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RESUMO

A Tirosina Quinase de Bruton (Btk) ¢ uma enzima importante para o
desenvolvimento ¢ diferencia¢do dos linfocitos B. Além disso, a expressdo da
Btk ¢ considerada como essencial para a proliferagdo e sobrevivéncia dessas
células. A inibigdo da Btk tem se tornado um alvo atrativo para o tratamento de
doengas autoimunes, leucemias e linfomas de células B. Objetivando-se propor
novos candidatos a farmacos inibidores da Btk, técnicas computacionais foram
aplicadas neste estudo. Foi realizado um estudo de ancoramento molecular a fim
de avaliar o modo de interacdo de 96 inibidores nicotinamidicos da Btk
(DELUCCA et al., 2010). Os valores dos termos de energia para as melhores
conformagdes ancoradas mostrou um coeficiente de determinagdo de 0,80. A
metodologia de QSAR-4D DR também foi utilizada. As conformacdes obtidas
por simulag¢do da dindmica molecular foram sobrepostas, de acordo com os trés
alinhamentos testados, em uma caixa virtual tridimensional composta por células
de 2 e 5A. Os modelos foram gerados pela técnica combinada de algoritmos
genéticos (GA, do inglés Genetic Algorithm) e minimos quadrados parciais
(PLS, do ingés Partial Least Square). O melhor modelo gerou valores de
validagdo cruzada ajustado (qzajusmdo) e coeficiente de determinacio (R?) de 0,67
e 0,74, respectivamente. A andlise do QSAR-4D DR, além de corroborar com os
resultados do docking, sugeriu uma boa correlagdio com os resultados
experimentais e, ainda, forneceu informacdes mais detalhadas do que o
ancoramento molecular. A boa poténcia predita para o composto M2 proposto
indica que este composto € um potencial candidato a inibidor da Btk.

Palavras-chave: Linfocito B. Tirosina Quinase de Bruton. Ancoramento
molecular. QSAR-4D DR



ABSTRACT

Bruton’s Tyrosine Kinase (Btk) is an important enzyme in B-
lymphocyte development and differentiation. Furthermore, Btk expression is
considered essential for the proliferation and survival of these cells. Btk
inhibition has become an attractive target for treating autoimmune diseases, and
B-cell leukemia and lymphomas. With the objective of proposing new
candidates for Btk inhibitor pharmaceuticals, we applied computational
techniques in this study. A study using molecular docking was performed in
order to evaluate the mode of interaction of 96 nicotinamidic Btk inhibitors
(DELUCCA et al, 2010). The energy term values of the best docked
conformations showed a coefficient of correlation (R”) equal to 0.80. We aslo
used the receptor-dependent four-dimensional quantitative structure-activity
relationship (RD 4D-QSAR) methodology. The conformations obtained by
molecular dynamic simulation were overlapped in a virtual three dimensional
box comprised of 2 and 5A cells, according to the three trial alignments. The
models were generated by a combined genetic algorithm (GA) and partial least
squares (PLS) regression technique. The best model generated adjusted cross-
validate value (qzadjusted) and correlation coefficient value (Rz) of 0.67 and 0.74,
respectively. The RD 4D-QSAR analysis, in addition to corroborating with the
docking results, suggested a good correlation with the experimental results and
provided more detailed information than the molecular docking. The good
potency predicted for the proposed M2 compound indicates this compound as a
potential candidate of Btk inhibitor.

Keywords: B-lymphocyte. Bruton’s Tyrosine Kinase. Molecular docking. RD
4D-QSAR.
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1 INTRODUCAO

A proteina quinase de Bruton (Btk, do inglés Bruton’s tyrosine quinase)
¢ uma tirosina quinase citoplasmatica importante para o desenvolvimento,
diferenciacéo e sinalizacdo dos linfocitos B. Sua expressdo é fundamental para a
proliferagdo e sobrevivéncia dessas células. Assim, linfécitos B deficientes em
Btk n3o atingem a matura¢do e sdo incapazes de produzir anticorpos. Em
humanos, mutagdes no gene da Btk levam a agamaglobulinemia, ligada ao
cromossomo X (MOHAMED et al., 2009).

Muitos dos processos prejudiciais a saude humana que estio associados
a ativacdo desregulada dos linfécitos B e a formacdo de autoanticorpos podem
ser interrompidos ao se inativar a Btk. Sua inibi¢do ¢ utilizada no tratamento de
varias doencas alérgicas, autoimunes e inflamatdrias, além da terapéutica do
linfoma de células B e da leucemia (DELUCCA et al., 2010). Desta forma, o
estudo de inibidores capazes de regular a atividade da Btk € importante visando
a possibilidade de sua aplicagdo no reestabelecimento da homeostasia do
organismo.

Meétodos de quimica computacional desempenham um papel importante
no processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. Uma
ferramenta amplamente utilizada ¢ o estudo da correlagdo entre a estrutura e a
atividade de farmacos (LILL, 2007). Neste método, considera-se que existe uma
relacdo entre as propriedades de uma molécula e sua estrutura quimica, e entdo,
buscam-se estabelecer relagdes matematicas simples para descrever e prever a
atividade de um conjunto de inibidores semelhantes.

Outra metodologia relevante para o desenvolvimento de medicamentos ¢é
o0 ancoramento molecular, que envolve a predi¢do da conformacéo do ligante e

sua orientacdo dentro do sitio de ligacdo da proteina.
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Assim, estudos de ancoramento molecular e da correlagdo entre a
estrutura e a atividade de inibidores da Btk permitem avaliar as interagdes de
inibidores no sitio ativo, propor modelos que descrevam a atividade de
moléculas congéneres e, entdo, contribuir no desenho e desenvolvimento de
novos inibidores especificos para esta enzima, proporcionando o beneficio
terapéutico no tratamento de diversas doen¢as relacionadas com a atuacdo
desregulada dos linfécitos B.

Neste trabalho, procura-se entender o modo de interagio entre a enzima
Btk ¢ 96 compostos nicotinamidicos, por meio da técnica de ancoramento
molecular; e realizar estudos de QSAR-4D dependente do receptor, a fim de
selecionar caracteristicas importantes que um potente inibidor deva apresentar.

Pretende-se ainda propor candidatos a farmacos inibidores da Btk.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tirosina Quinase

As tirosinas quinases (TKs, do inglés Tyrosine Kinases) sdo enzimas
que catalisam a transferéncia do grupo y-fosfato do ATP para residuos de
tirosina em proteinas (Figura 1) (LA MOTTA et al., 2009). A fosforilagdo de
proteinas conduz a ativacdo de vias de transdugéo de sinal que desempenham um
papel importante em um grande nimero de processos bioldgicos (CHEETHAM,

2004; KONDAPALLI; SOLTANI; LACOUTURE, 2005).

NH

TK| T-
OH + ATP ﬁl—c o—|=o +  ADP

c=—0 O

Figura 1 Fosforilagdo do residuo de aminoacido tirosina por uma enzima TK

As proteinas TKs sd3o divididas em duas principais classes: TKs
transmembranicas, que possuem um dominio de ligacdo extracelular e um
dominio catalitico intracelular; e as TKs ndo receptoras, que ndo sio
transmembranicas, sendo encontradas no citosol, no nicleo, e na superficie
interna da membrana plasmatica (KRAUSE; ETTEN, 2005).

Como estas enzimas desempenham fungdes relevantes no controle da
sinalizag@o celular, uma TK com atividade alterada, leva a vias de sinalizagdo
alteradas (LA MOTTA et al., 2009), dando origem ao desenvolvimento de varias
doengas, como cancer, doengas inflamatorias, neuroldgicas, cardiovasculares,
hormonais e alérgicas. Deste modo, pesquisas para identificar inibidores de TKs
que sejam eficazes como agentes terapéuticos contra estas doengas sdo de

grande importancia (YILMAZ et al., 2011).
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2.2 Linfécitos B e a Tirosina Quinase de Bruton

A resposta imune humoral é mediada pelas moléculas presentes no
sangue ¢ nas secrecdes das mucosas, chamadas de anticorpos (ou
imunoglobulinas), que sfo produzidas pelos linfécitos B (ou células B). Os
anticorpos reconhecem antigenos microbianos, neutralizam sua infecciosidade e
0s preparam para serem eliminados por diversos mecanismos efetores (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

A enzima Btk ¢ um membro das proteinas tirosina quinases
citoplasmaticas (MAO; ZHOU; UCKUN, 2001) e ¢ uma enzima crucial para a
diferenciacdo, sinalizacdo e desenvolvimento dos linfocitos B. A expressdo da
Btk ¢ necessaria para a proliferagdo e sobrevivéncia dessas células. Desta forma,
linfécitos B deficientes em Btk ndo se tornam maduros e sdo incapazes de gerar
imunoglobulinas (MOHAMED et al., 2009; THOMAS et al., 1993; TSUKADA
et al., 1993; VETRIE et al., 1993).

Inmimeras mutacdes no gene da Btk, localizado no cromossomo X, sdo
relatadas. Tais mutagdes levam a deficiéncias na maturagdo e na funcdo de
linfécitos B maduros, resultando na agamaglobulinemia ligada ao X (XLA, do
inglés X-Linked Agammaglobulinemia) (KUGLSTATTER et al, 2011).
Clinicamente, os pacientes apresentam quadros infecciosos que se iniciam ja no
primeiro ano de vida, logo apdés a queda dos niveis de imunoglobulinas
maternas, podendo ocorrer infecgdes respiratorias, cutdneas e do trato
gastrointestinal. Laboratorialmente, ha niveis séricos bastante reduzidos de todos
os anticorpos, e niveis de linfécitos B circulantes inferiores a 2% (JACOB,
2005).

A inibicdo da atividade da Btk, por meio de pequenas moléculas indicou

que esta enzima € um potencial alvo terap€utico para o tratamento de doencas
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inflamatdrias, autoimunes, leucemias ¢ linfomas da linhagem de células B

(KUGLSTATTER et al., 2011).

2.3 A bioquimica da Btk e sua ativacéo

A enzima Btk contém varios dominios, como ilustrado na Figura 2: um
dominio homologo a pleckstrina aminoterminal (PH, do inglés pleckstrin
homology), seguido por um dominio de homologia Tec (TH), um dominio de
homologia Src (SH) 3, um SH2, e um dominio catalitico carboxiterminal da TK
(SH1) (KUGLSTATTER etal., 2011).

O dominio PH, comumente encontrado em proteinas sinalizadoras
eucaridticas, possui aproximadamente 100 aminoacidos, € ocorre em muitas
proteinas envolvidas na sinalizagdo intracelular e na constituicdo do
citoesqueleto. O dominio TH contém uma sequéncia especifica de ligacdo ao
zinco, com residuos de cisteina e histidina conservadas, e geralmente esta
localizado na porg¢éo carboxiterminal do dominio PH. A estrutura cristalografica
dessa regido demonstra que os segmentos de uma sequéncia especifica
denominada Btk interagem com os dominios PH e esta interagdo foi denominada
Tec homology (TH) — (Btk- PH). Os oito residuos localizados na por¢do extrema
do dominio Btk-PH possuem um nucleo hidrofébico, que ¢ importante para a
estabilidade da proteina. Os 27 residuos da por¢do aminoterminal de TH sao
muito conservados e sdo seguidos de uma regido rica em prolina (Poly Proline
Region, PPR) (OLIVEIRA, 2008).

O SH3 contém aproximadamente 50 residuos de aminoacidos e liga-se a
regides ricas em prolina e em aminoacidos hidrofdbicos das proteinas alvo. O
dominio SH2 ¢ constituido por cerca de 100 aminoacidos e possui fungdo

regulatéria da cascata de sinalizagdo intracelular. O dominio quinase esta
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presente em proteinas que compartilham de um nucleo catalitico conservado

com as proteinas serina/treonina ¢ TK (OLIVEIRA, 2008).

TH pY223 pY551
PH Bik PRR SH3 SH2 Kinase (SH1)
Figura 2 Modelo esquematico da Btk demonstrando seus diferentes dominios:
pleckstrin homology (PH); Tec homology (TH), que ¢ internamente
dividido em Btk homology e polyproline region (PRR); Src homology
3 (SH3); Src homology 2 (SH2); tyrosine kinase, SH1 (TK)
Fonte: Oliveira (2008)

O mecanismo molecular fundamental para a ativagdo da Btk ndo ¢
totalmente compreendido. Entretanto, acredita-se que modificagdes pos
traducionais, bem como a localizagdo subcelular desta enzima possa
desempenhar uma fungdo critica. No estado estacionario, a Btk ¢&
predominantemente citosolica. Apds o acoplamento do receptor de células B
(BCR), ela se transloca para a membrana onde ¢ fosforilada pela enzima Syk ou
pela Lyn, da familia das TKs Src (MOHAMED et al., 2009). Apds ser ativada
pela transfosforilagdo na posicdo Tyr551 do loop de ativagdo no dominio
quinase, a Btk € estimulada a autofosforilar o residuo Tyr223 no dominio SH3
(KUGLSTATTER et al., 2011; MAO; ZHOU; UCKUN, 2001).

Posteriormente, a Btk ativada fosforila a fosfolipase Cy (PLC-y), o que
leva a hidrdlise de fosfatidilinositol 4, 5-bifosfato para a producdo de inositol
1,4,5-trifosfato e diacilglicerol, causando a mobiliza¢do de calcio e ativando a
proteina quinase C, respectivamente (Figura 3) (GUO; WAHL; WITTE, 2006).
Desta forma, a Btk regula vérios eventos importantes, como o transporte de ions
calcio e a ativacdo de NF-kB em resposta a ativagdo do receptor de célula B

(BCR) (PAN et al., 2007). Neste contexto, a Btk promove a producido de



23

anticorpos, diferenciagdo de células B e a progressdo do ciclo celular (FIUME et

al., 2009; MAO; ZHOU; UCKUN, 2001).

Proliferacao
Sobrevivéncia

Figura3 Modelo esquematico da ativagio da Btk. Apoés o acoplamento do
receptor de células B (BCR) a Btk ¢ fosforilada pela Lyn ou Syk no
residuo Tyr551, sendo entdo possivel a autofosforilacdo da Btk no
residuo Tyr223. Assim, a Btk torna-se ativa e fosforila a fosfolipase
Cy levando a mobilizacdo de calcio

Fonte adaptado de Hendriks (2011)
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Baseado em proteinas terapéuticas, como Rituxan, desenvolvidas para
destruir as células B, no tratamento de varias doengas autoimunes e
inflamatorias, a inibi¢@o da atividade da Btk sera util para inibir os linfocitos B e
a atividade patogénica mediada por estas células, podendo estes inibidores ser
utilizados no tratamento de doencas alérgicas, inflamatorias, autoimunes,

leucemias ¢ linfoma de células B (DELUCCA et al., 2010).

2.4 Inibidores da Btk

O Ibrutinib ou PCI-32765 (1-[ (3R)-3-[4-amino-3-(4-fenoxifenil) pirazol
[3,4-d]pirimidin-1-il]piperidin-1-il]Jprop-2-en-1-ona) é um potente inibidor da
Btk (usado no tratamento do cancer) e se liga covalentemente ao residuo de
aminoacido Cys481, que se encontra no dominio de ligacdo do ATP na Btk, com
ICs0 de 0,5 nM, impedindo sua autofosforilacdo no residuo Tyr223. Entretanto, o
residuo de cisteina também estd presente em outras quinases com homologia a
Btk as quais podem ser irreversivelmente inibidas pelo Ibrutinib (BROWN,
2013; HONIGBERG et al., 2010; VARGAS et al., 2013).

Dasatinib ou BMS-354825  [N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-(6-(4-(2-
hidroxietil) pipeazin-1-il)-2-metilpirimidin-4-ilamino)tiazol-5-carboxamida] foi
aprovado pelo FDA para o tratamento de pacientes com leucemia mieldide
cronica, quando ocorre resisténcia ao Imatinib. Originalmente utilizado como
alvo para BCR/ADI, € um potente inibidor da Btk (IC5, = 5 nM), todavia também
inibe outras quinases, como os membros da familia Src. Em adic@o, estudos
relatam que a mutagdo no residuo Thr474-Ile na Btk confere resisténcia ao
Desatinibe (HANTSCHEL et al., 2007, MARCOTTE et al., 2010).

CGI1746 (4-terc-butil-N-[2-metil-3-(4-metil-6- {[4-(morfolin-4-
ilcarbonil) fenil] amino} -5-oxi-4,5-dihidropirazin-2-il) fenil ]benzamida),

desenvolvido por Di Paolo et al. (2011) se liga a forma inativa da Btk,
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impedindo as etapas de auto- e transfosforilagdo, necessarias para a ativagdo da
enzima. Tem sido demonstrado que este inibidor regula a artrite reumatoide. E
um potente inibidor competitivo da Btk com ICsy de 1,9 nM e tem se mostrado
ser um inibidor especifico para a Btk, com seletividade de aproximadamente
1000 vezes sobre outras familias de quinase como Src ¢ Tec. A ligagdo do
CGI1746 induz a uma mudanca conformacional na Btk, com a posi¢do do grupo
hidroxila da Tyr551, diferindo aproximadamente 18 A na forma ligada ao
inibidor CGI1746 versus sua estrutura apo (ndo ligada), resultando na formagao
de um grande bolsdo, denominado “H3 pocket”, o qual é ocupado pela por¢do t-
butilfenil do inibidor. O bolsdo ¢ formado pelos residuos Tyr551, Leu542,
Val546, Phe413, Asn526, Asp521, Asp539, His519 e Ser543. A Figura 4, ilustra
o inibidor CGI1746 ocupando o “bolsdo de especificidade” da Btk (DI PAOLO
etal., 2011; LOU et al., 2012).

O Desatinib liga-se a Btk com igual afinidade tanto na forma inativa
quanto na forma ativada. J& o CGI1746 liga-se a forma inativa da Btk com
afinidade 32 vezes maior do que em sua forma ativada. Provavelmente, essa
seletividade do CGI1746 seja devido as interagdes favoraveis com o bolsdo H3,
no estado inativo da enzima. Essas interagdes ndo sdo possiveis no estado ativo
da Btk ja que o residuo de Tyr551 fosforilado previne a formacdo do bolsdo H3
e, assim, o residuo de Tyr551 ndo ¢é sequestrado (DI PAOLO et al., 2011).



26

/ \ .
: \ Phe/413
Yo NTE B sz
— ™, \ \ R e
| " Jvaisas
£ sp639 /-
P> | Ser643
3 >
N & 7K /Jyr&ﬂ
A1 {,}ﬁmszs__\/k&psﬂ"
; / |
: T
{ —”
2
% N
-~ =

Figura4 Mudang¢a conformacional sofrida pela Btk ao interagir com o inibidor
CGI746 (amarelo) resultando no sequestro do residuo Tyr551. Em
verde esta a Btk na conformacdo ligada ao inibidor, e em cinza, em
sua forma apo. O residuo Tyr551 em ambas as conformagdes ¢
mostrado como esferas. Os residuos de aminoacidos que constituem o
bolsdo H3 estdo demonstrados a direita.

Fonte adaptado de Di Paolo et al. (2011).

2.5 Ancoramento molecular ou Docking

Saber o posicionamento tridimensional da interacdo de um ligante com a
proteina alvo é importante para se entender o mecanismo de interacdo de um
farmaco. A predi¢cdo da geometria e da energia de ligacdo ¢ de grande interesse
para o planejamento de novos farmacos (HILLISH et al., 2004; IWATA et al.,
2000). A simulagdo computacional por ancoramento molecular (docking) ¢ uma
das técnicas de investigagdo das interagdes moleculares entre uma proteina e um
ligante, quando a estrutura tridimensional da proteina ja foi elucidada

(SILVEIRA, 2003). Esta abordagem in silico permite uma identificacdo mais
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rapida e mais barata de promissores candidatos a medicamentos (THOMSEN;
CHRISTENSEN, 2006).

O proposito da descoberta de novas drogas ¢ obter moléculas que se
ligam mais fortemente a proteina alvo do que o substrato natural. Ao se fazer
isso, a reagdo bioquimica que a molécula alvo catalisa pode ser alterada ou
prevenida (THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

O ancoramento molecular utiliza a estrutura do receptor como molde
para o desenvolvimento de novos ligantes, estimando-se a afinidade de ligacdo
entre ligante e receptor. Durante o ancoramento, uma fun¢do baseada nos
valores de energia ¢ usada para identificar a conformag¢do do ligante
energeticamente mais favoravel, quando este estd ancorado a proteina. Os
valores mais baixos de energia representam melhor as interacdes proteina-
ligante quando comparadas aos valores de energia mais elevados. Esse tipo de
simulacdo encontra a energia mais estdvel do complexo proteina-ligante
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Os valores da fun¢@o de desempenho do ancoramento (Docking Scoring

Function), Egore, usados neste estudo s@o definidos pela Eq. 1:

Escore - Einter + Eintra (1)

onde, Ejy. € 0 termo de interacdo proteina-ligante

Einter = Z Z EPLP(V;']') + 3320 % (2)

ieligante  je proteina rij

O termo de Epp € um “piecewise linear potencial” que usa dois
conjuntos diferentes de pardmetros: um para a aproximacdo do termo de

impedimento espacial (van der Waals) entre atomos, e outro ¢ o potencial de
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realizar a ligagdo de hidrogénio. O segundo termo descreve as interacdes
eletrostaticas entre atomos carregados. E um potencial de Coulomb com uma
constante dielétrica dependente da distdncia (D(r) = 4r). O valor numérico de
332,0 ajusta as unidades de energia eletrostatica em quilocalorias por mol
(THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

O termo Ej,. que corresponde a energia interna do ligante, ¢

determinado de acordo com a Eq. 3:

Einra = Z Z EPLP(ri/) + z A[l - cos(rn 0 - 90)] + Epenalizada (3)

ieligante jeligante ligagoes flexiveis

O primeiro termo corresponde ao somatorio das energias de interagdo
intramolecular entre todos os pares de atomos do ligante, excluindo-se os pares
de 4tomos conectados por duas ligagdes ou menos. O segundo termo refere-se a
energia torcional, onde 6 ¢ o angulo de tor¢do da ligacdo. A média da
contribuicdo de tor¢cdo da ligacdo da energia ¢ usada se diversas torsdes sdo
determinadas. O Ultimo termo, Epe,aizadas atribui uma penalidade de 1000 se a
distancia entre dois 4&tomos pesados (dtomos diferentes de hidrogénio) for menor
que 2.0 A, punindo conformagdes inexistentes do ligante (CAETANO, 2007).
Em resumo, estas fungdes s@o usadas para ancorar automaticamente uma

molécula flexivel em uma molécula molde (proteina).
2.6 Relacio quantitativa estrutura- atividade

A premissa fundamental da relagdo quantitativa estrutura atividade
(QSAR, do inglés Quantitative Structure-Activity Relationship) ¢é que as
propriedades de uma molécula sdo determinadas por sua estrutura molecular

(SUTHERLAND; O'BRIEN; WEAVER, 2004). Portanto, a atividade bioldgica
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de um farmaco esta relacionada com as caracteristicas moleculares especificas,
que sdo denominadas de descritores (ANDRADE et al., 2010).

Estudos de QSAR tém amadurecido em uma ferramenta amplamente
utilizada, que contribui substancialmente para o processo de descoberta de
drogas (LILL, 2007). Essa metodologia economiza recursos e agiliza o processo
de desenvolvimento de novas moléculas (KHAN et al., 2009).

Os modelos de QSAR devem ser capazes de prever a atividade de uma
série congénere. Além disso, eles sdo utilizados para fazer previsdes sobre novos
derivados a farmacos (SUTHERLAND; O'BRIEN; WEAVER, 2004). Uma vez
que a estrutura ¢ conhecida, qualquer descritor molecular pode ser calculado,
sendo o composto de interesse ja sintetizado ou ndo (YILMAZ et al., 2011).

Os primeiros estudos QSAR basearam-se em uma Unica propriedade
fisico-quimica, como a solubilidade para explicar o efeito bioldgico da molécula
(QSAR 1D). Hansch e Fujita, consideraram que a atividade bioldgica observada
¢ resultado da contribuicdo de diversas propriedades fisico-quimicas (QSAR
2D), e seu modelo tenta identificar a contribui¢do de cada fator no
estabelecimento da resposta bioldgica (TAVARES, 2004). Informagdes
significativas sobre um conjunto de dados podem ser extraidas, utilizando o
QSAR 2D, entretanto, esses descritores ndo possuem informagdes relacionadas
com as caracteristicas tridimensionais dos compostos (OPREA, 2002).

No QSAR 3D, considera-se a estrutura tridimensional do ligante, e este
modelo fornece uma informagio estrutural completa, tendo em conta a
topologia, composicdo e forma espacial da molécula em uma unica conformacéo
(KUZ'MIN; ARTEMENKO; MURATOV, 2008). Em 1988, o método de analise
comparativa de campo molecular (CoMFA) foi publicado por Cramer et al.
(1988). Este método, que é baseado em campo molecular, constituiu o primeiro

verdadeiro método de QSAR 3D (KUBINYI, 1997).
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O QSAR 4D foi proposto por Hopfinger et al. (1997) e examina o
espag¢o conformacional dos ligantes. Este modelo é semelhante ao modelo 3D,
porém, a quarta dimensio na metodologia de QSAR-4D corresponde a
amostragem conformacional em func¢do do tempo de simulagdo pela dindmica
molecular, permitindo assim, identificar a conformag¢do que maximiza o valor da
atividade em modelos de QSAR-3D (HOPFINGER et al., 1997, YANMAZ et
al.,, 2011). Assim, apos a obtengdo de um conjunto de conformagdes geradas
pela simulagdo da dindmica molecular, estas devem ser utilizadas para gerar os
descritores na metodologia de QSAR-4D.

Na auséncia da estrutura do receptor bioldgico, diferentes protocolos sdo
apresentados no QSAR 5D, como uma solu¢do possivel para o problema,
permitindo a avaliagdo simultanea de diferentes cenarios de ajuste induzido
(VEDANI et al., 2005). Finalmente, o QSAR 6D, a estimativa simultdnea de
diferentes cenarios de solvatacdo pode ser considerada (VEDANI et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

A compreensdio das interagdes especificas entre ligantes e seus

receptores auxilia no conhecimento das razdes moleculares da atividade dos

ligantes. No intuito de estudar novos inibidores da Btk, objetivou-se, neste

trabalho:

a)

b)

d)

estudar o modo de interagdo entre a enzima Btk ¢ 96 analogos
nicotinamidicos sintetizados e testados por Delucca et al. (2010)
através da técnica de ancoramento molecular;

realizar estudos quantitativos de estrutura-atividade em 4D,
dependente do receptor de 71 compostos nicotinamidicos, € propor
modelos que permitam predizer a atividade de 25 moléculas ndo
testadas;

avaliar as interagdes dos inibidores no sitio ativo da Btk e comparar
os resultados do ancoramento molecular com os de relacdo estrutura-
atividade em 4D, a fim de selecionar as caracteristicas mais
relevantes que um potente inibidor deva apresentar;

propor novos candidatos a farmacos inibidores da Btk.
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No Quadro 1, estdo apresentadas as estruturas dos 96 inibidores da Btk e

seus respectivos valores de pICsy (logaritmo da concentra¢do capaz de inibir

50% da atividade enzimatica). Esses compostos foram selecionados, a partir de

uma série de andlogos nicotinamidicos inibidores da Btk, desenvolvidos por

Delucca et al. (2010).
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Quadro 1 Estrutura quimica e os respectivos valores de plCsy (M) dos 96

andlogos nicotinamidicos. Em negrito estdo representadas

as

moléculas selecionadas para compor o grupo treinamento, € em

italico, o grupo teste da metodologia QSAR-4D

(...continua...)



“Quadro 1, continuac¢do”

33

oL oo

o *
o H X
—~
O

\

!

Qv 0
o

14 [9,05]

(L,
&

17 [5,77]

CL.

N~ O
SPBeR
N_ _N H
g N
(o]

20 [5,89]

13 [5,74]

N

@

H

igH :
| NZ ’}‘/ o) N
o Ty

16 [8,1

.

N

Y
‘/ H

7
N N
\

5]
o

_H

N N/H N‘ A w
|
J# @AN = M

(o)
Sas!
O\) NH O
N N

N nH
H ! = l-‘l E_@ ‘ = I-‘I | _ '_‘|
3 N
o
7 [5,68] 8 [6,13] 9 [6,00]
0 0 0
N N (\N)KQ\
yk@ . Q)k@ . 5 .o
S ﬁjAX@\ @A
= H 0 _ H NJH:\)N =
N
10 [5,85] 11 [5,82] 12 [5,57]
o) (o] \N/\
N hNJ&@ K/N
O\AJK@\NH o OJ NH O \©\N/HO
H N

N H H
I | | N/‘ N
H NYN “ 4
N
¢

H
18 [4,92]
L
N/H o
H ﬁ‘ N‘ N ’\“/H
H/N\O 2z H
21 [6,06]

N
H

_H
|

_H




“Quadro 1, continuac¢do”

34

I At g
+OJK©\ N)K@\ ~o Mo
H
N7 N~ N _H N NN oA
22 [5,74] 23 [6,11] 24 [6,11]
/=0 /=0
@‘ Ni%@\ N:)\Q\
\©\N/H o} N/H o) o] o
_H
H H N He NE N/H N NZ ‘ N
N l\‘l l\‘l N ‘ _ Ili N ‘ I-‘| S H
T 70
25 [6,12] 26 [6,05] 27 [5,54]
79 _
o i A
Lon
o N o -
_H No _H
)kN N7 ‘ N H X M N O
X H N ‘ _ H H N N
0 U %NU | = H
0
28 [5,70] 29 [8,40] 30 [8,40]
= QL
LN o \N/©\N/H 0 N N o
\©\ g _H H _H
N o ‘o N‘ - '\“ N\ b ’\\‘
oK aE @ = A = "
D/NW N X H o al
o
31 [8,05] 32 [5,16] 33 [5,49]




35

“Quadro 1, continuac¢do”

oL Y

_H o N/H o
L @*
N N N N H Ny N N N N H
\\]s/ Tg \O F <\/\is/ T \Q F
34 [6,00] 35 [8,70] 36 [8,52]
T \Oﬁ ! U& Q&
37 [8,00] 38 [8,40] [7,70]

40 [7,52] 41 [9,00] 42 [9,00]

\LN \U \@

\GW‘QQD)L ©\(~©¢AH <P g E/H

43 [8,70] 44 [8,70] 45 [9,00]




“Quadro 1, continuac¢do”

36

o

b

@YT‘Q&

46 [8,70]

/\

N

\Qm)?”

&@

@ @Y g \Qﬁ
52 [5,58] 53 [9,10] 54 [5,37]
J A /m
U T TQ J T @
55 [9,22] 56 [7,70] 57 [6,70]
\”ON F \Oﬁ \”QN
©Y \Qﬁ g T *Q%j* %\Q&
[9,00] 59 [9,70] [7,70]

Q*@ﬁ GYOﬁ
47 [7,70] 48 [6,13]
@N w

et @* O
50 [5,66] 51 [6,13]
k -

Quadro 1, continuacdo”



37

T, Ta. o,
Q7T AT it
Ty Ou. T

NYT\Q%))L N\"\YY\OQ)L &YY*@N\

S

64 [9,15] 65 [9.22] 66 [9,00]
e 9 \
O:U \% /N(.;O.)
67 [8,15] 68 [8,70] [9,10]
AN/H N o
H ~o >LO>/ T
N o

!
70 [6,14] 71 [8,70] 72 [5,43]

“Quadro 1, continuag¢do”



38

‘ | N D
H ~  H =~ H
AN N/H N (\N
N = F‘l Oi\) F O\) F
Sk
73 [5,80] 74 [6,00] 75 [4,66]
(o]
O el Sl
Ox N P
IS TR RS T T
_H
))S‘c‘?"”\ v R Hon S
cl N ) (\N Z M Ny NT NN
h o F \s o \Q F
o o J F
76 [6,01] 78 [5,92] 79 [9,05]
H/O\/\©\ \3/9 E\N
H T
L doy, o
- N _H Mo N0
- | \ H
No NN Z H NN #oH NS
T N AT A p
YTy T
s o F
80 [8,70] 81 [8,52] 82 [9,00]
— H
& & 4
\/\@\ ) \/\©\ \/\@\ .
N" O N/H o N O

83 [8,70] 84 [9,15] 85 [8,70]

VY &YT\QQ)A @YT\Q*);)L

86 [9,15] 87 [8,52] [8,70]

“Quadro 1, conclusdo”



39

89 [8,70] 90 [8,70] 91 [9,10]
\N
/O\@\ /I\O\@\
o vt o
D O T v
N N N ¥z I—‘i ?

92 [9,05] 93 [9,00] 94 [8,52]

_H
N-H o I "
H N~o N‘ A N~
NTS N~ { N~ N H
g;‘ N Fw Q% F
°© F
95 [9,00] 96 [8,70]

4.2 Calculo de ancoramento molecular (docking)

Com a finalidade de se obter a conformacgdo inicial dos compostos da
Tabela 1, necessaria para os estudos de ancoramento molecular, suas estruturas
tridimensionais foram construidas no programa HyperChem Release 7.03
(HYPERCHEM, 2002), a geometria foi otimizada, usando-se MM+ como
campo de forga (ALLINGER, 1977) e foram realizados os calculos das cargas

parciais atdmicas através do método semiempirico AM1 (DEWAR et al., 1985).
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As coordenadas da estrutura cristalografica da enzima Btk utilizada
foram obtidas a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB) (BERMAN
et al., 2000), cujo codigo ¢ o 30CS, ¢ a resolugdo do cristal desta proteina é de
1,8 A.

O programa utilizado para o calculo das energias do ancoramento
molecular foi o Molegro Virtual Docker (MVD) (THOMSEN; CHRISTENSEN,
2006), sendo que este permite determinar a conformac¢fo mais provavel de
interagdo do ligante com uma macromolécula. As estruturas tridimensionais dos
compostos previamente minimizadas foram transferidas para o programa MVD e
cada inibidor foi ancorado ao sitio ativo da enzima Btk (Figura 5), utilizando
como referéncia o composto 4-terc-butil-N-[2-metil-3-(4-metil-6-{[4-(morfolin-
4-ilcarbonil)fenil] amino} -5-0xi-4,5-dihidropirazin-2-il)fenil|benzamida
(CGI1746) (Figura 7), por possuir uma estrutura quimica muito similar a dos
compostos estudados. Nao foi adicionada flexibilidade aos residuos de
aminoacidos do sitio ativo, pois a cavidade da Btk & extensa e os compostos
possuem uma liberdade conformacional consideravelmente grande. Estes dois

fatores iriam atrapalhar na escolha da conformacéo.
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Figura 5 Estrutura tercidria da Btk obtida do PDB (cédigo 30CS). As a-
hélices estdo representadas em vermelho, as folhas-f em azul e o sitio

ativo em verde

4.3 QSAR-4D

A abordagem QSAR-4D pode ser aplicada para a andlise independente
do receptor (IR) ou dependente do receptor (DR). Na primeira, ou a geometria
do receptor ndo esta disponivel ou esta ndo ¢ utilizada na analise de QSAR-4D
devido a incerteza na geometria do receptor ¢ / ou o modo de ligacdo. Em
contraste, na andlise de QSAR-4D DR, a geometria do receptor (ou alvo
molecular) disponivel € utilizada. Além disso, os modelos de QSAR-4D DR

podem "capturar" a existéncia de interagdes especificas pelo ajuste induzido
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entre o sitio ativo da enzima e cada inibidor especifico (SANTOS;

HOPFINGER, 2006). A abordagem QSAR-4D DR foi aplicada neste estudo.

4.3.1 Grupos teste e treinamento

Os modelos de QSAR-4D foram desenvolvidos utilizando um conjunto
de 71 compostos (em negrito na Tabela 1), denominados de conjunto de
treinamento, ¢ validados externamente utilizando um conjunto de 25 compostos,
o conjunto de teste (em italico na Tabela 1).

Os valores de ICsyp dos 96 compostos expressos em pM foram
convertidos para unidade molar e entdo transformados para -log ICsy (pICso).
Isto altera uma faixa ampla de valores em ICsy para uma estreita faixa em pICsy,
viando a interpretacdo das andlises de QSAR. A divisdo entre compostos do
conjunto de treinamento e de teste foi feita separando-se os compostos
nicotinamidicos, estruturalmente relacionados, em sete subgrupos de acordo com
faixas de valores de atividade biologica. Aproximadamente, 25% dos compostos
de cada subgrupo foram randomicamente selecionados para compor o conjunto
de teste (em italico) (Quadro 1), j& os remanescentes correspondem ao conjunto
de treinamento (em negrito) (Quadro 1). Os subgrupos I, I, III, IV, V, VI e VII
correspondem aos compostos com valores de pICs, entre 4,50-5,50; 5,51-6,00;
6,01-6,50; 7,51-8,00; 8,01-8,50; 8,51-9,00 e 9,01-9,70, respectivamente.

A faixa dos valores de plCsy (conjuntos de teste e de treinamento)
abrange pelo menos cinco ordens de magnitude em unidade logaritmica (4,65 a
9,7) e os valores de atividade bioldgica apresentam uma distribuicdo regular

sobre toda a extensao.
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4.3.2 Simulac¢io de dinimica molecular

Apos avaliar os modos de interagdo de cada ligante no sitio ativo da Btk,
pela metodologia de ancoramento molecular, a melhor conformagido de cada
estrutura foi selecionada. A enzima Btk consiste em 4160 atomos, assim, a
demanda computacional exigida pela simulagdo por dindmica molecular para
todos os 96 complexos proteina-ligante seria muito grande. Entdo a técnica
baseada no corte da enzima em um raio de cerca de 5 A ao redor do ligante
CGI1746 foi empregada. A estrutura obtida foram adicionados os 4tomos de
hidrogénio correspondentes, a fim de manter a integridade geométrica do
receptor. Desta forma, esses 96 complexos resultantes foram submetidos ao
processo de simulacdo da dindmica molecular (SDM), para gerar um perfil de
amostragem conformacional (CEP, do inglés Conformational Ensemble Profile),
para cada inibidor. A quarta dimensdo na metodologia de QSAR-4D
corresponde a amostragem conformacional, em fun¢do do tempo de simulagdo
de dindmica molecular (SDM). Essa amostragem conformacional corresponde a
um conjunto estatisticamente representativo de conformagdes distintas de baixa
energia (4D-QSAR..., 1997; HOPFINGER et al., 1997).

O processo de SDM foi executado usando o pacote MOLSIM
(DOHERTY, 1997), incluso no programa QSAR-4D com campo de forca MM2
(ALLINGER; BURKERT, 1982; WEINER et al, 1986), que inclui
parametrizagdes descritas por Hopfinger e Pearlstein (1984). O tempo de
simulacdo da dindmica molecular é o produto do nimero de periodos de
simulag@o pelo tempo de duracdo de cada periodo. O tempo total da simulagao
foi de 100 ps, integrada em intervalos de 0,001ps. A temperatura para cada SDM
foi de 300K.

Os calculos de dindmica foram executados, aplicando-se a constante
dielétrica da agua no intuito de tentar modelar o efeito de solvatagdo na auséncia

do solvente explicito. Adicionalmente, todos os residuos de aminoacidos
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selecionados foram fixados para prevenir uma grande mudanga conformacional
dos complexos, o que poderia resultar em conformagdes estericamente

proibidas.

4.3.3 Defini¢cao do alinhamento

O alinhamento é a maneira pela qual os compostos do conjunto de
treinamento sdo comparados. A qualidade do modelo gerado depende do
alinhamento testado, sendo assim, esta é considerada uma das ectapas mais
importantes na metodologia de QSAR-4D. Como os compostos nicotinamidicos
sdo congéneres, podemos assumir que eles iro apresentar 0 mesmo mecanismo
de inibi¢do no sitio ativo da Btk (ROMEIRO et al., 2005).

Em geral, os alinhamentos sdo escolhidos de modo a abranger uma
estrutura em comum dos compostos dos grupos treinamento e teste.
Alinhamentos usando atomos da direita, esquerda e do meio, ou que usam
atomos que abrangem toda a regido similar dos ligantes devem ser usados para
garantir um bom alinhamento (OLIVEIRA; RAMALHO; CUNHA, 2009;
ROMEIRO et al., 2005).

A ordem dos atomos escolhidos para cada alinhamento ¢ importante, ja
que durante o procedimento o primeiro atomo selecionado € posicionado na
origem dos trés eixos cartesianos e a molécula ¢ girada de modo que o segundo
atomo se posicione no eixo X, e o terceiro se posicione no eixo y (HOPFINGER
et al., 1997).

Para os trés alinhamentos realizados foram escolhidos atomos do
carbono-alfa (C,) da proteina (Tabela 1) ja que estes sdo comuns a todos os

complexos e abrangem a estrutura dos compostos estudados.
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Tabela 1 Alinhamentos testados ¢ os atomos de C, da proteina selecionados
para o alinhamento dos complexos. O composto 59 esta representado

em cinza escuro

Alinhamento Cq
1 Met477/Tyrd76/Tyr551
2 Tyr551/Metd77/Tyrd76
3 Met477/Tyrd76/Ser543
Met 477
~
- \
’ b Tyr 55
o Ser543
I Tyr 476

4.3.4 Definicdo do tamanho das células

Um perfil de amostragem conformacional (CEP, do inglés
Conformational Ensemble Profile), para cada composto foi obtido através da
simulagdo de dindmica molecular e, em seguida, este conjunto de distintas
conformagdes (500) foi inserido dentro de uma caixa tridimensional virtual. A
caixa ¢ composta por células cubicas que podem ter dimensdes variadas. Quanto
menor o tamanho da célula, mais refinados serdo os modelos, entretanto, o
tempo de andlise aumenta devido ao maior niimero de variaveis geradas. Para

cada um dos trés alinhamentos foram utilizadas células de 2,0A e 5,0A de aresta.



4.3.5 Definicao dos elementos de interacio farmacoférica

De acordo com a metodologia de QSAR-4D (HOPFINGER et al., 1997),
os atomos de cada molécula sdo classificados em sete tipos de elementos de
interagdo farmacoforica (IPE, do inglés Interaction Pharmacophore Elements), e
correspondem aos tipos de interagdes especificas que podem ocorrer no sitio
ativo ¢ estdo relacionados com os grupos farmacoforicos. A Tabela 2 relaciona

os seis tipos de IPEs utilizados neste trabalho.

Tabela 2 Definicdo dos elementos de interagdo farmacoforica, IPEs

IPEs Definicéo Cédigo
1 intera¢@o ndo polar np
2 interag@o polar positiva pt+
3 interagdo polar negativa p-
4 aceptor de ligacdo hidrogénio alh
5 doador de ligagdo hidrogénio dlh
6 sistema aromatico ar

A frequéncia de ocupagdo de cada célula da caixa, por cada tipo de
IPE, € registrada ao longo das conformagdes geradas na SDM e forma o
conjunto de descritores de ocupagdo da célula (GCOD, Grid Cell Occupancy
Descriptor), que s3o as varidveis independentes usadas na construgdo dos

modelos de QSAR-4D.

4.3.6 Pré-tratamento dos descritores (GCODs)

A andlise de QSAR-4D gera um enorme numero de varidveis (os
descritores), devido ao grande numero de IPEs e células da caixa utilizados.

Além disso, existe a possibilidade de haver descritores altamente
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correlacionados o que dificulta a interpretacio e validacdo dos modelos (PAN;
TSENG; HOPFINGER, 2003; PITA et al., 2012).

A fim de reduzir o numero de variaveis independentes (GCODs) e
melhorar a qualidade dos GCODs, eliminando os indesejados, efetuaram-se dois
tipos de pretratamento do banco de dados, antes da etapa de geracdo dos
modelos (equagdes). No primeiro foi usado o método de regressdo dos minimos
quadrados parciais (PLS, do inglés Partial Least Squares) (CRAMER et al.,
1988; CUNHA et al., 2006), a fim de identificar ¢ selecionar os GCODs de
maior contribui¢do (peso) para a varia¢do da atividade bioldgica. No segundo
tipo de pretratamento, empregamos dois critérios para a exclusdo de varidveis:
no primeiro, os GCODs que apresentavam valor de ocupancia igual a zero
(variancia gual a zero) para todos os compostos foram eliminados; e no segundo,
0os GCODs, que apresentaram valores de ocupacdo diferente de zero em dez
compostos ou menos, foram excluidos, descartando assim, GCODs pouco

representativos em fun¢@o do niimero de compostos.

4.3.7 Obtencio dos modelos de QSAR-4D

Os GCODs selecionados foram processados em conjunto com os valores
de atividade bioldgica (varidvel dependente), utilizando uma metodologia que
combina algoritmos genéticos (GA, do inglés Genetic Algorithm) (JIN, 1994;
ROGERS, 1994) e minimos quadrados parciais (PLS, do inglés Partial Least
Squares), denominada de aproximagio da fung@o genética (GFA, do inglés
Genetic  Function  Approximation) (ROGERS; HOPFINGER, 1994),
implementada no programa 4D-QSAR (HOPFINGER et al., 1997). No GFA, os
modelos iniciais sdo criados pela sele¢do randomica dos GCODs do conjunto de
treinamento, gerando uma populagio de modelos. Modelos acurados sio
produzidos por operagdes de cruzamento (crossover) e mutacdo (mutation),

recombinando os termos dos melhores modelos. A grande vantagem do GFA ¢ a
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constru¢do e otimizagdo de multiplos modelos, ao invés da otimizagdo de apenas
um unico modelo (CUNHA et al.,, 2006; ROGERS; HOPFINGER, 1994;
ROMEIRO et al., 2005).

Os calculos de GA-PLS foram iniciados com 10000 modelos (equagdes)
gerados randomicamente, cada um contendo inicialmente quinze variaveis
(GCODs), com uma taxa de probabilidade de mutagdo de 100%. Um niimero
maximo de sete componentes foi usado e o crossover variado entre 10000 ¢
500000. O smoothing factor, que controla o nimero de descritores (GCODs) nos
modelos de QSAR, foi variado de 1,0 a 3,0, no intuito de se obter equagdes com
no maximo quatorze termos. Equagdes com mais de quatorze termos
possivelmente provocard um superajuste (overfitting) nos dados, pois o nimero
maximo de termos pode ser definido pelo nimero de compostos utilizado no
conjunto de treinamento, dividido por 5 (KUBINYI, 1993).

Os melhores modelos resultantes de cada alinhamento testado no estudo
de QSAR-4D foram ordenados pelo valor do fator de desajuste (LOF, do inglés
lack-of-fit) de Friedman (KARKI; KULKARNI, 2001), que ¢ a medida dos
minimos quadrados penalizados; quando dois métodos t€ém o mesmo erro de
minimos quadrados, aquele que possuir o menor nimero de termos serd

escolhido (ROGERS; HOPFINGER, 1994).

4.3.8 Validacio interna dos modelos

Os melhores modelos obtidos por GA-PLS foram submetidos a
validagdo interna (validacdo cruzada). A técnica de validacdo interna utilizada
no programa 4D-QSAR ¢é denominada de ‘“leave-one-out cross-validation”
(LOO-cv, q°), e consiste na exclusio de um composto do conjunto de
treinamento por vez, e os coeficientes da equagdo sdo recalculados com base nos
compostos remanescentes (n-1); a nova equagdo obtida ¢ usada para prever a

atividade do composto que foi excluido. Quando todos os compostos forem
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eliminados uma vez, ¢ gerado o indice estatistico coeficiente de correlagdo
quadratico da validagdo cruzada, q* (KUBINYI, 1993; SELASSIE, 2003).

Os valores de q2 devem ser transformados em qzajustado, demonstrado pela
Equagdo 4, que permite a comparag@o entre modelos com mimero diferente de
variaveis (LIVINGSTONE, 1995).

2 _ 1-(1-¢?
qajustado - n—1 “)
n—p

Nesta equagdo q corresponde ao quadrado do coeficiente de correlagio

apods a validag@o cruzada, n corresponde ao numero de compostos do conjunto

de treinamento e p corresponde & quantidade de varidveis do modelo.

4.3.9 Validagio externa dos modelos

O melhor modelo de QSAR-4D obtido foi submetido a wvalidagdo
externa, usando o conjunto de teste contendo vinte e cinco compostos que nao
foram incluidos no desenvolvimento dos modelos de QSAR-4D. Este processo
verificard a capacidade do modelo de predizer a atividade bioldgica de

moléculas congéneres.

4.3.10 Identificaciio dos compostos outliers

Os compostos que ndo foram bem preditos pela equacdo (outliers), no
método de QSAR-4D, sdo identificados, a partir da observagdo dos valores
residuais calculados para os compostos do conjunto de treinamento e do
conjunto de teste. Neste trabalho, os outliers foram definidos como sendo os
compostos cujos valores modulares da diferenca entre o pICs, predito e o pICs,
experimental sejam maiores do que o dobro do desvio padrdo desses residuos

(HOPFINGER et al., 1997).
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4.3.11 Selecio da conformacio “representativa”

Objetivou-se, nesta etapa,predizer uma conformagio de cada composto,
utilizando as conformag¢des de menor energia do perfil da amostragem
conformacional (CEP). A metodologia de QSAR-4D assume que esta seria a
conformagdo que maximiza a poténcia do composto no modelo selecionado.
Somente conformag¢des termodinamicamente acessiveis serdo consideradas. Um
critério ¢ utilizar todas as conformagdes de cada composto, dentro de um
intervalo de energia (AE). A conformacio foi selecionada dentro de uma faixa
de 5 kcal.mol” da conformagio de menor energia, que maximiza a atividade

bioldgica (HOPFINGER et al., 1997).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ancoramento molecular

Um algoritmo de predi¢do da cavidade, baseado em uma grade
tridimensional foi usado para gerar os potenciais sitios de ligagdo da enzima Btk,
por meio do programa MVD. O volume da cavidade obtida foi de 291,84 A,

demonstrado na Figura 6.

Figura 6 Cavidade da enzima BTK ilustrada em verde
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Os compostos nicotinamidicos foram ancorados no sitio ativo da enzima
Btk. A melhor conformagio de cada ligante foi selecionada de acordo com sua
posi¢do no sitio ativo, sendo que a conformagio escolhida, para cada um dos
inibidores, foi aquela que possuia o maior grau de similaridade espacial com o

ligante CGI1746 que se encontrava cristalizado na proteina obtida do PDB como

codigo 30CS (Figura 7).
O
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Figura 7 Estrutura do ligante 4-terc-butil-N-[2-metil-3-(4-metil-6-{[4-
(morfolin-4-ilcarbonil)fenil] amino}  -5-oxi-4,5-dihidropirazin-2-

iDfenil]benzamida (CGI1746) que foi obtido do PDB (c6digo 30CS)

Os resultados tedricos obtidos do ancoramento molecular foram
avaliados e comparados com base nos resultados experimentais descritos por
Delucca et al. (2010).

As conformagdes escolhidas foram utilizadas para a andlise das
interagdes com os residuos de aminoacidos do sitio ativo. Para avaliar melhor os
fatores mais relevantes para a poténcia dos compostos, os seguintes parametros

foram calculados: (a) energia de ligagdo de hidrogénio entre o ligante e a
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proteina (Erign); (b) energia intramolecular do ligante (Einw); (c) energia
eletrostatica com raio < 4,5 A entre a proteina e o ligante (Egy); (d) energia
eletrostdtica com raio > 4,5 A entre a proteina e o ligante (Egjerone); € (€) energia
de impedimento espacial entre a proteina e o ligante (Egy). Foi realizada uma
regressdo linear multipla para correlacionar os valores dos termos de energia

independentes com os valores de pICsyatravés da seguinte equacio:

plCsp = C + CEggt + CoEinga + C3Evign + CaEgie + CsEgietiong Q)

em que C, C;, C, C;, C4 e Cs sdo os coeficientes obtidos da regressdo

multivariada:

pICso = 0,82 — 0,05Ekgy; - 0,04E 12 + 0,00E ;g + 0,04Eg 1 +0,34EE1ciong
(6)

O valor de R? (coeficiente de determinacio) obtido foi de
aproximadamente 0,80. Um R maior do que 0,7 indica que houve uma alta
correlag@o entre os dados (HOPFINGER et al., 1997). Isso sugere que o modelo
de ancoramento molecular obtido ¢ satisfatorio para avaliar o modo de interagdo
dos 96 ligantes com a enzima Btk. A Equagdo 6 foi estabelecida com os 96
compostos utilizados. Nesta equacdo, os valores negativos dos coeficientes
representam uma maior estabilidade dos complexos, e favorecem para o
aumento na poténcia dos compostos. Ja os coeficientes positivos correspondem
as interacdes desfavoraveis entre o ligante e os residuos de aminoécidos do sitio
ativo da enzima, sendo assim, essas interagdes fazem com que a poténcia dos
compostos diminua.

Verifica-se que o termo Egg tem grande peso na poténcia dos compostos,

visto que apresenta o coeficiente de regressdo com valor mais negativo, -0,05
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(Eq.6). Assim, para que os compostos aumentem sua poténcia inibitoria ¢é
desejavel que o fator estérico seja o mais estavel possivel, ou seja, possua um
valor baixo de Egg. O inibidor 14 apresenta um valor de energia de impedimento
espacial menor dentre os 96 compostos estudados. Embora o inibidor 59 seja o
mais potente desta série, ele ndo apresenta um valor de Egg tdo estavel quanto o
da molécula 14 (Tabela 3). Isto ocorre, provavelmente, devido ao fato de o
inibidor 14 preencher uma por¢do maior do “bolsdo H3” na Btk. A Figura 8
ilustra as conformag¢des dos inibidores 14 e 59 ancoradas na Btk. A Figura 9
representa as conformac¢des de ancoramento para as moléculas 65, 75 e 59,
respectivamente, em comparacdo com a molécula 14, e suas ocupacdes no
bolsdo H3 da Btk. Podemos perceber que o inibidor 75 ndo ocupa o bolsdo de
especificidade na Btk, e assim, possui o valor de Egy menos estavel, enquanto
que o inibidor 14 possui o valor de Egy mais estavel, e ¢ o composto que melhor
preenche esse bolsdo. O inibidor 65 também ocupa uma por¢do do bolsdo H3 um
pouco maior do que o inibidor 59, e entdo, apresenta um valor mais estavel de
Erg. Visto que a contribuicdo do efeito estérico ¢ um dos fatores que mais
influencia para o aumento na poténcia dos compostos, a ocupagdo do “bolsdo
H3” é um fator relevante para a efetividade dos inibidores. Isso reforca a idéia
de Di Paolo et al. (2011) de que os inibidores que interagem e estabilizam esse

bolsdo de especificidade, bloqueiam a fosforilagdo do loop de ativacdo da Btk.
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Tabela 3 Valores de pICsy experimentais e de energia de impedimento espacial
(kcal.mol™) obtidos do ancoramento com a enzima Btk para as

moléculas 14, 59, 65, ¢ 75

Compostos pICso(M) Egst
14 9,05 -190,75
59 9,70 -165,92
65 9,10 -182,46
75 4,66 -81,79

Figura 8 A figura ilustra a superficie eletrostatica da Btk e os inibidores 14

(em verde) e 59 (em amarelo), na conformacgdo de ancoramento

Nota: Em vermelho, sdo representadas as regides eletrostaticas negativas, e em azul, as
regides eletrostaticas positivas. Os residuos de aminoacidos mostrados pertencem
ao “bolsdo H3”.
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Figura 9 A figura ilustra o bolsdo H3 na Btk e os inibidores: A) 14 (em verde)
e 65 (em amarelo); B) 14 (em verde) e 75 (em amarelo); C) 14 (em

verde) e 59 (em amarelo), ancorados no sitio ativo da enzima

Outro fator importante para o aumento na poténcia dos inibidores é a
En, ja que possui um coeficiente de regressdo de -0,04 (Eq. 6). Assim, os
valores mais baixos de Ej,,, correspondem a valores de energia mais estaveis.
Dentre os 96 compostos analisados, as moléculas 36, 59, 60 ¢ 80 sdo as que
possuem os valores de Ej,, mais baixos (Tabela 4). Verifica-se que todas elas
possuem um atomo de fluor no anel de nicotinamida, e este elemento
eletronegativo esta localizado préximo ao atomo de nitrogénio da piperidina,
como ilustrado na Figura 10. Ja as moléculas 12 e 52 sdo as que possuem o0s
valores de Ej, menos estaveis; elas ndo possuem o adtomo de fliior nessa
posicdo. A molécula 14 também ndo possui um atomo eletronegativo nesse local
e, assim, apresenta um valor de energia de interacdo intramolecular pouco
estavel. Possivelmente, a presenca do dtomo de fluor eletronegativo proximo ao

atomo de nitrogénio esteja contribuindo para uma interacdo -eletrostatica
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intramolecular nas moléculas que apresentam os valores mais estaveis de Ejy, A

molécula 59 é a mais potente ¢ possui um valor de Ey,, bastante estavel.

Figura 10 Ilustracdo da conformacgdo de ancoramento da molécula 59. O atomo
de flior no anel de nicotinamida e o atomo de nitrogénio da

piperidina estdo marcados em verde

Tabela 4 Valores de plCsp experimentais e de energia de interacdo
intramolecular (kcal.mol™) obtidos do ancoramento com a enzima

Btk para as moléculas 12, 14, 36, 52, 59, 60, ¢ 80

Compostos pICso(M) Entra
12 5,57 0,00
14 9,05 2235
36 8,52 -47,77
52 5,58 -8,32
59 9,70 -46,59
60 7,70 -46,70

80 8,70 47,66
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O fator Egienong tem um grande peso na poténcia dos compostos, pois
apresenta um coeficiente de determinagéo de 0,34 (Eq.6). Coeficientes positivos
correspondem a interagdes desfavoraveis entre o ligante e os residuos de
aminoacidos do sitio ativo da Btk, resultando em um decréscimo na poténcia dos
compostos. Os inibidores 24 ¢ 70 (Tabela 5), por exemplo, possuem baixos
valores de poténcia inibitoria e apresentaram também, baixos valores de Egieiong,
demonstrando uma boa concordincia com os resultados observados
experimentalmente. J4 as moléculas 58, 60 ¢ 61 (Tabela 5) possuem valores
maiores de Egieiong, deste modo, o fator interagdo eletrostatica a longa distancia
(com raio > 4,5A entre a proteina e o ligante) para esses inibidores, nio contribui
muito para a diminuicdo de suas poténcias. O inibidor 59 também possui um

valor de Egeong maior, € este apresenta a maior atividade experimental.

Tabela 5 Valores de pICs, experimentais e de energia de interag@o eletrostatica
com raio > 4,5 A entre a proteina e o ligante (kcal.mol™) obtidos do

ancoramento com a enzima Btk para as moléculas 24, 58, 59, 60, 61,

e 70
Compostos pICsy(M) EgietLong
24 6,11 -4,47
58 9,00 -0,10
59 9,70 -1,47
60 7,70 0,00
61 8,52 -0,16
70 6,14 -4,32

O fator Eg possui um coeficiente positivo de regressio com menor

magnitude do que o fator Egiewone. J4 para o fator Eijn nido foi observada
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influéncia para o aumento na poténcia dos inibidores, pois apresentou um

coeficiente de 0,00.

5.2 QSAR-4D

A metodologia QSAR-4D dependente do receptor foi aplicada para os
96 complexos ligante-receptor, considerando as conformacgdes dos ligantes
obtidas do ancoramento molecular e a estrutura cristalografica da enzima Btk em

um raio de corte com cerca de 5 A ao redor do ligante CGI1746 (Figura 11).

Figura 11 Imagem ilustrativa do corte realizado na enzima Btk (codigo 30CS)
ao redor do ligante CGI1746, a fim de selecionar os residuos de
aminoacidos a serem utilizados na metodologia QSAR-4D DR para

0s 96 compostos

5.3 Selec¢do do melhor alinhamento de QSAR-4D

Durante o estudo de QSAR-4D, o espago conformacional de cada um

dos complexos foi avaliado por simulagdes de dindmica molecular, mantendo-se
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fixos os atomos de toda a estrutura proteica selecionada. Esta etapa teve por
finalidade gerar um perfil de amostragem conformacional, produzindo 500
conformagdes para cada composto. Seis tipos de atomos foram utilizados para
definir os elementos de interagdo farmacofdrica (IPEs): np (1), p+ (2), p- (3), alh
(4), dlh (5) e ar (6). As conformagdes de cada um dos complexos foram
alinhadas de trés formas diferentes, usando dois tamanhos de células cubicas

(Tabela 6):

Tabela 6 Alinhamentos testados no QSAR-4D DR para a Btk

Alinhamento C, Tamanho das células

cuibicas (A)

la Metd77/Tyr476/Tyr551 2,0
1b Metd77/Tyr476/Tyr551 5,0
2a Tyr551/Met477/Tyrd76 2,0
2b Tyr551/Met477/Tyrd76 5,0
3a Metd77/Tyr476/Ser543 2,0
3b Metd77/Tyr476/Ser543 5,0

Os modelos de QSAR-4D foram obtidos utilizando uma metodologia
que combina algoritmos genéticos (GA) e minimos quadrados parciais (PLS),
implementados no programa 4D-QSAR.

Para evitar um superajuste (overfitting) nos dados admite-se que o
modelo encontrado possua equagdes com no maximo quatorze termos. Entdo os
modelos selecionados dos diversos alinhamentos contém no maximo dez termos.

Na escolha do melhor alinhamento, levaram-se em consideragdo os
pardmetros estatisticos R*> (coeficiente de determinagdo) e, principalmente o
qzajumd0 (coeficiente de correlagdo linear quadratico ajustado da validagdo

cruzada), que compara a capacidade preditiva do modelo. Para serem
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considerados de boa capacidade preditiva, os modelos devem apresentar valores
de q° maior que 0,5 (KUBINYI, 1993). O valor de qzajustado ¢ considerado o
indice mais adequado para comparar modelos de QSAR, quando estes
apresentam nimeros de termos diferentes.

Na Tabela 7, sdo apresentados os valores de R?, q2, qzajustado, LSE (do
inglés Least Equares Error) que é o erro dos minimos quadrados, ¢ LOF (do
inglés lack-of-fit) que é o valor do fator de desajuste de Friedman, para os trés
alinhamentos testados com 2,0 A e 5,0 A de aresta. Todos os alinhamentos
analisados possuem valores de R? maiores que 0,7 ¢ qzajus[ado maiores que 0,5.

O alinhamento /a foi selecionado para uma andlise mais detalhada, ja
que foi considerado o melhor alinhamento, por possuir o maior valor de qzajustado

(0,67) e de R?(0,74) (Tabela 7).

Tabela 7 Valores estatisticos para os diferentes alinhamentos analisados

Grid cell

Alinhamento size ( A) R’ q2 qzajustado LSE LOF
la 2,0 0,74 0,70 0,67 0,56 1,08
1b 5,0 0,71 0,66 0,62 0,62 1,02
2a 2,0 0,70 0,64 0,60 0,65 1,45
2b 5,0 0,72 0,61 0,58 0,61 0,98
3a 2,0 0,71 0,62 0,59 0,62 1,31
3b 5,0 0,71 0,64 0,60 0,63 1,22

A fim de verificar se 0 Modelo 1 apresenta o mesmo tipo de informagio
estrutura-atividade, foi calculada a matriz de correlagdo cruzada entre os valores

de ocupagio das células (GCODs) (Tabela 8).
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Tabela 8 Matriz de correlagdo cruzada dos GCODs do melhor modelo do

alinhamento /a

GCOD 09,0 280 42-3 041 51-3 1,72 071 051 33,2
(ar) (np) (hba) (p-) (np) (hba) (hba) (p-) (np)

09,0 1,00

(ar)

280 0,116 1,00

(np)

42,-3 -0,03 -0,07 1,00

(hba)

04,1 -0,05 -004 -004 1,00

(p-)

51,-3 -0,01 -0,02 020 -0,15 1,00

(np)

1,72 -0,08 -0,08 0,16 028 -0,09 1,00
(hba)

0,71 -0,10 -0,06 0,10 -0,02 -0,13 -0,14 1,00
(hba)

051 -0,11 022 0,04 0,16 006 -0,05 -002 1,00
(p-)

3,3-2 0,04 -011 0,00 007 -0,12 0,14 0,03 -021 1,00
(np)

Pode-se verificar que nenhum par de descritor do modelo selecionado
estad correlacionado, pois apresentam r<0,5. Deste modo, os descritores nio estio
influenciando uns aos outros, e cada descritor contribui de forma unica para a

construcdo de modelos robustos de QSAR-4D DR (KUBINYI, 1993).
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5.4 Identificacao dos outliers

Na Tabela 9, estdo relacionados os valores de atividade biologica
experimentais (PICsoexperimental), 0S Valores de atividade biologica calculados
(PICsopredito), utilizando a equag¢@o do modelo escolhido no alinhamentos /a, e os
respectivos valores residuais.

O Grafico 1 apresenta os valores de plCso experimentais versus pICsy
preditos para os compostos do conjunto de treinamento.

Neste trabalho, foram considerados como outliers 0s compostos com
valor residual duas vezes superior ao valor de desvio padrdo dos residuos
(PICsoexp - PICsoprea) (CUNHA et al, 2006; HOPFINGER et al, 1997;
KUBINYI, 1993). O desvio padrdo (DP) para o conjunto de treinamento foi de
0,79. Portanto, o modelo tem apenas um composto do conjunto de treinamento

considerado um outlier, o composto 31.

10 -

. P\
000

2 . *e
|
4 | | . T T .
4 5 6 7 8 9 10

pICSOexperimental

Grafico 1 Valores de pICsy experimentais versus preditos do conjunto de
treinamento usando o melhor modelo de QSAR-4D-DR do

alinhamento /a
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O conjunto de teste, constituido por 25 compostos (italico na Tabela 9),
por defini¢do, ndo participa da construgcdo dos modelos e, assim, o calculo da
atividade predita para estes compostos utilizando o Modelo 1, corresponde a um
processo de validagdo externa.

Os compostos outliers do grupo de teste foram calculados da mesma
forma: os compostos com valor residual duas vezes superior ao valor do DP. O
valor do DP encontrado para o grupo de teste foi de 0,64 ¢ apenas a molécula 2

foi considerada um outlier no conjunto de teste.

Tabela 9 Valores de plCs, experimentais e preditos e valores residuais
(PICsopredito = PICsexperimental) para os compostos do conjunto de

treinamento (negrito) e o do conjunto de teste (italico)

Composto® pICsy Experimental pICs Predito Valores residuais
1 5,74 6,25 0,50
2 8,15 6,38 -1,77
3 6,06 6,61 0,55
4 9,00 9,02 0,02
5 5,85 5,89 0,04
6 6,12 6,17 0,05
7 5,68 6,95 1,27
8 6,13 6,56 0,42
9 6,00 5,33 -0,67
10 5,85 6,28 0,42
11 5,82 6,24 0,41
12 5,57 5,39 -0,17
13 5,74 6,86 1,12
14 9,05 7,60 -1,44
15 8,00 8,86 0,86
16 8,15 8,04 -0,11

17 5,77 6,24 0,47
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Composto® pICsy Experimental pICs Predito Valores residuais
18 4,92 6,13 1,21
19 5,82 6,31 0,49
20 5,89 5,25 -0,64
21 6,06 6,10 0,05
22 5,74 6,61 0,87
23 6,11 6,45 0,34
24 6,11 6,45 0,34
25 6,12 6,63 0,51
26 6,05 6,00 -0,04
27 5,54 6,53 0,99
28 5,70 5,72 0,02
29 8,40 7,63 -0,76
30 8,40 7,63 -0,77

31 8,05 6,15 -1,90
32 5,16 5,79 0,63
33 5,49 5,49 -0,01
34 6,00 6,10 0,10
35 8,70 8,28 -0,42
36 8,52 8,38 -0,14
37 8,00 7,84 -0,15
38 8,40 8,96 0,56
39 7,70 8,46 0,76
40 7,52 8,36 0,84
41 9,00 8,17 -0,83
42 9,00 8,38 -0,62

43 8,70 7,13 -1,57
44 8,70 9,19 0,49
45 9,00 9,45 0,45
46 8,70 8,50 -0,20
47 7,70 6,50 -1,20
48 6,13 6,62 0,49
49 5,89 5,59 -0,30
50 5,66 5,65 -0,01
51 6,13 7,29 1,16
52 5,58 4,89 -0,69
53 9,10 8,94 -0,15
54 5,37 6,63 1,27
55 9,22 7,81 -1,41
56 7,70 8,85 1,15
57 6,70 8,07 1,37
58 9,00 8,49 -0,51
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Composto® pICsy Experimental pICs Predito Valores residuais
59 9,70 8,81 -0,89
60 7,70 8,19 0,50
61 8,52 8,18 -0,34
62 8,70 9,50 0,80
63 9,00 7,99 -1,00
64 9,15 8,63 -0,53
65 9,22 9,74 0,51
66 9,00 8,93 -0,07
67 8,15 8,32 0,16
68 8,70 8,73 0,04
69 9,10 8,37 -0,72
70 6,14 6,73 0,59
71 8,70 9,56 0,87
72 5,43 6,81 1,37
73 5,80 6,96 1,16
74 6,00 6,12 0,12
75 4,66 5,47 0,82
76 6,01 6,07 0,06
77 5,96 5,62 -0,34
78 5,92 5,98 0,06
79 9,05 8,50 -0,54
80 8,70 7,25 -1,45
81 8,52 8,26 -0,27
82 9,00 8,44 -0,56
83 8,70 8,04 -0,65
84 9,15 9,34 0,18
85 8,70 8,60 -0,10
86 9,15 8,10 -1,05
87 8,52 8,79 0,27
88 8,70 8,90 0,20
89 8,70 8,11 -0,59
90 8,70 8,31 -0,38
91 9,10 9,36 0,26
92 9,05 9,11 0,06
93 9,00 8,36 -0,64
94 8,52 8,73 0,21
95 9,00 8,50 -0,49
96 8,670 7,34 -1,36

a. Compostos outliers estdo sublinhados.
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O composto 31 do conjunto de treinamento, e o composto 2 do conjunto
de teste foram calculados como sendo menos potentes do que realmente sdo.
Acredita-se que o motivo de o composto 31 ser um outlier pode ser devido a sua
estrutura quimica na por¢do final da Btk (etanona-piperazinil) ser diferente de
todas as outras moléculas do grupo de treinamento, e assim, o modelo ndo foi
capaz de prever sua atividade por ndo existir células da caixa para descrever esse
substituinte nessa posi¢do. Além disso, o inibidor 31 ainda apresenta um
grupamento dimetilbenzeno na regido do bolsdo H3 da Btk, que so6 esta presente
(além da molécula 31) na molécula 20 do conjunto de treinamento. Visto que o
inibidor 20 possui um valor menor de pICsy do que a molécula 31, o modelo
pode ter se baseado nesta estrutura para prever a atividade da molécula 31,
fazendo com que esta fosse predita como menos potente do que realmente € .

O composto 2 (grupo teste) provavelmente foi considerado um outlier,
devido a sua ocupacdo no bolsdo H3 por um grupamento metil-tiazol que
encontra-se presente apenas na molécula 24 do conjunto de treinamento. Como
esta molécula possui um valor de pICs, baixo, a comparagdo dos valores de
atividade entre a molécula 2 e a 24 levou a um valor subestimado de atividade

predita para a molécula 2.

5.4.1 Analise do alinhamento Za

O melhor modelo do alinhamento /a (Modelo 1) gerou 9 descritores
(GCODs), sendo que sete apresentaram coeficiente positivo, (0,9,0,ar), (4,2,-
3,alh), (0,4,1,p-), (5,1,-3,np), (1,7,2,alh), (0,7,1,alh), (0,5,1,p-), e correspondem a
interagdes favoraveis entre os substituintes dos compostos e os residuos de
aminoacidos do sitio ativo da Btk. Assim, substituintes com as caracteristicas
selecionadas (IPEs) nessas posi¢cdes aumentam a poténcia dos compostos. Os
GCODs (2,8,0np) e (3,3,-2,np) apresentaram coeficientes negativos,

correspondendo as interagdes desfavoraveis entre os substituintes dos compostos
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e os residuos de aminoacidos da Btk. Entdo, substituintes com caracteristicas
apolares nas regides desses GCODs, diminuem a poténcia dos compostos.

A Equagdo 7 apresenta o Modelo 1 do alinhamento /a. Os niimeros
entre parénteses indicam as coordenadas cartesianas x, y e z da célula da caixa e

as letras entre parénteses indicam o tipo de IPE dos atomos que ocupam a célula.

pICsy = 6,18 + 5,21 (0,9,0,ar) — 2,92 (2,8,0,np) + 1,98 (4,2, -3, alh)
+2,50(0,4,1,p =) + 0,99 (5,1, —3,np) + 2,06 (1,7,2, alh)
+1,67 (0,7,1,alh) + 2,48 (0,5,1,p —) — 0,62 (3,3, —2,np)
n=711%=074,q% = 0,70,q%ysat0 = 0,67,LSE = 0,56,LOF = 1,07 (7)

Neste trabalho, os GCODs sdo representados por esferas. As esferas
brancas representam os GCODs com coeficientes positivos, e correspondem as
regides na molécula onde a presenca de determinados substituintes favorece para
aumentar sua poténcia, e as esferas pretas representam os GCODs com
coeficientes negativos, correspondendo as regides na molécula onde a presenca
de certo substituinte ird diminuir a poténcia dos compostos. E importante
ressaltar que os GCODs referentes a cada molécula representam a frequéncia de
ocupagdo das células, considerando todas as conformagdes de cada um dos
compostos obtidos na simulagdo por dindmica molecular. Assim, a conformagao
representada graficamente para cada composto (conformagao representativa) nao
possui, necessariamente, todos os GCODs descritos pelo modelo para a referida
molécula.

A Figura 12 ilustra o composto mais ativo (molécula 59) e os nove

descritores obtidos no Modelol do alinhamento /a.
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Figura 12 Modelo de QSAR-4D DR representativo do alinhamento /a,
mostrando o composto 59

Nota: Os residuos de aminoacidos da Btk selecionados estdo em cinza. A ocupagdo dos
GCODs representados por esferas brancas contribui para o aumento da poténcia
dos compostos e pelas esferas pretas, para a diminui¢do da poténcia. Os GCODs
descritos sdo: (1) (0,9,0,ar), (2) (0,4,1,p-), (3) (0,5,1,p-), (4) (1,7,2,alh), (5)
(2,8,0,np), (6) (0,7,1,alh), (7) (4,2,-3,alh), (8) (3,3,-2,np), ¢ (9) (5,1,-3,np).

O GCOD-1 (0,9,0,ar) (Figura 13) ¢ o descritor que mais contribui para o
aumento na poténcia dos compostos, ja que possui um coeficiente positivo de
5,21 (Eq. 7). Esta célula da caixa mostra alta frequéncia de ocupagdo para os
compostos 14 € 96 e ocupa o “bolsdo de especificidade H3” na Btk. Sabendo-se
da importancia do residuo de Tyr551 (presente no bolsdo H3) na ativacio desta
enzima, e observando a ocupagdo do GCOD-1, que ¢ representado por um IPE

do tipo aromatico, podemos inferir que este descritor representa uma interagao
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do tipo z-staking entre a por¢do aromatica de um inibidor, como o composto 14,
e o residuo de Tyr551. Di Paolo et al. (2011) ja haviam mencionado a
importdncia da ocupagdo do “bolsio H3” na Btk para o aumento de
especificidade dos compostos. Podemos ainda observar que, grande parte das
moléculas que ocupam esse bolsdo (como as moléculas 10 ¢ 43), ndo apresenta
este descritor (Tabela 10), e os maiores coeficientes sdo encontrados nas
moléculas 14 ¢ 96, que ndo sé ocupa o bolsdo H3, mais também possui uma
porgdo aromatica capaz de interagir com o importante residuo Tyr551. Assim,
sugere-se que a interagdo de um inibidor com o residuo Tyr551 seja o fator mais
relevante para o aumento na poténcia dos compostos. Deste modo, se um
inibidor interagir diretamente com o residuo de Tyr551, ele serd mais eficaz em
impedir a transfosforilagdo da Btk e, assim, ird apresentar uma maior poténcia,

quando comparado com os inibidores que simplesmente ocupam o “bolsdo H3™.
Tyr 551

F

(0]

Figura 13 Representagdo da molécula 14 e do GCOD-1 (esfera branca) obtido

do Modelol do alinhamento /a
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Tabela 10 Valores de ocupagdo percentual do GCOD-1 do Modelo 1 do
alinhamento /a do QSAR-4D DR para os compostos 10, 12, 14, 43 ¢

96
Composto Porcentagem de ocupacéo percentual da célula
da caixa do GCOD-1 (+) (0,9,0,ar)
10 0,00
14 0,18
43 0,00
59 0,00
926 0,17

Podemos observar ainda, que a molécula mais ativa desta série, 59, ¢ a
molécula mais similar ao inibidor CGI1746, composto 10, nio possuem o
descritor que mais contribui para o aumento na poténcia dos compostos.

O GCOD-2 (0,4,1,p-) (Figura 14A) possui o segundo maior coeficiente
positivo, 2,50 (Eq. 7) e, deste modo, também influencia bastante no aumento da
poténcia dos inibidores. Este descritor apresenta um IPE do tipo polar negativo,
ou seja, a presenca de substituintes eletronegativos nessa posi¢cdo contribui para
aumentar a poténcia dos compostos. Esta célula localiza-se préximo ao residuo
de aminoacido catalitico Lys430 e ao atomo de fluor nos compostos 53, 82 e 85,
onde se encontra alta frequéncia de ocupagio para o GCOD-2. Ja as moléculas
10 e 14, por exemplo, ndo apresentam o atomo de fluor nesta célula da caixa e,
portanto, ndo possuem este descritor que contribui para o aumento na poténcia

dos compostos (Tabela 11).
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Tabela 11 Valores de ocupagdo percentual do GCOD2 do Modelo 1 do
alinhamento /a do QSAR-4D DR para os compostos 10, 14, 53, 82 ¢
85

Composto Porcentagem de ocupacio percentual da célula

da caixa do GCOD-2 (+) (0,4,1,p-)

10 0,00
14 0,00
53 0,55
82 0,28
85 0,38

O GCOD-3 (0,5,1,p-) (Figura 14B) também possui um coeficiente
positivo, de 2,48, indicando o aumento na poté€ncia dos compostos que té€m
elevada frequéncia de ocupag@o para esse descritor. O GCOD-3 apresenta um
IPE do tipo polar negativo, ou seja, a presenca de substituintes eletronegativos
nessa posi¢do contribui para aumentar a poténcia dos compostos. Assim como o
GCOD-2, o GCOD-3 localiza-se proximo ao residuo de aminodcido catalitico
Lys430 e ao atomo de flior em diversas moléculas, tais como, 38, 45 ¢ 59. De
forma similar ao GCOD-2, as moléculas 10 e 14, ndo apresentam o atomo de
flior e ndo ocupam esta célula da caixa e, portanto, ndo possuem o GCOD-3 que
favorece um aumento na poténcia dos inibidores (Tabela 12).

Podemos verificar que os GCOD-2 e GCOD-3 estdo localizados muito
proximos um do outro e representam o mesmo tipo de interagdo: entre o residuo
catalitico Lys430 e um 4tomo eletronegativo de flior. E possivel que um modelo
de QSAR-4D DR selecione mais de um descritor que demonstre 0 mesmo tipo
de interacdo, pois durante o processo de simulacio de dindmica molecular séo

geradas varias conformagdes para cada molécula em estudo, e a alta frequéncia
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de ocupacdo de células vizinhas pode vir a ser registrada e selecionada como um

importante fator para a atividade dos compostos.

A) B)

Lys 430

Figura 14 A) Representacdo da molécula 53 e do GCOD-2 (esfera branca)
obtido do Modelol do alinhamento /a; B) Representacdo da
molécula 59 ¢ do GCOD-3 (esfera branca) obtido do Modelol do

alinhamento /a
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Tabela 12 Valores de ocupagdo percentual do GCOD-3 do Modelo 1 do
alinhamento /a do QSAR-4D DR para os compostos 10, 14, 38,45 ¢

59
Composto Porcentagem de ocupacio percentual da célula
da caixa do GCOD-3(+) (0,5,1,p-)
10 0,00
14 0,00
38 0,50
45 0,64
59 0,45

O GCOD-4 (1,7,2,alh), Figura 15A, possui um coeficiente positivo de
2,06 (Eq.7) com IPE do tipo aceptor de ligacdo de hidrogénio, indicando o
aumento da poténcia dos compostos que tém elevada frequéncia de ocupagio
para esse descritor. J& o GCOD-5 (2,8,0,np), Figura 15B, possui um coeficiente
de -2,92. Visto que o GCOD-5 possui um coeficiente com sinal negativo, a
ocupagdo de atomos apolares nesta célula da caixa reduz a poténcia dos
compostos. Os GCOD-4 e GCOD-5 situam-se proximos do residuo de
aminoacido GIn412. O descritor 4 nos aponta a importancia de um atomo que
possua um par de elétrons nio ligado proximo do residuo GIn412 capaz, assim,
de realizar uma liga¢do de hidrogénio. As moléculas 30, 35 e 53 apresentam
ocupacgdo nesta célula da caixa e possuem um atomo de oxigénio, aceptor de
ligacdo de hidrogénio, proximo ao residuo de GIn412. Por outro lado, se ao
invés de um atomo aceptor de ligacdo de hidrogénio houver um atomo apolar
nesta localizagdo, descrito pelo GCOD-5, como nas moléculas 49 e 50, a
poténcia dos compostos ird diminuir como resultado de uma interagdo por

ligacéo de hidrogénio que o inibidor deixara de realizar (Tabela 13).
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A) B)

Figura 15 A) Representacdo da molécula 53 e do GCOD-4 (esfera branca)
obtido do Modelol do alinhamento /a ; B) Representacdo da
molécula 49 e do GCOD-5 (esfera preta) obtido do Modelol do

alinhamento /a
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Tabela 13 Valores de ocupagdo percentual dos GCODs 4 ¢ 5 do Modelo 1 do
alinhamento /a do QSAR-4D DR para os compostos 30, 35, 49, 50 ¢

53
Composto Porcentagem de ocupagéo Porcentagem de ocupacio
percentual da célula da percentual da célula da caixa
caixa do GCOD-4(+) do GCOD-5(-) (2,8,0,np)
(1,7,2,alh)
30 0,40 0,00
35 0,84 0,00
49 0,00 0,33
50 0,00 1,16
53 0,95 0,00

O GCOD-6 (0,7,1,alh) (Figura 16) possui um coeficiente positivo de
1,67 e um IPE alh. Entdo, a ocupacdo de atomos doadores de ligacdo de
hidrogénio nesta célula da caixa leva a um aumento na poténcia dos compostos.
O GCOD-6 situa-se proximo ao residuo de aminoacido Asp539. Logo, dtomos
que possuem um par de elétrons livres neste GCOD podem interagir por ligacdo
de hidrogénio com esse aminoacido. Algumas das moléculas que apresentam
ocupacgdo para este descritor e podem interagir com o residuo de Asp539 por
ligacdo de hidrogénio sdo: 17, 59 e 92. Em contraste, as moléculas 10 e 14 ndo
apresentam ocupac¢do de um atomo aceptor de ligacdo de hidrogénio nessa célula

da caixa e ndo possuem o0 GCOD-6 (Tabela 14).
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Figura 16 Representacdo da molécula 59 e do GCOD-6 (esfera branca) obtido

do Modelol do alinhamento /a

Tabela 14 Valores de ocupagdo percentual do GCOD-6 do Modelo 1 do
alinhamento /a do QSAR-4D DR para os compostos 10, 14, 17, 59 ¢

92
Composto Porcentagem de ocupacio percentual da célula
da caixa do GCOD-6 (+) (0,7,1,alh)
10 0,00
14 0,00
17 0,72
59 0,72

92 1,69
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O GCOD-7 (4,2,-3,alh), Figura 17A, possui um coeficiente positivo de
1,98 ¢ um IPE do tipo aceptor de ligacdo de hidrogénio. Desta forma, a
ocupagdo de atomos que possuam um par de elétrons livres nesta célula da caixa
leva a um aumento na poténcia dos compostos. O GCOD-7 encontra-se préoximo
aos residuos de aminoacido Asn479 e Tyrd76, logo, a presenca de atomos
aceptores de ligacdo de hidrogénio nessa célula da caixa favorece o aumento na
poténcia dos compostos ja que os mesmos podem realizar uma interacdo por
ligagdo de hidrogénio com esses residuos de aminoacido. Algumas das
moléculas que apresentam boa ocupacdo neste descritor sdo: 40, 42 ¢ 55 (Tabela
15). J& o GCOD-8 (3,3,-2,np) (Figura 17B) possui um coeficiente de -0,62, e
contribui para a diminui¢do na poténcia dos inibidores. O GCOD-8 também se
situa proximo dos residuos de aminodcido Asnd79 e Tyrd76. Este GCOD nos
indica que a ocupagdo desta célula da caixa por d&tomos apolares resulta em um
decréscimo na poténcia dos compostos. Entdo, os inibidores que possuem alta
frequéncia de ocupagdo para 0 GCOD-8 ndo podem interagir com os residuos de
Asn479 e Tyr476 e, consequentemente, a poténcia desses inibidores deve ser
menor. Alguns compostos que apresentam alta frequéncia de ocupacdo para o

GCOD-8 sdo: 17 ¢ 61 (Tabela 15).
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Figura 17 A) Representacdo da molécula 55 e do GCOD-7 (esfera branca)

@®)

obtido do Modelol do alinhamento /a. B) Representagcdo da molécula

61 e do GCOD-8 (esfera preta) obtido do Modelol do alinhamento /a

Tabela 15 Valores de ocupagdo percentual dos GCODs 7 e 8 do Modelo 1 do
alinhamento /a do QSAR-4D DR para os compostos 17, 40, 42, 55 ¢

61
Composto Porcentagem de ocupagio Porcentagem de ocupacio
percentual da célula da caixa  percentual da célula da caixa

do GCOD-7 (+) (4,2,-3,alh) do GCOD-8 (-) (3,3,-2,np)

17 0,00 1,82

40 0,46 0,14

42 0,45 0,16

55 0,32 0,07

61 0,05 1,11
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Finalmente, o GCOD-9 (5,1,-3,np) (Figura 18) também possui um
coeficiente positivo, de 0,99, indicando aumento na poténcia dos compostos que
tém elevada frequéncia de ocupagdo para esse descritor. O GCOD-9 apresenta
um IPE do tipo ndo polar e, deste modo, a presenga de substituintes apolares
nessa célula da caixa, que ocupa a porcdo final dos inibidores, contribui para
aumentar a poténcia dos compostos. As moléculas 36, 55, 62 ¢ 63 (Tabela 16)
possuem alta frequéncia de ocupacdo para esse descritor, que esta localizado
préximo dos residuos de aminoacidos apolares Leu408 e Ala478, favorecendo
uma interagdo entre estes residuos e a porgdo apolar das moléculas que possuem
alta frequéncia de ocupacdo para o GCOD-9. As moléculas 28 e 54 ndo possuem
esta por¢do apolar nesta célula da caixa e, assim, ndo possui o GCOD-9, que

favorece um discreto aumento na poténcia dos inibidores.

Leu 408 )¢
,F‘;ﬂs (9)C

Figura 18 Representagdo da molécula 55 e do GCOD-9 (esfera branca) obtido

do Modelol do alinhamento /a
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Tabela 16 Valores de ocupagdo percentual do GCOD-9 do Modelo 1 do
alinhamento /a do QSAR-4D DR para os compostos 28, 36, 54, 55,

62 ¢ 63
Composto Porcentagem de ocupacio percentual da célula
da caixa do GCOD-6 (+) (0,7,1,alh)
28 0,00
36 0,60
54 0,00
55 0,92
62 1,07
63 0,73

Ao analisar os resultados do ancoramento molecular, observamos que
muitas informacdes obtidas estio em concordancia com os resultados da
metodologia de QSAR-4D DR. As duas metodologias ressaltam que a
caracteristica mais importante que um inibidor potente deve possuir é ocupar o
bolsdo de especificidade H3 na Btk. Além disso, o resultado do QSAR-4D DR
ainda complementa indicando a importancia da interacdo de um inibidor potente
com o residuo de aminoacido Tyr551.

A segunda caracteristica mais relevante para o aumento na poténcia dos
farmacos ¢ a presenca do elemento fluor. Pela metodologia de QSAR, esta
informagdo ¢ demonstrada como uma interagdo eletrostitica. Também
observamos a presenca do residuo de aminoacido catalitico Lys430 (que possui
caracteristicas basicas) muito proximo ao atomo de fluor. Ja pela metodologia de

ancoramento molecular, esta informagdo ¢ demonstrada como uma interagio
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intramolecular favoravel nas moléculas que possuem este atomo eletronegativo,
também na mesma posi¢ao, proximo ao residuo de aminoacido Lys430.

Ao observar o composto mais potente desta série (a molécula 59) em sua
conformagdo de ancoramento, Figura 19, notamos que o atomo de fluor
encontra-se muito proximo do residuo catalitico Lys430, com uma distancia de
apenas 1,94 A, e ainda, estd em uma orientacdo favoravel para a ocorréncia de
uma interacdo por ligacdo de hidrogénio com esse residuo de aminoacido. E
importante notar ainda que, quando visualizamos a superficie eletrostatica da
molécula 59, a metodologia de docking ndo reconhece que o atomo
eletronegativo de fliior possua um potencial eletrostatico negativo (Figura 20).
Deste modo, é possivel que as metodologias utilizadas neste trabalho ndo
tenham identificado este elemento como um possivel aceptor de ligacdo de
hidrogénio, que poderia estar realizando uma interacdo com o residuo Lys430,

importante na catalise enzimatica da Btk.
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Figura 19 Ilustracdo da molécula 59 em sua conformagio de ancoramento. As
ligagdes de hidrogénio sdo demonstradas em azul e a distancia do
atomo de flior (em cinza) e do residuo de Lys430 ¢ demonstrada em

verde
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Figura 20 Ilustracdo da molécula 59 em sua conformagdo de ancoramento e das
representagdes dos potenciais eletrostatico positivo (em azul) e
negativo (em vermelho). Os atomos de fluor (cinza) estdo indicados

em verde

Finalmente, a maioria dos descritores gerados no QSAR esta direta ou
indiretamente relacionada com as interagdes por ligagdo de hidrogénio. Os
GCODs 4, 6 e 7 possuem um IPE do tipo alh e, por isso, representam
diretamente essa interacdo. Ja os GCODs 5 e 8 estdo associados indiretamente,
pois representam caracteristicas prejudiciais, quando os ligantes deixam de
possuir alta frequéncia de ocupacdo por atomos que poderiam realizar essa

interacdo. E por fim, é possivel que os GCODs 2 e 3 também estejam
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relacionados com esse tipo de interagdo, se confirmada uma interagdo por
ligagdo de hidrogénio do residuo Lys430 com o atomo de fluor.

Ja os estudos de ancoramento molecular nio detectaram de forma
precisa a importancia do fator liga¢do de hidrogénio, no aumento da poténcia
dos inibidores.

A partir dos resultados obtidos nos estudos de ancoramento molecular e
de QSAR, foram propostas novas estruturas para sintese ¢ teste de atividade
(Figura 21). Para estas duas moléculas ainda néo sintetizadas, foi feito um ensaio
virtual de atividade, aplicando a Equagdo 7 do Modelo 1 de QSAR-4D DR ¢

foram obtidos os valores de energia de ancoramento pelo docking.

M1 M2

Figura 21 Tlustra¢do das moléculas propostas: M1 e M2

A molécula M1 foi proposta com base na estrutura 14, sendo
adicionados dois atomos de fliior e substituida a por¢do final da molécula
(piperazinil). Seus valores de poténcia inibitdria preditos foram comparados com
os valores de poténcia inibitoria predita do inibidor 14. A molécula M2 foi
baseada na estrutura 59, e foi incorporada a porcdo aromdtica que ocupa o
bols@o H3 na Btk. Seus resultados foram comparados aos valores de poténcia
inibitéria do inibidor 59. Os valores de poténcia inibitdria preditos (pICsopredito)

para as moléculas 14, 59, M1e M2, encontram-se na Tabela 17:
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Tabela 17 Valores de poténcia inibitéria preditos (pICsopredio) (M) para os
inibidores 14, 59, M1e M2

14 59 M1 M2
pICSOpredito 7360 898 1 8,64 9,06

Os resultados dos valores de Egg, Einta, Evign, Egiet € Egtettong (kcal.mol’l)
para os inibidores 14, 59, M1e M2 ¢ os valores de ICsq preditos a partir da Eq.6,

sdo apresentados na Tabela 18:

Tabela 18 Valores de Egg, Emwa, Evign, Egtet € Egtetiong (kcal.mol'l) e valores de

ICs predito para os inibidores 14, 59, M1e M2

14 59 M1 M2
Exx -190,75 -165,92 -188,87 ~189,90
Eintra 22,35 -46,59 27,51 27,31
Evign -6,31 7,92 -4,06 -5,01
Extet -4,34 4,23 -3,39 4,23
EttetLong 3,12 1,47 -4,23 -1,07
pICs, predito 10.01 10.31 10.00 10.87

Os resultados de QSAR-4D DR e de ancoramento molecular indicam
que o inibidor proposto M2 devera apresentar uma poténcia inibitéria maior do
que a molécula 59, que ¢ a mais ativa dentre as moléculas da série avaliada.
Apesar de a molécula M1 ter apresentado valores altos de poténcia inibitéria, a
molécula M2 foi a que apresentou a maior poténcia inibitoria, quando
comparada com as moléculas 14, 59 e M1, provavelmente devido a molécula
M2 estar relacionada ao composto mais ativo (molécula 59) acrescido da

informagdo obtida por meio do descritor positivo que mais contribui para o
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aumento na poténcia dos compostos, segundo a metodologia de QSAR-4D DR.

Assim, esta molécula pode ser considerada um promissor inibidor da Btk.
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6 CONCLUSOES

A analise dos resultados dos calculos de energia por ancoramento
molecular mostrou que existe uma boa correlacdo entre os resultados teodricos e
experimentais para os 96 inibidores estudados com R* de 0,80. Os fatores que
contribuem para o aumento na poténcia dos inibidores sdo a energia de
impedimento espacial entre a proteina e o ligante (Egy) € a energia
intramolecular do ligante (Epya).

No estudo de QSAR-4D DR, os modelos gerados fornecem informagdes
importantes que podem auxiliar no planejamento de fidrmacos. O melhor
modelo, Modelo 1 do alinhamento /a, apresentou um qzajuslado de 0,67,
confirmando sua capacidade preditiva. Os resultados de QSAR-4D confirmam e
ampliam os resultados do ancoramento molecular.

As duas metodologias preveem a importancia da ocupagdo do bolsdo H3
para o aumento na poténcia dos compostos e a importancia do atomo de fluor
préximo do residuo catalitico Lys430. Partindo dessas observacdes, foram
propostas duas moléculas, sendo que a molécula M2 apresentou uma melhor
poténcia predita do que o composto 59, que € o composto mais ativo da série
estudada. Os resultados obtidos sdo passiveis de serem aplicados na busca por

novos farmacos inibidores da Btk.
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APENDICE A - Tabela com os coeficientes dos GCODs 1 (D-1), 2 (D-2), 3 (D-
3), 4 (D-4), 5 (D-5), 6 (D-6), 7 (D-7), 8 (D-8) ¢ 9 (D-9) para as

96 moléculas estudadas

Mo. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
1 0,00 000 000 0,00 000 000 000 0,17 0,8
2 0,00 000 000 000 001 000 000 007 028
3 0,00 004 014 0,00 000 0,00 000 003 000
4 055 0,00 000 000 000 000 00l 011 000
5 000 000 000 000 022 000 000 044 0,62
6 000 000 000 000 000 000 000 002 000
7 000 0,00 000 000 000 000 000 035 101
8 000 000 000 045 000 0,00 000 089 0,00
9 000 000 000 000 000 000 000 141 003
10 000 000 000 0,00 000 000 002 028 024
11 000 000 000 000 000 000 000 0,09 011
12 000 000 000 000 000 000 000 126 000
13 018 000 000 004 000 000 000 1,93 085
14 018 000 001 002 000 000 000 051 078
15 000 000 000 098 000 000 011 024 06l
16 000 000 000 08 000 0,00 009 023 000
17 000 000 000 000 000 072 000 1,8 0,00
18 000 000 000 000 000 000 000 008 000
19 000 000 000 000 000 0,14 000 019 0,00
20 001 0,00 000 000 000 000 000 154 0,00
21 0,00 0,00 000 000 000 000 0,00 012 0,00
22 000 000 000 000 000 000 000 002 045
23 000 001 000 000 000 000 000 002 0,26
24 000 0,00 000 000 000 021 000 013 0,00
25 0,00 0,00 000 000 000 031 000 014 0,01
26 000 0,00 000 000 003 000 000 017 0,02
27 0,02 0,00 000 037 000 000 000 084 00l
286 0,00 0,00 000 025 002 003 000 15 0,00



“Apéndice A, continuacido”
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Mo. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
29 000 0,00 000 028 000 000 038 126 0091
30 0,00 000 000 040 0,00 001 031 040 0,23
31 0,00 000 000 000 000 000 000 011 0,04
32 0,00 000 000 000 000 000 000 102 0725
33 0,00 000 000 000 000 000 000 1,11 0,00
34 0,00 000 000 000 000 000 031 1,12 0,01
35 0,00 013 004 084 000 000 0,00 047 0,23
3 0,00 000 067 000 001 000 000 007 0,60
37 000 073 0,00 000 000 000 000 033 0,03
38 0,00 009 050 027 0,00 000 039 105 0,61
39 000 010 047 000 000 000 030 009 0,33
40 000 0,09 032 000 000 000 046 014 0,34
41 000 001 046 036 000 000 0,11 036 0,07
42 000 000 000 065 000 000 045 016 0,04
43 000 0,04 000 000 000 000 036 018 0,26
4 020 0,08 0,13 026 005 001 041 011 0,26
45 000 025 064 073 000 000 003 08 0,03
46 000 0,00 047 000 000 069 0,00 000 0,00
47 000 0,00 000 000 000 000 000 002 0,33
48 005 0,00 000 010 000 002 000 021 0,07
49 000 0,02 0,12 000 033 000 000 006 0,05
50 0,14 005 08 000 1,16 000 0,00 013 0,03
51 000 0,18 029 000 000 000 000 022 0,09
52 000 0,00 000 000 000 000 002 212 0,00
53 000 0,55 000 095 000 000 000 090 0,00
54 000 0,00 000 024 000 000 0,00 005 0,00
55 000 001 00l 003 000 002 032 007 0092
56 000 030 042 000 000 015 022 020 0729
57 000 0,14 05 000 000 000 000 006 0,14
58 00l 011 063 035 000 00l 009 08 0,00



“Apéndice A, continuacido”

98

Mo. D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
5 000 0,00 045 000 000 072 0,00 020 0,42
60 000 0,00 072 000 014 001 001 000 0,6l
61 000 0,09 068 028 000 002 005 1,11 0,04
62 000 008 074 016 000 000 00 032 1,07
63 000 001 044 000 000 000 001 005 0,73
64 000 000 065 000 001 007 000 007 0,80
65 000 0,00 000 000 000 1,64 043 006 0,00
66 000 0,04 024 000 000 08 0,51 064 0,00
67 000 015 05 032 000 002 003 077 0,00
68 00l 011 070 027 000 001 0,00 015 0,00
6 000 0,19 063 024 000 001 004 073 0,00
70 024 0,01 000 000 000 000 000 1,13 0,00
71 000 011 067 031 000 001 061 1,14 0726
72 000 001 0,13 000 000 000 000 011 0,34
73 0,00 0,06 024 000 000 000 0,00 034 0,26
74 0,00 0,00 000 000 000 000 000 012 0,02
75 0,00 0,00 002 000 000 000 000 125 001
76 0,00 0,09 001 000 000 000 000 1,19 0,39
77 0,00 0,01 00l 000 000 000 000 101 0,02
78 0,00 0,02 006 000 000 000 000 066 0,01
79 0,00 023 064 000 000 022 0,00 038 0,00
80 000 0,12 034 004 000 001 000 030 00l
81 000 0,02 084 000 000 000 000 007 0,00
8 000 028 063 000 000 006 001 018 0,01
8 000 0,00 035 00l 000 073 005 058 0,02
84 000 003 08 000 000 060 001 013 0,00
8 000 038 040 001 000 028 0,00 021 0,
8 000 0,13 061 000 000 007 000 034 0,18
87 000 069 000 071 000 000 000 094 0,00
88 000 015 069 000 000 008 011 008 034
89 000 0,00 048 000 000 054 0,01 044 0,08



“Apéndice A, conclusio”
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Mol. D-1 D-2 D-3 D-4 D-5 D-6 D-7 D-8 D-9
920 0,00 0,05 0,00 038 0,00 1,04 0,00 0,84 0,02
91 0,00 0,25 0,00 0,00 0,00 1,80 0,07 1,48 0,33
92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,69 0,00 0,00 0,09
93 0,00 0,14 0,06 0,81 0,00 0,00 0,14 063 0,13
94 0,00 0,09 0,58 0,01 0,08 0,02 0,12 0,16 091
95 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 020 0,05 1,95
96 0,17 0,28 0,00 000 0,00 000 000 0,74 0,01



