HKQ no Chimera, foi possivel verificar que
o ligante SML-162 (representado como G9N) possui duas estruturas alternativas, que
divergem quanto a localizagdo dos atomos de oxigénio 22 e do carbono 20, como
demonstrado na figura 12. O atomo de selénio também apresenta essa variacdo de
posicao. A duvida da posicao desses atomos pode afetar a presenca e a auséncia de
interacdes intermoleculares como as ligagcdes de hidrogénio e as interacdes
hidrofébicas. Apos a analise das possiveis interacdes intermoleculares entre o ligante
S-ML162 e a GPX4, mostramos que esses dois atomos estdo presentes em duas
interacdes bastante importantes. Com base na analise dessas interacoes, sé seria
possivel aceitar a posicao onde o atomo de oxigénio 22 esta mais proximo do triptofano
136, e o atomo de carbono 20 esta mais préximo da glutamina 81. Na posicao
alternativa, nenhuma dessas 2 interagdes seria possivel. A posicao mais provavel esta

mostrada na figura 12B.

Figura 12. A) Detalhe da estrutura do S-ML162 e as duas possiveis posicoes dos atomos de oxigénio 22
e carbono 20 da estrutura da GPX4 humana (PDB ID: 6HKQ), imagem gerada no UCSF Chimera. B)
Detalhe da estrutura do S-ML162 e a posicao mais provavel do atomo de oxigénio 22 e do carbono 20



da estrutura da GPX4 humana (PDB ID: 6HKQ) com base na analise das interacbes intermoleculares,
imagem gerada no Chimera.

4.4 Identificacao dos sitios de ligacao da GPX4

E muito importante em experimentos de docking, a definicdo do tamanho
e localizag&o do espaco de busca (grid box). Dependendo do algoritmo, quanto maior
for esse espaco de busca, maiores as chances de erros acontecerem. Por exemplo, no
AutoDock Vina é aconselhavel manter uma grid box de tamanho maximo 30x30x30
(FORLI et al.,2016). Para aumentar o espaco de busca para valores maiores, deve-se
aumentar a exaustividade (que é um parametro interno do Vina, para o esforco de
maquina). Esse espaco de busca deve conter o sitio de ligacdo ou interacdo com 0s
ligantes. Além disso, esse sitio de ligacdo deve conter um conjunto de aminoacidos
especificos, que serdo avaliados quanto a diferentes ligantes. Em protocolos de docking
“flexivel-flexivel”’, esses mesmos aminoacidos podem ter suas cadeias laterais com
uma certa “liberdade” de movimento.

Em relacdo a GPX4, alguns estudos cristalograficos e de biofisica de proteinas
citam o residuo de aminoacido selenocisteina 46 (SEC46 ou U46) como “o sitio ativo”,
pois é ele quem desempenha as fungdes cataliticas essenciais de oxirreducao da
enzima (SCHEERER et al., 2007; BORCHERT et al., 2018). Em conjunto, os residuos
de aminoacidos selenocisteina 46, glutamina 81, triptofano 136 e asparagina 137
desempenham o papel de tétrade catalitica. Entretanto, ha varios outros aminoécidos
“‘em torno” da tétrade catalitica que podem ser importantes para processos de inibigao
enzimatica e ou interacao com substratos (SAKAMOTO et al., 2017; MOOSMAYER et
al., 2021). Realizando uma inspec¢éao visual da estrutura da GPX4 (PDB ID: 6HKQ) e do
seu ligante S-ML162 no programa de visualizagdo Chimera, pbéde-se identificar 7
residuos préximos do ligante, que sao: SEC46, GLY47, GLY79, PHE78, TRP136,
ASN137 e GLN81. Utilizando o web server ProteinPlus, foi gerado um pocket com base
no ligante S-ML162 e foram identificados 14 residuos de aminoacidos importantes, que
foram os seguintes: ALA43, SER44, GLN45, SEC46, GLY47, LYS48, THR49, PHE7S,
GLY79, LYS80, GLN81, TRP136, ASN137 e PHE138. Para verificar se esses
aminoacidos pertenciam a algum pocket ja existente da proteina, foi utilizado o web
server DoGSiteScorer do ProteinPlus, e dos 25 pockets identificados, o P_1_0 teve

maior sobreposicdo com o ligante. E importante ressaltar que nesse trabalho,



consideramos “sitio ativo” todos os residuos de aminoacidos da tétrade catalitica e do
entorno dessa cavidade chamada Pocket P_1 0.

Esse pocket P_1_0 apresentou 16 residuos de aminoacidos em sua
composicao, sendo eles: ALA43, SER44, GLN45, GLY47, LYS48, THR49, ASN52,
PHE78, GLY79, GLN81, TRP136, ASN137, PHE138, LYS140, PRO155 e MET156. O
Pocket P_1_0 gerado no DoGSiteScorer e sua comparagdo com a estrutura do S-
ML162 estao mostradas na Figura 13.

Figura 13. Detalhe do pocket P_1_0 gerado no DogSiteScorer do ProteinPlus da estrutura 6HQK,

mostrando que o S-ML162 ocupa parte desse pocket, na porgao cloroacetamida do ligante.

Para Volkamer e colaboradores (2012), existem algumas caracteristicas mais
relevantes que distinguem druggable pockets de undruggable e elas estdo resumidas
na tabela 5. Os dois sitios de interagdo analisados e utilizados nesse estudo foram o
P_1_0, que apesar de néo conter a SEC46 (esta esta muito proxima) e foi considerado
o sitio ativo, e o sitio P_4 0, que contém a CYS66 e que foi considerado como um
potencial sitio alostérico. Um resumo das caracteristicas desses dois sitios pode ser
visto na tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas de Druggable e Undruggable Pockets

Druggable Pockets Undruggable Pockets GPX4 - Sitio ativo GPX4 - Sitio alostérico
P_1_0 Pocket P_4 0 Pocket
Volume (média): 900 A%  Volume (média): 300 A3 Volume (média): 198.91 Volume (média): 83.39 A3
Profundidade (média): Profundidade (média): A3 Profundidade  (média):
21A 13A Profundidade  (média): 6.57A
Razdo de aa apolares: Raz&do de aa apolares: 10.41A Razdo de aa apolares:

0.57 0.37 0.30




DrugScore > 0.5 DrugScore < 0.5 Razdo de aa apolares: DrugScore: 0.27
0.38
DrugScore: 0.43

Pockets na categoria dificil possuem volume e profundidade semelhante aos
druggable pockets, mas uma razdo de aminoacidos apolares semelhantes aos
undruggable pockets, e DrugScore igual ou maior que 0.5. A cavidade do sitio ativo da
GPX4 foi formada baseada na estrutura da proteina (6HKQ), e tem as seguintes
descricdes de tamanho e forma: volume de 198.91 A3, superficie de 409.6 Az e
profundidade de 10.41 A. Ja a cavidade do sitio alostérico possui um volume de 83.39
A3, superficie de 244.97 A2, e profundidade de 6.57 A. Esses dois sitios de interagdo da
GPX4 possuem varias caracteristicas como volume, profundidade, razdo de
aminoacidos apolares e DrugScore que tornam o seu pocket semelhante aos
undruggable pockets.

Além disso, ambos os sitios da GPX4 também possuem outras caracteristicas
de undruggable pockets tais como localizacdo mais superficial e grande contato com
solvente, e forte presenca de residuos de aminoacidos hidrofilicos. E o DrugScore foi
menor que 0.5, confirmando essas suposi¢cdes. Quanto mais proximo de 1 o DrugScore,
maior a drugabilidade. Embora a GPX4 seja um alvo molecular contendo varios sitios
de interacdo com diversos ligantes comprovados experimentalmente (tanto inibidores
quando ativadores), esse alvo molecular possui seus desafios, ja que apresenta muitas
caracteristicas de alvos do tipo undruggable. E essa caracteristica undruggable
representa um desafio experimental para ensaios computacionais de docking
molecular, cujas fungbes de pontuagdo dardo maiores valores de AG para esses
pockets superficiais. Na figura 14 podemos visualizar os 25 subpockets encontrados na
GPX4 e também os dois pockets utilizados nesse estudo, em destaque nas cores azul
(sitio ativo) e rosa (sitio alostérico).



Figura 14. Resultado do DogSiteScorer na pesquisa de subpockets. A GPX4 apresentou 25 subpockets.
Desses pockets, mostramos em detalhes o pocket P_1_0 (local do sitio ativo e de interacdo com o S-
ML162) em azul. Também mostramos os detalhes do pocket P_4_0 (local do sitio alostérico onde o S-
ML162 também interage) em rosa.

4.4 Docking semi-rigido entre GPX4 e S-ML162

Foram realizados 36 estudos de docking molecular entre a estrutura 6HKQ e
estruturas do S-ML162, onde alguns parametros variaram, com o objetivo de realizar
uma padronizagao, e verificar quais os melhores parametros de docking neste sistema
controle, uma vez que o ligante S-ML162, mostrou-se ativo na inibicdo de GPX4
(MOOSMAYER et al., 2021; STOCKWELL AND JIANG, 2020; EATON et al., 2019;
GAO et al., 2018; YANG et al., 2014; WEIWER et al., 2012). Foram analisados como
essas variacbes de parametros poderiam afetar as energias livres (AG) dos
atracamentos moleculares. O Unico parametro que influenciou de forma significativa o
AG foi o tamanho e centralizagédo da grid box, como pode ser visualizado na Figura 15.
Na figura 16 podemos ver em detalhes os valores adotados em termos de tamanho e

centralizacao da grid box utilizada nos experimentos.
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Figura 15. Graficos de distribuicdo dos valores de energia livres de todos os parametros analisados,
influéncia da presenca e auséncia de agua, influéncia do estado de protonacéo, influéncia do arquivo de

entrada do ligante, influéncia do tamanho e centralizagao da grid box.

Como obteve-se a menor energia livre na Grid box1, foi investigada mais a fundo
Se essa caixa seria a apropriada para realizar os futuros experimentos. Entretanto,
como pode ser visualizado na figura 17, a maior parte das interagées ocorreram fora do
sitio ativo e sem interacdo com a cisteina 46, marcada em verde. A interacédo
predominante foi com uma alfa hélice entre os aminoacidos SER85 e GLY95. Além
disso, de acordo com os desenvolvedores do software AutoDock Vina, Trott & Olson
(2010), n&o é recomendado utilizar grid box com tamanhos superiores a 30x30x30, a
menos que se aumente a exaustividade. Dessa forma, essa caixa ndo foi escolhida

para seguir com 0s experimentos.
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Figura 16. Tipos de grid box utilizadas nos experimentos, note a variagdo do tamanho e da centralizagao
das grid boxes 1,2 e 3.
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Figura 17. Detalhe do modo de ligacdo do ML162 interagindo com uma alfa hélice. Contornado em verde

esta o residuo de aminoacido cisteina 46, mostrando que o inibidor ndo esta no sitio ativo.

O uso de moléculas de agua estrutural em docking moleculares é uma pratica
incomum, mas que tem sido cada vez mais apontada como importante quando essas
aguas estao envolvidas em interacdes. Apesar do fato de algumas aguas parecerem
ter um papel significativo na formacgao de ligacdes de hidrogénio com o ligante nesse
estudo, elas ndo se mostraram significativas no docking molecular (pois nao
modificaram significativamente o AG). Mas ndo é porque ndo altera um parametro
quantitativo de afinidade, que aquele parametro ndo € importante. Como a presenca de
moléculas de &gua aumenta consideravelmente o tempo de execucdo dos

experimentos, optou-se pela simplificagdo e néo utilizacdo de 4gua nas simulagdes



posteriores. Entretanto, excluir a agua estrutural 441 parece nao ter sido uma boa
estratégia. Em um segundo momento dos experimentos, foi demonstrado que a agua
estrutural 441 foi incluida novamente, devido a sua importancia qualitativa na formacao
de novas interagdes, e conforme ja indicado pelo nAPOLI.

Uma observacgéo importante a se fazer aqui € que os resultados do experimento
de avaliagdo do estado de protonacao foram inconclusivos e invalidos, devido a um
problema durante a execug¢ao do experimento. Durante a inspecao visual e individual
dos resultados, foi verificado que nos parametros padrao, quando o AutoDock Vina é
rodado dentro do software de visualizagdo Chimera, ha uma adigdao de “hidrogénios”
aos arquivos “.pdb” de todas as proteinas quando estes arquivos sdo convertidos em “.
pdbqt”’, mesmo que seja selecionada a opg¢ao de desprotonar alguns sitios. E, talvez
por isso nao foi verificada diferenca significativa nas energias livres entre os grupos
protonada e desprotonada. Foi verificado que 0 mesmo ndo ocorre quando se utiliza as
linhas de comando para realizar o AutoDock Vina, e dessa forma, os futuros

experimentos foram realizados em Prompt de comando.

4.4 Redocking e Docking flexivel entre GPX4, S-ML162 e 1S,3R-RSL3

Como nos experimentos anteriores de docagem semi-rigida ndo foram
encontradas poses semelhantes a do inibidor co-cristalografada a proteina GPX4, foi
decidido realizar um experimento de docking flexivel para verificar se essa metodologia
seria capaz de replicar o resultado experimental da estrutura cristalografada encontrada
no PDB, aqui denominada como redocking. Além das analises de redocking, o docking
flexivel permitiu o estudo dos contatos mais comuns que ocorrem entre a GPX4 (com
o residuo CYS46 protonado ou desprotonado) e os ligantes S-ML162 e 1S,3R-RSL3.
As tabelas disponiveis no anexo 3.1 e 3.2, trazem um resumo dos resultados do docking
entre a enzima e o inibidor S-ML162, e as figuras 18 e 19 mostram as andlises de
contatos no LigPlot+ (PDB ID: 6HKQ).
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Figura 18. Analise de contatos no LigPlot+ do resultado do docking flexivel no AutoDock Vina entre a
GPX4 contendo residuo de cisteina 46 desprotonada e o inibidor S-ML162.
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Figura 19. Analise de contatos no LigPlot+ do resultado do docking flexivel no AutoDock Vina entre a
GPX4 contendo o residuo de cisteina 46 protonada e o inibidor S-ML162.

A pose 9 da tabela presente no anexo 3.1 foi utilizada nas analises de
redocking, pois apresentou a menor distancia entre o carbono reativo e o atomo de
enxofre da cisteina 46, além de apresentar as mesmas ligacbes de hidrogénio
presentes no cristal. Essas ligagdes foram: atomo de oxigénio 12 do ligante interagindo



com o atomo de nitrogénio do backbone da glicina 47 (O12-N GLY47) e o atomo do
carbono 22 do ligante interagindo com o atomo do nitrogénio do anel presente na
cadeira lateral do triptofano 136 (O22-NEI TRP136). Como resultado das anadlises de
redocking, o resultado de RMSD foi igual a 3.5, enquanto no LS-align foi igual a 2.6.
Apesar desses valores indicarem certa proximidade entre ambos os modelos, eles
ultrapassam os valores de referéncia aceitos na literatura, que sdo RMSD de até 2 A
para estruturas rigidas e de até 2,5 A para estruturas flexiveis (XIAO et al., 2018; DOS
SANTOS et al., 2020; DARDENNE, 2021) Mesmo com esses resultados, foi dado
prosseguimento ao trabalho com as andlises do docking molecular no AutoDock Vina.
Os resultados de redocking podem ser conferidos nas figuras 20 e 21.

Figura 20. Redocking entre a estrutura cristalografada e o modelo de docking flexivel do inibidor S-
ML162, mostrando um alinhamento estrutural entre as duas poses, a esquerda com hidrogénios
explicitos, a direita sem hidrogénios explicitos. Resultado do Ensemble docking no Chimera foi um RMSD

igual a 3.5. Proteina nao foi representada para facilitar a visualizacéo.
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Figura 21. Redocking entre a estrutura cristalografada e o modelo de docking flexivel do inibidor S-
ML162, mostrando um alinhamento estrutural entre as duas poses, a esquerda os dados referentes a

anadlise no LS-align, mostrando um RMSD igual a 2.6, a direita a imagem do alinhamento estrutural.

Ja as tabelas disponiveis nos anexos 3.3 e 3.4, mostram um resumo dos
resultados do docking entre enzima e o inibidor 1S,3R-RSL3, e as figuras 22 e 23
mostram as analises de contatos no LigPlot+. Em todos os dockings foi possivel
verificar a presenca de ligacdes de hidrogénio com os seguintes atomos e residuos de
aminoacidos, em pelo menos uma das poses: nitrogénio da glicina 47, nitrogénio da
cadeia lateral do triptofano 136, nitrogénio da cadeia lateral da glutamina 81, nitrogénio
da cadeia lateral da glicina 45. Além disso, em 3 dockings foi possivel identificar a
presenca dos atomos e residuos: nitrogénio da cadeia lateral do residuo de aminoéacido
lisina 48 e nitrogénio da cadeia lateral do residuo de aminoacido asparagina 137.



Figura 22. Andlise de contatos no LigPlot+ do resultado do docking flexivel no AutoDock Vina entre a
GPX4 contendo residuo de cisteina 46 desprotonada e o inibidor 1S,3R-RSL3.

.....

Figura 23. Analise de contatos no LigPlot+ do resultado do docking flexivel no AutoDock Vina entre a
GPX4 contendo residuo de cisteina 46 protonada e o inibidor 1S,3R-RSL3.

4.5 Target-Based Virtual Screening

Como resultado do target based-virtual screening, foram obtidas 720 poses de
72 estudos de docking realizados, com 31 ligantes e 5 decoys (compostos considerados
falso-positivos) Foram analisados os seguintes parametros: pose, energias de
afinidade, RMSD L.B (RMSD lower bound), RMSD U.B (RMSD lower bound), estado
de protonagao da cisteina 46, distancia do carbono reativo do ligante ao atomo de
enxofre reativo da cisteina 46, e EC50 dos ligantes obtidos da literatura (YANG et al.,
2008; WEIWER et al., 2011; YANG et al., 2014; SHIMADA et al.,2016; HASSANNIA et
al., 2018; EATON et al.,2019; EATON et al.,2020; STOCKWELL et al., 2020;). Apesar



de almejadas, nao foram realizadas as analises de quantidade e distancias de ligacoes
de hidrogénio e de quantidade e distancia de liga¢des hidrofébicas em todas as 720
poses por falta de tempo habil ou de um algoritmo de automatizacao. Dessa forma,
essas analises estdo limitadas aos critérios que foram analisados em todas as poses.
O método .describe( ), permitiu uma analise de estatistica descritiva de todos os
parametros analisados e o seu resultado pode ser observado natabela 6. Nessa tabela,
podemos verificar que as energias de ligacao variaram entre -6.8 a -3.0 kcal/mol, sendo
a média igual a -4.7 kcal/mol. Além disso, também podemos verificar que a variagao de
distancia entre o carbono reativo do ligante e o atomo de enxofre do residuo de cisteina
46 foi de no minimo 3.6 A e de no maximo 16.11 A, sendo a distancia média em torno
de 7.39 A.

Tabela 6. Estatistica Descritiva dos critérios analisados no Target-based Virtual Screening, pelo método
.Describe( ), retirado de anotagdes da autora do Jupyter Notebook.

Pose Energias RMSDL.B RMSD U.B Distancia C46

count 720.000000 720.000000 720.000000 720.000000 720.000000
mean 5.500000 -4.709722 3.159882 5111171 7.391911
std 2.874278 0.577308 2.409958 3.045747 2.429012
min 1.000000 -6.800000 0.000000 0.000000 3.603900
25% 3.000000  -5.000000 2.031250 3.135000 5.499450
50% 5.500000  -4.600000 2.764000 5.129000 7.278650
75% 8.000000  -4.300000 3.536000 6.622500 8.817150
max 10.000000 -3.000000 13.472000 14.559000 16.110800

C46: sigla para cisteina 46.

Foram utilizados os métodos hist( ) e o boxplot ( ) para todas as variaveis
analisadas anteriormente, e as figuras foram separadas nos seguintes grupos: todos os
compostos, todos os inibidores, todos os decoys, todos os inibidores (variando o estado
de protonacao da cisteina 46) e todos os decoys (variando o estado de protonagéo da
cisteina 46). Os resultados dos histogramas de energias, RMSD L.B., RMSD U.B. e de



distancia do atomo de enxofre da cisteina 46 do atomo de carbono reativo de cada
ligante estdo disponiveis nas figuras 24, 25, 26 e 27, respectivamente.
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Figura 24. Histograma de frequéncias das energias de interacao das 720 poses de docking do target-
based virtual screening, realizado no Jupyter Notebook.
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Figura 25. Histograma de frequéncias do RMSD LB das 720 poses de docking do target-based virtual

5 H & ¥ B 3

° B 5 8 5 8

£l

o

screening realizado no Jupyter Notebook.



RMSD UB

RMSD UB RMSD U B

o B ¥ 8 8 8 B ¥
-
-
-
L3
B
s B B B8 & B8
-
~
-
-
-
e v » ~ B B F =
E R E ST e 0 &

Desprot

RMSD UB

» -
& »
» " —
Inibidores

» »
Ll o

° 2 4 [ . 0 i i 2 4 L] L] 0 n "

RMSD U B
.
.

& 3
: ‘ | Decoys
. e n | | W

[] 2 4 6 & 0 u " L 2 4 6 [} 0 u n

Figura 26. Histograma de frequéncias do RMSD UB das 720 poses de docking do target-based virtual
screening realizado no Jupyter Notebook.
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Pretendia-se utilizar outros filtros além do docking molecular para poder separar
de forma mais eficaz os decoys dos ligantes. Desta forma, esse estudo piloto foi muito
importante pois através dele, podemos verificar que a estratégia target-based virtual
screening nao era a mais adequada para esse tipo de alvo molecular (a GPX4) e o seu
grupo de moléculas inibidoras. Sendo assim, os critérios analisados nao puderam ser
confirmados como critérios interessantes ou capazes de diferenciar os grupos de
moléculas inibidoras das falsas positivas (decoys). Talvez uma analise mais qualitativa,
levando em consideracéo as ligacdes de hidrogénio e as interacbes hidrofébicas em
residuos de aminoacidos mais relevantes, poderia ser indicada nesse caso especifico.

Dentre os varios motivos para a falha dos estudos de triagem molecular
baseada na estrutura do alvo molecular, uma forte hipétese é que as caracteristicas
undruggable dos sitios de interacdo da GPX4 sejam preponderantes, e que sitios de
interacao localizados em superficies muito expostas ao solvente sdo modelos dificeis
de serem preditos através de metodologias de atracamento molecular. Além disso, em
primeiro de abril de 2020 foi publicada a estrutura 6HKQ da GPX4 no PDB, e baseada
nessa estrutura, também foi publicada na base de dados de orientacdo de proteinas
em membranas (do inglés, Orientation of Proteins in Membranes Database — OPM
Database) uma predicao do ancoramento da GPX4 na face interna de uma membrana
mitocondrial. A base de dados OPM nao é um base de dados recente (LOMIZE et al.,
2006; LOMIZE et al., 2012), mas é atualizada de forma periédica, e a cada acréscimo
no PDB, ha um acréscimo na OPM. E segundo essa predicao, a GPX4 poderia ser
considerada uma proteina periférica de membrana em algumas situacgdes fisioldgicas,
e parte significativa de seu sitio ativo estaria em contato com fosfolipideos de
membrana. A orientacdo da GPX4 na membrana foi baixada e analisada. E como
resultado dessa analise, observamos que os residuos de aminoacidos da GPX4 que
potencialmente interagem com a membrana séo: leucina 130, isoleucina 125, glicina
131, lisina 135, metionina 156 e triptofano 136. Além disso, também observamos que
parte significativa do ligante poderia também interagir com a membrana, como toda a
porgéo do anel tiofeno, o cloro da metoxianilina e uma porgao da fenetilamina. Na figura
28 podem ser visualizadas a GPX4 (PDB ID: 6HKQ) orientada na face interna da
membrana mitocondrial e os detalhes para os residuos de aminoacidos que interagem
com a membrana e as porgbes do ligante que também entram em contato com a

membrana mitocondrial.
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Detalhe do ancoramento da GPX4 a membrana mitocondrial
interna, onde os residuos LEU130, ILE129, GLY131, MET156,
TRP136 e PRO155 interagem com a membrana. O ligante S-
ML162 também interage com a membrana, destaque para o
tiofeno, que esta inteiramente dentro da membrana.

GPX4 ancorada
a membrana

Figura 28. Orientagdo da GPX4 na face interna da membrana mitocondrial, sendo predita como uma
proteina periférica de membrana segundo a OPM Database. Detalhe da por¢éao de interagdo, com o
aumento e destaque para os residuos de aminoacidos e para o ligante, que possuem porcoes
significativas com possivel interacao com os fosfolipideos de membrana.

4.5 Ligand-Based Virtual Screening

Como o target-based virtual screening nao se mostrou promissor e nao foram
encontrados critérios significativos para a divisdo, selecdo e/ou ranqueamento das
moléculas mais promissoras, adotou-se uma nova estratégia de planejamento de
farmacos baseada na estrutura do ligante. As estratégias baseadas nos ligantes, para
serem bem sucedidas necessitam de um conjunto pré-estabelecido ou conhecido de
moléculas inibidoras, e o ideal seria que ao menos um dos inibidores conhecidos co-
cristalografado com a proteina de interesse. Como a GPX4 atendia a esses critérios,
essa abordagem foi explorada. Primeiramente foi realizada uma analise dos parametros
moleculares (peso molecular, logP, numero de aceptores e doadores de hidrogénio
entre outros parametros) dos 33 inibidores de GPX4 conhecidos, a partir de calculos na
plataforma SWISSADME. A partir desse conjunto e dados, foram realizadas duas
analises, um mapa de calor e a andlise de componentes principais. No Heatmap

disponivel na Figura 29, podemos observar que o peso molecular (MW) é

correlacionado positivamente com numero de ligagcdes rotacionaveis, nimero de



aceptores de hidrogénio, e alguns parametros de lipofilicidade (como o LogP

consensus).
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Figura 29. Mapa de calor dos critérios intermoleculares dos 33 ligantes inibidores de GPX4. A cor azul
escura representa forte correlagdo positiva, enquanto a cor mais clara representa forte correlacao
negativa Peso molecular (MW) é correlacionado positivamente com namero de ligagdes rotacionaveis,
namero de aceptores de hidrogénio, e alguns parametros de lipofilicidade (como o LogP consensus)
realizado no Jupyter Notebook, com os dados gerados do SWISSADME.

Ja na figura 30, temos o grafico de cotovelo (scree plot) da analise PCA. Nesse
gréfico, apenas a primeira componente explica mais de 90% dos dados. Ou seja, 0 peso
molecular explica 94% dos dados.
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Figura 30. Analise de Componentes Principais dos critérios intermoleculares dos 33 ligantes inibidores
de GPX4. Nesse gréfico, apenas a primeira componente explica mais de 90% dos dados. Ou seja, o
peso molecular explica 94% dos dados. Realizado no Jupyter Notebook, com os dados gerados do
SWISSADME.



A partir da molécula S-ML162, foi realizada uma busca de similaridade do tipo
combinada no SwissSimilarity (ZOETE et al., 2016) na base de dados Zinc Drug Like
(STERLING et al., 2015), e a partir dessa busca em um banco de dados de 10.639.400
moléculas, foram obtidas uma lista de 400 moléculas. Essas 400 moléculas
apresentaram o valor de indice de similaridade que variou entre 0.993 e 0.633 em
comparagdo com a molécula de busca. A partir desse resultado, foram calculadas as
propriedades farmacocinéticas e toxicolégicas das 400 moléculas no SwissADME
(DAINA et al., 2017). A tabela resultante das 400 moléculas e suas propriedades foi
filtrada por meio de filtros de toxicidade e farmacocinética (glicoproteina P e varios
citocromos), o que resultou em 27 moléculas. As 27 moléculas foram filtradas
novamente, agora utilizando critérios farmacocinéticos para farmacos de sucesso no
Sistema Nervoso Central (visando moléculas que poderiam atuar em tumores
encefalicos primarios ou secundarios, como por exemplo aqueles oriundos de
metastase de cancer de mama). Apos todo esse processo, foram obtidas 6 moléculas.

Como resultado, as 6 moléculas obtidas possuem em sua estrutura 0s grupos
tiofeno e metdxianilina do S-ML162, porém, nenhuma possuiu o grupo cloroacetamida,
essencial para a ligacao covalente (WEIWER et al., 2012; YANG et al., 2014; EATON
et al., 2019; STOCKWELL & JIANG, 2020;). Dessa forma, a estrutura das 6 moléculas
foi analisada individualmente, e a partir da molécula 344, foi realizada uma modificacao
(adicao de grupamento Cloro no atomo de carbono 1) e isso resultou em uma nova
molécula da classe das cloroacetamidas, que foi denominada new344. A partir de entdo
as 7 moléculas foram analisadas por meio de um estudo de Docking consensus e de
pesquisa complementar de toxicidade no ADMETLAB (XIONG et al., 2021). Os
resultados dos docking moleculares em todos os programas e sitios de interacao
encontram-se a tabela 7. A Ultima etapa de ranqueamento foi 0 docking consensus,
mostrado na tabela 8.



Tabela 7. Resultado dos Dockings moleculares em todos os softwares e sitios de interacdo nos
programas Bindscope, Dockthor e Autodock Vina.

Moléculas Bindscope  Dockthor Vina
Bindscope Dockthor Vina

(CYS 46) (CYS 46 + (SEC 46 +

H20) H20)

Sitio Ativo — SEC 46 ou CYS 46 Sitio Alostérico — CYS 66

135 -6.902 4.7 -7.584 -4.1
0.6041bp* 0.107
-4.70116 -4.24266

241 -7.962 -5.0 -7.852 -4.4
0.0136 0.011
-5.02751 -4.46520

268 -6.918 -4.5 -7.542 4.2
0.0003 0.0101
-4.91099 -4.20165

275 -7.372 -5.0 -7.963 4.5
0.2218 0.1707
-4.76324 -4.33151

395 -8.090 -4.7 -7.900 -5.0
0.3395 0.359
-4.91412 -4.98264

344 -7.652 -4.2 -8.031 4.8
0 0
-4.86208 -4.77621

New344 -7.639 -4.2 -8.078 -4.7
0.0001 0.0001
-4.76951 -4.72803

Observacao: O BindScope oferta dois tipos de resultado: a energia de interagéo e a probabilidade de
interacao. *bp significa binding probability, do inglés, probabilidade de ligagao, esse indice foi usado para
o ranqueamento. Nos outros softwares de docking, Dockthor e AutoDock Vina, foram utilizados a energia
de interagao para o ranqueamento. Nos programas BindScope e Dockthor, foram utilizados a cisteina no
lugar da selenocisteina 46 no sitio ativo. E nos softwares Dockthor e Vina, foram utilizadas aguas

estruturais no sitio ativo. O tamanho e localiza¢@o da caixa foram os mesmos em todas as simulagdes.



Tabela 8. Resultado do Docking consensus, com 0s ranqueamentos utilizados para cada molécula em
cada docking e sitio de interacdo. R é o Ranqueamento final, que é igual a média das posi¢cdes daquela
molécula em todos os dockings. As moléculas foram ranqueadas pelo seu menor valor de R.

Moléculas Bindscope  Dockthor Vina
R Bindscope Dockthor Vina

Sitio Ativo — SEC 46 ou CYS 46 Sitio Alostérico — CYS 66

135 4.33 12 78 28 32 62 78
241 350 42 o 12 g 58 5
268 533 5° 62 32 52 7a 62
275 3 32 52 12 o8 32 42
395 18 28 12 T 42 s
344 4.16 78 32 42 78 28 28
New344 4 62 42 42 62 12 32

Como resultado de todo o Ligand-Based Virtual Screening, a molécula top1 foi
a 395 (com o indice de similaridade igual a 0.636), enquanto a top7 foi a 268 (com
indice de similaridade igual a 0.690). As 7 moléculas encontradas apresentam como
caracteristicas comuns: a presenca de anel tiofeno, de grupamentos amida, a auséncia
de toxicidade Herg e o respeito as regras de Lipinski. A tabela 9 resume os principais
resultados encontrados do Ligand-Based Virtual Screening, demonstrando o resultado
da molécula no ranqueamento, 0 numero dela na primeira etapa de selecéo, o ID da
molécula na base de dados ZINC15, o indice de similaridade ao S-ML162 e a sua

estrutura quimica.



Tabela 9. Resumo dos principais resultados do Ligand-Based Virtual Screening.
Numero
da .
. Indice de
Ranking  molécula ZINC ID Estrutura
Similaridade
no Virtual
Screening
I
1@ 395 ZINC75402967 0.636 O/\NO &
el N
A\
a
| Ny NH _o T\
20 275 ZINC08313206 0.688 0 ! \[
;” o
X o~
3° 241 ZINC27425389 0.702
Ox o f\
LI
~""NH
o O/
Nao estd na NH <-
4° New344 Nao contém N/—_\ N b
base de dados; s N/ \__/
S
0 /
(0]
NH™"
50 344 ZINC23181675  0.688 Q [y
("
O
62 135 ZINC07988654 0.749 . ) QO\
~
\/N\)LNH



70 268 ZINC71879919 0.690 g:g /%
1l
H‘N\

w
Molécula — /O
de S-ML168 1.000 / NH\/@
AN N /
Referéncia oO Z;o AN
Cl

Cl

A partir desse ponto foram descritos e detalhados os resultados encontrados
para cada uma das 7 novas moléculas com potencial de serem inibidoras de GPX4.

A molécula 395 € um isbmero com 2 sitios quirais, encontrada na base de
dados ZINC15 (ZINC75402967) e no PubChem (CID:71686257), e foi considerada a
top1 nesse estudo de virtual screening, tendo o indice de similaridade igual a 0.636. Os

valores de afinidade no AutoDock Vina foram iguais a -4.7 kcal/mol para o sitio ativo e
-5.0 kcal/mol no sitio alostérico, ndo realizando ligagdes de hidrogénio. Em relacédo aos
seus parametros farmacocinéticos calculados no SwissADME, possui um peso
molecular igual a 362.87, 3 ligacOes rotacionaveis, 3 aceptores de hidrogénio, o que
explica a auséncia de ligacées de hidrogénio, alta absorcdo gastrointestinal, logP
consensus igual a 3.53, um TPSA (do inglés, topological polar surface area, significa
area de superficie polar topolégica) igual a 61.02, com possibilidade de permear a
barreira hematoencefalica (BHE).

As propriedades farmacocinéticas sdo importantes para determinar se uma
molécula possui a capacidade de atravessar a BHE, e nesse caso, alguns dos fatores
mais importantes sdo: o valor de area de superficie polar (PSA) ndo pode ser maior do
que 120A2, sendo preferivel valores menores que 70 (KELDER et al., 1999;
HITCHCOCK et al., 2006; CUMMINGS et al., 2013), o peso molecular deve ser menor
que 400 (OPREA et al., 2001; HITCHCOCK et al., 2006; CUMMINGS et al., 2013) e
apresentar uma lipofilicidade adequada (ou seja, LogP entre 1 e 4), entre outras
caracteristicas (HITCHCOCK et al., 2006). A exclusdo de moléculas carregadas
negativamente pode enriquecer o pool de moléculas que atravessam a BHE, ja que



grupos carregados negativamente (pKa < 4) sdo desfavoraveis para penetracao
encefélica (FISCHER et al., 1998; HITCHCOCK et al., 2006). Segundo Lobel e
colaboradores (2003), moléculas positivamente carregadas no pH 7 ou 8, favorecem a
penetracdo encefalica. Além disso, também é considerada caracteristica importante
evitar o efluxo mediado pela glicoproteina P, sendo esse critério considerado um pré-
requisito para moléculas terem atividade biolégica no sistema nervoso central (MAHAR
DOAN et al., 2002; HA et al., 2007). Adicionalmente, a ligagédo a proteinas plasméaticas
como a albumina é prejudicial a penetragdo no SNC, uma vez que apenas o farmaco
livre atravessa a BHE (MAURER et al., 2005; Dl et al., 2008).

A molécula 395 ndo esta disponivel para a venda segundo a base de dados
ZINC15, sendo necessario a sua sintese, e o grau de acessibilidade sintética (indice do
SwissADME que varia de 1 a 10, sendo que 1 indica sintese muito facil, e 10 sintese
muito dificil) foi igual a 3.66, indicando que o processo € viavel. Segundo analises de
toxicidade no ADMETLAB, nao é bloqueador de HERG, porém apresenta certo grau de
hepatotoxicidade, toxicidade respiratéria, sendo enquadrada no grupo de farmacos que
devem ter uma dose maxima diaria para limitar os efeitos adversos. Em relagdo ao seu
potencial de atividade bioldgica, foi feita uma busca no preditor SEA do ChEMBL 20,
que apresentou como resultado 9 alvos bioldgicos, que séo:

e Receptores de 5-hidrotirptamina do tipo 2B, 2C e 2A.

e Enzima malica dependente de NADP (ME1)

e Uma proteina ndo caracterizada chamada de TRHDE

e Peptidil-proli-cis-trans-isomerase (FKBP1)

o Fosfodiesterase (PDEB1)

e Receptor gustativo tipo 1 membro 1, do inglés, Taste receptor typel
member 1 (TAS1R1)

e Proteina homdloga 1 a proteina de reparo de DNA RAD51 (RAD51)

A molécula 275, a segunda molécula mais promissora segundo o VS, possui
um indice de similaridade igual a 0.688, e estd comercialmente disponivel no ZINC15
(ZINC08313206) por 3 vendedores, sendo também encontrada no PubChem (CID:
9438600). No AutoDock Vina, apresentou -5.0 kcal/mol no sitio ativo e a formacgao de
duas ligacdes de hidrogénio (envolvendo o residuo de aminoacidos SEC46 e a agua
estrutural 441). A apresentagao de ligagdo de hidrogénio com a agua 441 é bastante



relevante, ja que esse tipo de interagao esta presente no cristal do S-ML162. No sitio
alostérico, apresentou -4.5 kcal/mol de afinidade e a formagdo de uma ligacéo de
hidrogénio com o residuo de cisteina 66. Na andlise no ADMETLAB também
demonstrou que ndo bloqueia canais HERG, porém, pode apresentar toxicidade
hepatica induzida por farmacos. A molécula 275 possui peso molecular igual a 318.39,
8 ligagdes rotacionaveis, 3 aceptores de ligagdo de hidrogénio, 1 doador de ligacdo de
hidrogénio, indice TPSA igual a 86.88 e LogP consensus igual a 2.13. Devido a essas
caracteristicas, provavelmente ndo ultrapassa a BHE, porém, apresenta alta absorcéao
gastrointestinal. Segundo a analise preditora de atividade bioldgica, apresentou mais
de 135 alvos potenciais, dentre eles alguns relacionados ao estresse oxidativo, como
por exemplo, KEAP-1 e LOX15, além de metaloproteinase-16 de matriz, que também
€ um alvo tumoral, sendo associada a proliferacao e invasao em cancer de estbmago
(CAOQO et al., 2016).

A molécula 241, considerada top3 nesse estudo, esta disponivel
comercialmente no ZINC15 (ZINC27425389) por 2 vendedores e também se encontra
no PubChem (CID: 34779937). O indice de similaridade foi igual 0.702, e suas
propriedades farmacocinéticas se resumem em: peso molecular igual a 332.42, 9
ligagdes rotacionaveis, 3 aceptores de ligagdes de hidrogénio, 1 doador de ligagdo de
hidrogénio, TPSA igual a 86.88 e LogP consensus igual a 2.49. Segundo essas
caracteristicas, também nao ultrapassa a BHE, porém possui alta absorcéo
gastrointestinal. Nas analises do ADMETLAB também demonstrou que nédo bloqueia
HERG, e apresentou pequena toxicidade hepatica. Em relacdo aos resultados no
AutoDock Vina, apresentou -5.0 kcal/mol no sitio ativo (apresentando duas ligacoes de
hidrogénio, uma com a agua 441 e outra com a SEC46), e -4.4 kcal/mol no sitio
alostérico (apresentando uma ligacao de hidrogénio com a CYS66). Segundo a andlise
no preditor SEA, foram encontrados 131 alvos biolégicos em potencial, como por
exemplo, receptores de melatonina tipo 1B e 1A, canais de potassio da subfamilia K,
membros 9 e 3, malato-desidrogenase citoplasmatica, e um gene supressor tumoral a
proteina 1 associada ao BRCA1 (BAP1).

A molécula top 4 foi desenhada nesse estudo, ao se adicionar um atomo de
cloro ao carbono 1 da molécula 344, sendo denominada “new344”. Essa molécula ndo
foi encontrada nas bases de dados ZINC15 ou PubChem. Além disso, também foi
realizada uma busca na plataforma Cortellis Drug Discovery (CLARIVATE, 2022) e no



SPRESIWEB patent Database (INFOCHEM GMBH, 2019) e ndo foram encontradas
estruturas similares patenteadas, sendo uma potencial fonte de inovagdo, se
comprovada a sua atividade biolégica in vitro. A molécula new344 ¢é uma
cloroacetamida com dois sitios quirais, e com viabilidade sintética de 3.79. Além disso
nos estudos de docking molecular no Autodock Vina, apresentou -4.2 kcal/mol no sitio
ativo (com a presencga de uma ligagdo de hidrogénio com o residuo de glicina 47,
reproduzindo uma interacao relevante que também ocorre com o S-ML162), e -4.7 no
sitio alostérico (formando uma ligacdo de hidrogénio com a glicina 34). Como
propriedades farmacocinéticas, possui um peso molecular igual a 407.96, 8 ligacdes
rotacionaveis, 3 aceptores de hidrogénio, 1 doador de hidrogénio, TPSA igual a 73.05,
LogP consensus igual a 3.13. Essas caracteristicas conferem a essa molécula a
capacidade de ser altamente absorvida no trato gastrointestinal e também de permear
a barreira hematoencefalica, sendo a segunda molécula encontrada nesse estudo com
essa capacidade. Nas analises do ADMETLAB demonstrou que ndo bloqueia HERG,
porém pode apresentar toxicidade no teste ames, e toxicidade oral aguda em ratos,
além de toxicidade respiratéria. Segundo as analises no preditor SEA, apresenta 89
alvos biolégicos em potencial, como por exemplo, receptores de dopamina (D1, D2, D3
e D4), receptores de 5-hidroxitriptamina (1A, 2A, 6 e 1D), receptores alfa-adrenérgicos
(1A, 1B, 1D,) receptores beta-adrenérgicos e receptor de neuropeptideo Y.

Portanto, pode-se considerar que essa nova molécula, a new334, desenhada
e proposta nesse estudo, possa ser um alvo potencial de GPX4 com acéo
polifarmacolégica em outros alvos, sendo uma molécula com caracteristicas
farmacocinéticas diferenciadas, ja que ultrapassa a barreira hematoencefalica e possui
o grupamento cloroacetamida, fundamental para a inibicao direta de GPX4.

A molécula 344, top5 nesse estudo, é um isdmero com 2 sitios quirais, que esta
disponivel no ZINC15 (ZINC23181675) por 5 vendedores, e também na base de dados
PubChem (CID: 7086658). Seu indice de similaridade é 0.688, e possui as seguintes
caracteristicas farmacocinéticas: peso molecular igual a 387.54, 8 ligacdes
rotacionaveis, 3 aceptores de ligacado de hidrogénio, 1 doador de ligacao de hidrogénio,
TPSA igual a 73.05, LogP consensus igual a 3.1, apresentando alta absorcao intestinal
e capacidade de penetrar a BHE. Em relagédo aos resultados no AutoDock Vina, no sitio
ativo apresentou energia de afinidade igual a -4.2 kcal/mol e uma ligagao de hidrogénio
com o residuo de glicina 47 (reproduzindo uma interacao do cristal), enquanto que no



sitio alostérico apresentou uma energia de afinidade igual a -4.8 kcal/mol e uma ligagéo
de hidrogénio com o residuo de glicina 34. Nas analises do ADMETLAB verificou-se
que nao blogueia HERG, porém apresenta possibilidade de ter hepatotoxicidade e
toxicidade respiratéria. No preditor de atividade biolégica, apresentou 111 alvos
moleculares, sendo alguns exemplos relevantes receptores dopaminérgicos (D1, D2,
D3, D4), receptores alfa-adrenérgicos (1A, 1B, 1D), receptores de 5-hidroxitriptamina
(1A, 2A e 7) e receptor de urotensina 2.

A molécula 135, classificada nesse estudo como top6, esta disponivel no
ZINC15 (ZINC07988654) por 4 vendedores e apresentou um indice de similaridade
igual a 0.749. As propriedades farmacocinéticas da molécula 135 sdo as seguintes:
peso molecular igual a 332.42, 9 ligacdes rotacionaveis, 3 aceptores de ligacdo de
hidrogénio, 1 doador de ligacdo de hidrogénio, TPSA igual a 86.88, logP consensus
igual a 2.54, apresentando alta absor¢ao gastrointestinal, porém néo ultrapassa a BHE.
Nas analises de ADMETLAB mostrou que nao bloqueia HERG, porém pode apresentar
hepatoxicidade e injuria hepatica. Em relacdo aos estudos no AutoDock Vina, no sitio
ativo apresentou uma energia de afinidade igual a -4.7 kcal/mol e apresentou 3 ligacoes
de hidrogénio (com os residuos de glicina 47 e triptofano 136 e, com a agua estrutural
441, todas as interagdes estao presentes no cristal 6HKQ). J& em relagéo aos estudos
de docking no sitio alostérico, foi obtido um resultado de -4.1 kcal/mol de energia de
afinidade e a presenca de uma ligacao de hidrogénio com o residuo de cisteina 66.
Segundo o preditor de atividade biolégica ChEMBL 20 (GAULTON et al., 2012), pode
interagir com o receptor de melatonina tipo 1B e enzimas do tipo liase, como a anidrase
carbdnico mitocondrial.

A Ultima molécula encontrada nesse estudo de virtual screening, a molécula
268, top7, esta disponivel no ZINC15 (ZINC71879919) por 4 vendedores, e com indice
de similaridade igual a 0.690. Em relacéo as propriedades farmacocinéticas, apresenta
um peso molecular igual a 368.47, 8 ligagbes rotacionaveis, 5 aceptores de liga¢des de
hidrogénio, nenhum doador de ligacao de hidrogénio, TPSA igual a 103.54, logP
consensus de 1.97, apresentando alta absorcao gastrointestinal e ndo permeando a
BHE. Nas analises de toxicidade do ADMETLAB foi verificado que a molécula ndo
bloqueia HERG, porém pode apresentar hepatoxicidade e toxicidade respiratéria. Em
relacao aos estudos de docking molecular, no AutoDock Vina, apresentou -4.5 kcal/mol

como valor de afinidade no sitio ativo, apresentando 3 ligacdes de hidrogénio (com os



residuos de glicina 47 e triptofano 136 e, com a agua estrutural 441, todas interagdes
presentes no cristal). Em relagdo aos resultados no sitio alostérico, a energia de
afinidade foi igual a -4.2 kcal/mol e nao apresentou ligacées de hidrogénio. Em relacao
aos estudos de predicao de atividade, foi predita a possibilidade de interacdo com uma
proteina chamada proteina morfogenética 6ssea 1 (do inglés, Bone morphogenetic
protein 1).

Como resultado dos experimentos de bioisosterismo no SwissBioisostere
(WIRTH et al., 2013), obtivemos uma lista no formato “.csv’ de 3.691 fragmentos
candidatos para a substituicdo do grupo tiofeno. Essa estratégia pode ser aplicada
futuramente para o aprimoramento da molécula em questbes de bioatividade e de
patenteabilidade. A figura 31 apresenta um grafico contendo todos esses fragmentos e
a sua dispersado em relacao a diferenca da area total de superficie polar (AtPSA) e de
um parametro de lipofilicidade (AlogP) em comparagdo com o grupamento original de

tiofeno.
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Figura 31. Resultado do experimento de bioisosterismo no SwisBioisostere mostrando a disperséo dos
3.691 fragmentos candidatos a substituir o grupamento tiofeno e sua distribuicao diferencial em relagao
ao fragmento substituinte, nos parametros de area total de superficie polar (AtPSA) e lipofilicidade
(AlogP).



5. CONCLUSAO

A GPX4 é um alvo biologico promissor na indugdo de ferroptose, e muitas
sondas e pequenas moléculas foram sintetizadas visando a inibicdo de GPX4 (YANG
et al., 2008; YANG et al., 2014; EATON et al., 2019; STOCKWELL et al., 2020).
Recentemente foi relatado o desenvolvimento de uma molécula lider baseada na
partenolideo e que causa a degradacdo e a inibicdo de GPX4, e que teve efeito
farmacolégico em células tumorais de cancer de mama triplo negativo e em modelos
animais da doenca (DING et al., 2021). Apesar de promissora, a GPX4 é um alvo dificil
para realizacdo de experimentos de triagem virtual baseada na estrutura do alvo
molecular, pois apresenta uma série de caracteristicas tipicas de undruggable targets.
Entretanto, apesar dos desafios, foi possivel realizar uma triagem virtual baseada nos
ligantes conhecidos, pois foram encontradas muitas publicacdes descrevendo
pequenas moléculas que interagem com a GPX4. Com base nessa metodologia, € na
estrutura do S-ML162, foi possivel encontrar novas 6 moléculas e desenhar uma
molécula inédita (a new344), potencialmente inibidoras da GPX4. E importante ressaltar
que, segundo a predicdo realizada, todas as moléculas encontradas possuem
caracteristicas farmacocinéticas relevantes e apropriadas para farmacos, e pouca
toxicidade potencial, o que € um diferencial desse estudo de virtual screening. Essas 7
moléculas novas encontradas nesse estudo poderdo ser testadas in vitro em futuros

trabalhos, e também poderao ser aprimoradas por estratégias de bioisosterismo.



6. PERSPECTIVAS

A partir das 7 moléculas novas encontradas, esperamos realizar estudos de
dindmica molecular para aprofundar o conhecimento sobre o modo de interacao dessas
moléculas nos sitios de ligacdo da GPX4, tanto no sitio principal quanto no alostérico.
Além disso, experimentos de dindmica molecular em um sistema de membranas estao
sendo planejados como futura etapa desse trabalho, ja que a por¢ao da proteina pode
interagir com a membrana é bastante proxima do sitio ativo, e isso pode interferir de
forma significativa na selecdo de moléculas potencialmente bioativas. Essa interagéo
possui um potencial de modelagem de um novo sitio de interacdo (levando em
consideragao a membrana, para futuros estudos de virtual screening). Essas moléculas
também poderdo ser testadas in vitro em modelos de ferroptose, e em ensaios
enzimaticos da atividade da GPX4 para verificar a sua eficacia como inibidores
enzimaticos, e se sdo capazes de induzir morte celular ferroptética em modelos
celulares de inducgéo e prevencao de ferroptose. Além disso, se alguma das moléculas
se mostrar muito promissora, poderao se aplicar esforcos para modificacao de partes
da molécula através de estratégias de bioisosterismo.
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ANEXO 1 - Figura sobre distancias entre os residuos de aminoacidos da tétrade
catalitica da GPX4 de estruturas obtidas do PDB.

Anexo 1. Distancias entre os residuos de aminodacidos da tétrade catalitica da GPX4, medidos no
Software Chimera. A. Estrutura 6HKQ contendo SEC46 no sitio catalitico. B. Estrutura da 6HKQ mutada
contendo CYS46 no sitio catalitico. C. Estrutura da 20BI contendo CYS46 no sitio catalitico. D. Estrutura
da 6EWL contendo SEC46 no sitio catalitico.



ANEXO 2 - Tabela de Inibidores conhecidos de GPXA4.

EC Sitio
Nome do PubChem i Tipo de de Ref.
Composto CID ZINC D (5L?M) Classe quimica inibicao inter
acao
1 DPI3 3689415 3034982 0,02 cloroacetamida irreversivel  SA 75,91
2 DPI3 3689415 3034984 0,02 cloroacetamida irreversivel  SA 75,91
3 DPI4 3689416 3034986 0,02 cloroacetamida irreversivel SA 75
4 DPI4 3689416 3034988 0,02 cloroacetamida irreversivel SA 75
SA
5  DPIMLIG 5580413 3034974 002  cloroacetamida  irreversivel CYs L2291
2 66 85,21
SA 75,
6 Do/MU1® 3680413 3034976 0,02  cloroacetamida imeversivel CYS 7985,
66 21
Se
transforma 7520
7 JKE-1674 ?77? 27? 0,03 diacilfuroxano em JKE- SA =
21
1777 ou
JKE-1708
Se
. . transforma 75,85,
8 ML210 49766530 73278737 0,07  nitroisozazol em JKE SA 20.21
1674
Isopropyl- tSr:nsforma 75,91
9 ML210 ou 15945537 20285409 0,3 nitroisozazol SA =D
DPI10* em JKE 20
1674
10 DPI17* 932617 18043823 0,08 clorometiltriazina irreversivel = SA 75, 91
11 DPI12* 2416356 103142536 0,1 cloroacetamida Irreversivel  SA 75, 91
12 DPI12 2416356 12487851 0,1 cloroacetamida Irreversivel  SA 75,91
13 DPI12 2416356 100255434 0,1 cloroacetamida Irreversivel  SA 75,91
14 DPI12 2416356 254557300 0,1 cloroacetamida Irreversivel  SA 75,91
1S, 3R - 75,91,
15 ek 1750826 2094071 0,2 cloroacetamida irreversivel  SA 20,
RSL3
21,92
16 DPIl6 4381125 17441041 0,2 cloroacetamida Irreversivel  SA 75,91
17 DPI6 4381125 17441042 cloroacetamida Irreversivel SA 75,91
18 DPI8 4230741 3035299 0,2 cloroacetamida irreversivel SA 75,91
19 DPI8 4230741 3035301 0,2 cloroacetamida irreversivel SA 75,91
20 DPI9 12004949 8682987 0,2 cloroacetamida Irreversivel SA 75,91
21 DPI9 12004949 8682988 0,2 cloroacetamida Irreversivel SA 75,91
22 DPI18* 932657 18102979 0,2 clorometiltriazina irreversivel SA 75,91



23

25

26
27

28

29
30

31

32

33

34
35
36

37

38

39

40

DPI19*
DPI15
DPI15
DPI13*

Withaferina
A

NSC144988

NSC144988

1R, 3R -
RSL3
(isébmero
inativo)
1R, 3S -
RSL3
(isbmero
inativo)
1S, 3S -
RSL3
(isbmero
inativo)

altretamina

JKE-1777
JKE-1716

JKE-1708

CIL69

CIL75

CIL79

1637653

6545175

6545175
2449454

265237

286532
286532

1750827

40911229

40911230

2123
227
227

227

818740

818737

6545175

1903842

4029308

5903230
3333298

64373300

1728124
142155572

2094073

9034087

9034088

905
?7?
?7?

?7?

333886

333882

4029308

0,2
0,4
0,4
0,8

1a
10

1,7

1,7

10

10

10

250
?7?
?7?

?7?

3,1

0,44

31,62

cloroacetamida

cloroacetamida

cloroacetamida

cloroacetamida

lactona esteréide
e epoxido

diacilfuroxano

diacilfuroxano

cloroacetamida

cloroacetamida

cloroacetamida

triazina
diacilfuroxano
diacilfuroxano

diacilfuroxano

cloroacetamida

cloroacetamida

cloroacetamida

*Compostos testados contra inibigdo enzimatica de GPX4.
**Compostos com maiores evidéncias na literatura de que sao inibidores de GPX4.
***Composto com maior evidéncia na literatura de que é inibidor de GPX4, pois esté co-cristalografado

com a proteina.
# Ativa como inibidor de TrxR1 também.

SA: Sitio Ativo

CYS : residuo de aminoécido cisteina

Irreversivel
Irreversivel
Irreversivel

irreversivel

Irreversivel

irreversivel

irreversivel

Irreversivel

irreversivel

Irreversivel

Irreversivel
irreversivel
irreversivel

irreversivel

CYS
107

SA
SA

SA

?77?

?77?

227

75,91
75,91
75,91
75,91

75,34

75,21
75,21

91

91

75
20
20

20

70

70

70



ANEXO 3 — Tabelas de Resultados do Docking Flexivel

Anexo 3.1 Tabela com resultados do Docking Flexivel no AutoDock Vina entre GPX4 C46 desprotonada
e S-ml162 e andlise de contatos.

Resultado Docking Flexivel no AutoDock Vina entre GPX4 C46 desprotonada e S-ML162
Pose Energia RMSD RMSD Ne AP.H Cristal N2 LH. | D.C46 -
(kcal/mol) | Lb. u.b. P.H. C20

1 -5.9 0 0 0 - NAO 28 7.446

2F -5.6 2.253 3.931 2 0O12-N GLY47 SIM 22 8.403
030-N GLU81 NAO

3* -5.2 2.761 4.705 1 O12-N GLY47 SIM 22 8.644

4 5.2 2.993 5.485 0 - NAO 29 9.744

5 -5.1 2.783 4.992 2 O12-NEI TRIP136 N/:\O 39 8.131
030-NE2 GLN45 NAO

6* -5.1 2.045 3.817 2 0O12-N GLY47 SIM 22 5.143
022-NEI2 GLN81 NAO

7* -5.0 2.159 3.738 2 O12-N GLY47 SIM 26 9.666
030-NEI2 GLN81 NAO

8 -4.9 1.952 3.411 1 O12-N LYS48 NAO 29 8.750

9** -4.9 2.702 4.721 2 012-N GLY47 SIM 27 3.671
022-NEI TRP136 SIM

10 -4.9 1.830 3.874 1 O12-NEI TRP136 NAO 25 9.334

NeP.H. Numero de ligagdes de hidrogénio. A.P.H. Atomos envolvidos nas ligagdes de hidrogénios. N°L.H.
Numero de interagdes hidrofébicas. D.C46-C20 significa distancia entre o atomo de enxofre da cisteina
46 e o atomo do carbono 20. * Indicam que as interacdes presentes no modelo de docking sdo as

mesmas do cristal. ** Indica pose utilizada nas analises de redocking.

Anexo 3.2. Tabela com resultados do Docking Flexivel no AutoDock Vina entre GPX4 C46 protonada e
S-ML162 e analise de contatos e distancias. Mesmas abreviagbes da tabela anterior.

Resultado Docking Flexivel no AutoDock Vina entre GPX4 C46 protonada e S-ML162
Pose Energia RMSD RMSD Ne A.P.H Cristal NeL.H. | D.C46 -
(kcal/mol) | Lb. u.b. P.H. C20

1 -4.9 0 0 1 O12-NE1 TRP136 NAO 26 9.233

2 -4.8 1.634 2.475 2 0O12-ND2 ASN137 NAO 27 7.273
022-N GLY47 NAO

3 -4.8 1.509 2.798 1 022-N LYS48 NAO 18 6.891

4* -4.7 1.814 2.878 2 O12-N GLY47 SIM 28 8.092
0O30-NE2 GLN81 NAO

5 -4.6 1.915 3.269 1 0O30-N GLY47 NAO 24 9.401

6* -4.6 2.661 4.423 2 O12-N GLY47 SIM 22 8.136
030-NE2 GLN45 NAO

7 -4.5 2.246 3.751 1 022-N GLY47 NAO 27 5.255




8~ -4.5 2.392 4.117 2 O12-N GLY47 SIM 30 9.014
0O12-NE2 GLN81 NAO

9 -4.4 1.794 3.370 1 O12-NE2 GLN81 NAO 20 7.942

10 -4.3 2.001 2.869 2 0O12-N LYS48 NéO 28 8.121
CL-NE1 TRP136 NAO

Anexo 3.3. Tabela com resultados do Docking Flexivel no AutoDock Vina entre GPX4 C46 desprotonada
e 1S,3R-RSL3 e andlise de contatos e distancias. Mesmas abreviagdes da tabela anterior.

Resultado Docking Flexivel no AutoDock Vina entre GPX4 C46 desprotonada e 1S,3R-RSL3

Pose Energia RMSD RMSD Ne AP.H Cristal N2 I.H. | D.C46 -
(kcal/mol) | Lb. u.b. P.H. C21

1 -6.6 0 0 2 O5-NE1 TRP136 - 27 8.599

2 -6.4 1.336 1.709 1 N1-ND2 ASN137 -- 19 8.765

3 -6.4 2.416 4.361 2 02-NE2 GLN45 - 28 6.582

4 -6.3 2.598 4.062 1 O1-NE LYS48 -- 19 7.749

N1-NE2 GLN81

5 -5.9 2.097 3.418 1 02-NE2 GLN81 - 16 8.179

6 -5.8 1.872 2.593 1 O1-NE2 GLN45 - 24 8.120

7 -5.7 2.109 4.246 0 - - 17 7.804

8 -5.6 2.014 3.513 2 O1-N LYS48 - 29 6.857
O2-NE LYS48

9 -5.2 2.159 3.813 2 O3-NE2 GLN81 - 22 3.935
O5-N GLY47

10 -5.1 2.357 4.495 1 O4-NE2 GLN81 - 26 7.252

Anexo 3.4. Tabela com resultados do Docking Flexivel no AutoDock Vina entre GPX4 C46 protonada e

1S,3R-RSL3 e analise de contatos e distancias. Mesmas abreviagcoes da tabela anterior.

Resultado Docking Flexivel no AutoDock Vina entre GPX4 C46 protonada e 1S,3R-RSL3

Pose Energia RMSD RMSD Ne A.P.H Cristal NeI.H. | D.C46 -
(kcal/mol) | Lb. u.b. P.H. c21
1 -6.8 0 0 3 N1-ND2 ASN137 - 32 8.890

O6-NE1 TRP136
02-NE2 GLN45

2 -6.4 2.410 3.907 3 02-NE2 GLN45 - 23 5.998
0O4-NE2 GLN81
0O5-N GLY47
3 -6.2 2.316 4.216 1 0O4-NE2 GLN81 - 22 8.472
4 -6.2 2.570 4.486 0 - - 22 6.845
5 -6.1 2.524 3.968 1 02-N GLY47 - 21 7.231
6 -6.1 1.660 2.146 1 O5-NE1 TRP136 - 26 6.480

7 -6.1 1.755 2.064 0 - - 23 8.866




-6.1 1.286 1.623 N1-ND2 ASN137 30 8.603
05-NE1 TRP136
-5.8 2.187 3.790 04-ND2 ASN137 20 4.585

03-ND2 ASN137
0O5-N GLY47




		2022-06-27T07:19:11-0300


		2022-06-27T16:07:55-0300




