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MATERIAL ANEXO

En el CD que se adjunta al ejemplar de Tesis se encuentran disponibles todas
las Tablas que detallan las bases de datos utilizadas en las diversas aplicaciones
biolégicas QSAR. Ademads, se incluye la version electronica de todos los
articulos cientificos publicados.
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PROLOGO

Los continuos avances en biologia, quimica y computaciéon han contribuido al
desarrollo acelerado de los estudios de simulacidn por computadora o también
conocidos como estudios in silico; los cuales fueron propuestos inicialmente para
orientar la busqueda de nuevos farmacos o identificar los agentes contaminantes
presentes en el ambiente, mediante el ajuste de un modelo.’

Entre los diferentes métodos in silico existentes, la teoria de las Relaciones
Cuantitativas Estructura-Actividad (QSAR) propuesta por Corwin Hansch y Toshio Fujita
en el afio 1964,> ® se ha destacado por ofrecer elementos Utiles para abordar
diferentes cuestiones quimicas involucradas en los complejos procesos y mecanismos
de los sistemas bidticos y abidticos.

El fundamento de teoria QSAR reside en elucidar la respuesta quimica de un
compuesto en términos de sus caracteristicas estructurales. Por ello, los modelos
matematicos QSAR proponen un paralelismo racional entre la estructura molecular de
una sustancia, que es representada por diversos descriptores moleculares y el efecto
final que dicha sustancia produce sobre un determinado organismo o entorno.* Es asi
como el formalismo QSAR permite estimar diferentes pardmetros de respuesta como
la actividad, toxicidad o propiedad de nuevas moléculas, a partir del conocimiento de
la estructura molecular involucrada.>®

Por mas de 55 arfios, el crecimiento exponencial del nimero de publicaciones
cientificas basadas en la teoria QSAR ha sido muestra de su constante evolucion,
atribuida principalmente al aumento de las bases de datos quimicas de acceso publico
y a la inclusion de multiples técnicas estadisticas sencillas y complejas, capaces de
establecer correlaciones entre numerosas caracteristicas estructurales de las
moléculas y diversas propiedades fisicoquimicas, organolépticas, biolégicas o
toxicoldgicas.’

A raiz de esto, los estudios QSAR han sido ampliamente utilizados en la
academia, la industria y las agencias gubernamentales como una herramienta
computacional que permite realizar predicciones de los posibles efectos que los
productos quimicos, los materiales y los nanomateriales provocan sobre la salud
humana y los ecosistemas.®

Actualmente, una de las mas novedosas aplicaciones de los modelos QSAR es con
fines regulatorios. A medida que aumenta el nimero y complejidad de los compuestos
comerciales, diferentes instituciones estatales como: la Organizacién para la
Cooperacion y el Desarrollo Econédmico (OCDE),” la Agencia de Quimicos Europea
(ECHA),'® la Agencia de Proteccién Ambiental (US EPA) y el Centro de Administracién
de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (US FDA),*" *?
para establecer sistemas de busqueda y herramientas computacionales que

iniciaron labores
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identifiquen y predigan rapidamente multiples riesgos vinculados a la seguridad,
eficacia, calidad y rendimiento de las sustancias nuevas o hipotéticas. Hasta ahora,
existen numerosos modelos QSAR enfocados en clasificar e identificar los principales
elementos estructurales asociados a las respuestas peligrosas o téxicas producidas por
millones de sustancias comerciales.”

Sin embargo, cabe destacar que la hipdtesis principal de la teoria QSAR no
consiste en explicar el mecanismo de accidn, la toxico-cinética o toxico-dinamica de las
sustancias quimicas; por el contrario, se enfoca en calcular el efecto final que una
estructura quimica produce sobre un individuo o ambiente definido. Aunque, si el
modelo logra una cuantificacién acertada de la actividad del compuesto, puede brindar
informacién del fendmeno involucrado; tal como especificar si una molécula es activa
o inactiva, toxica o no toéxica; esto segun los limites de deteccidn propuestos a nivel

experimental. ' *°

Por otra parte, en aquellos casos que se cuenta con informacion de la
conformacion molecular del compuesto, dada por las técnicas de cristalografia de
rayos X o Resonancia Magnética Nuclear (RMN), es posible establecer modelos de
regresion QSAR basados en descriptores geométricos, que interpretan la actividad
involucrada con base en la disposicion tridimensional de la molécula; a este enfoque se
le conoce como QSAR-3D.*°

A partir de numerosas aplicaciones de los modelos QSAR, se logré evidenciar su
eficacia para tratar grandes conjuntos moleculares y predecir cuantiosos efectos
finales definidos por protocolos de ensayo de dificil medicion.?” Estas condiciones
permitieron a los investigadores discernir tendencias en los datos existentes mas
relevantes para la salud publica o el ambiente, y luego extrapolar tendencia a
compuestos no sintetizados o carentes de informacién quimica, fisica o biolégica.™

Es asi como el enfoque QSAR ha contribuido en novedosas investigaciones
orientadas en los compuestos quimicos provenientes o inspirados en la naturaleza,
reconocidos por presentar distintas propiedades bioldgicas plausibles como:
antioxidante, antibacterial, anticonvulsiva, anticancerigena, inhibicion enzimatica,
larvicida, repelente, entre otras propiedades de gran importancia para el disefio de

nuevos productos quimicos de interés comercial, medicinal, agricola y sanitario.'*?

No obstante, el paradigma de la teoria QSAR no solo proporciona modelos que
cuantifican propiedades fisicoquimicas o bioldgicas. También se enfatiza en orientar la
sintesis de nuevas moléculas conforme a los 12 principios de la quimica verde,?®
reducir el tiempo y los gastos que implican los ensayos in vivo e in vitro, y minimizar los
experimentos en animales.”’

Por lo anterior, la presente Tesis Doctoral se fundamenta en el estudio, disefio y
aplicacién de modelos de la teoria QSAR que proporcionen una guia computacional en
el disefio sustentable, racional y selectivo de nuevos compuestos con actividad



especifica, inocuos en mamiferos y de alta eficiencia en el control de enfermedades
neuroldgicas e infecciosas que afectan la salud publica mundial.

Actualmente, entre los compuestos quimicos mas utilizados en el tratamiento de
diversos trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer (AD), se
destacan los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (ISAChE).

Este tipo de compuestos quimicos actuan en el Sistema Nervioso Central (CNS),
incrementado la actividad colinérgica cerebral. Este modo de accién también se
encuentra en los pesticidas mas novedosos y eficientes para controlar las plagas y los
vectores de enfermedades.

Conforme a lo anterior, se examind la capacidad inhibitoria in vitro de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE) de diferentes conjuntos moleculares basados en derivados
de Tacrina, los cuales representan una alternativa en el disefio de nuevos farmacos de
bajo costo para tratar las enfermedades neurolégicas y reducir los efectos secundarios
producidos por los medicamentos actuales. Asimismo, estas moléculas proveen
informacidn estructural relevante en el desarrollo de fitosanitario selectivos y eficaces
contra los vectores de enfermedades.

Ante las multiples ventajas que tienen los productos de origen natural y sus
derivados semi-sintéticos sobre la salud y el cuidado de los ecosistemas; se evalud la
actividad antifungica medida a través de la Inhibiciéon del Crecimiento (IG) de un
conjunto molecular conformado por derivados de cinamato; los cuales representan
una novedosa libreria molecular bioactiva e inocua para la salud humana, obtenida a
través de procedimientos ecocompatibles

Por Gltimo, se abordd a través del modelado QSAR el estudio de diferentes
conjuntos moleculares constituidos por diversas moléculas naturales o semi-sintéticas
con prominente actividad larvicida sobre el mosquito Aedes aegypti L., el principal
vector de diversas enfermedades endémicas, como el dengue, la fiebre amarilla, la
fiebre de chikungunya y el zika.






CAPITULO 1: FUNDAMENTOS DE LAS
RELACIONES CUANTITATIVAS ESTRUCTURA-
ACTIVIDAD (QSAR)

1.1 Introduccion

Los estudios in silico han resultado determinantes para acceder, examinar,
deducir, modelar y proyectar enormes conjuntos de datos quimicos, sin requerir la
sintesis, caracterizacion y ensayo de cada compuesto. A raiz de las numerosas ventajas
gue brindan las simulaciones por computadora, fueron postuladas como herramientas
esenciales para identificar y disefiar estratégicamente nuevas entidades quimicas con
efectos finales especificos.” >

Conforme a esto, la teoria QSAR constituye una de las principales herramientas
computacionales disefiadas para establecer modelos de correlacién racionales,
basados en los datos de respuesta final de los compuestos quimicos y las
caracteristicas estructurales de los mismos.?® Asi, las aplicaciones QSAR intentan
cuantificar el vinculo entre uno o varios aspectos de la estructura quimica y la actividad
o propiedad impartida por dicha estructura, con el objetivo de revelar el potencial
activo de las moléculas nuevas o carentes de esta informacion.

En este contexto, es posible inferir que los modelos de la teoria QSAR son el
resultado final de un proceso computacional que inicia con la extensa caracterizacion
de la estructura molecular mediante descriptores moleculares, que codifican la
informacién de las propiedades fisicoquimicas y de las caracteristicas estructurales
simples (constitucionales y topolégicas) y complejas (electrénicas y geométricas) de la
molécula; para finalmente obtener un modelo que plantea algunas inferencias,
hipdtesis y predicciones del efecto final que genera un compuesto quimico sobre un
sistema ambiental o biolégico determinado.*®

Las correlaciones resultantes de un analisis QSAR, por lo general, toman la forma
de ecuaciones matematicas desarrolladas a través de diferentes técnicas estadisticas
lineales o no lineales, como Regresién Univariada (UR), Regresion Lineal Multiple
(MLR), Cuadrados Minimos Parciales (PLS), Analisis Discriminante Lineal (LDA) o
Andlisis de Agrupamiento, que proponen paralelismos racionales para cuantificar o
clasificar con mayor certeza la respuesta final bajo analisis.

Conforme a lo anterior, es posible inferir que la teoria QSAR tiene la capacidad
de guiar el disefio racional, rdpido y selectivo de nuevos precursores quimicos con



propiedades inéditas, basandose Unicamente en la informacién proveniente de la
estructura molecular. Es asi como el disefio y uso de un modelo QSAR puede orientar
la busqueda de entidades quimicas alternativas, que puedan sustituir el uso
indiscriminado de agrotdxicos comerciales o mejorar el poder farmacoldgico de los
medicamentos actuales.

En los ultimos afios, el constante aumento de las investigaciones enfocadas en
QSAR, revelan su importante agilidad para determinar mediante una relaciéon
matematica logica, el efecto de las caracteristicas estructurales sobre el potencial
activo de las moléculas nuevas o hipotéticas.'® Este enfoque resulta particularmente
util cuando las medidas experimentales son extensas, laboriosas, de alto costo e
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implican el uso de animales de prueba.™®

La teoria QSAR fue disefiada inicialmente para estimar el efecto final que tiene
un conjunto de moléculas sobre un organismo o entorno definido. Los ultimos avances
en el modelado QSAR proponen incorporar descriptores basados en la informacién
experimental disponible, como el potencial de unién al receptor, la capacidad de
activacion e inhibicién enzimdtica, o la velocidad de formacion de un complejo de
proteina, con el fin de elucidar algunos procesos claves asociados a la respuesta final
exhibida por las moléculas.

Acorde con lo anterior, el presente capitulo de Tesis fue elaborado para detallar
los principales conceptos involucrados en el estudio, disefio y aplicaciéon de los
modelos QSAR. Asimismo, abordar diferentes paradigmas asociados con la utilidad, la
eficacia, los alcances y las perspectivas futuras de las investigaciones basadas en la
teoria QSAR.

1.2. Principio de la teoria QSAR

La teoria QSAR se fundamenta en el postulado basico de presentar la respuesta
final generada por una sustancia quimica en términos de sus caracteristicas
estructurales y propiedades fisicoquimicas, definidas de manera tedrica o
experimental.

Ciertamente, los pardmetros fisicoquimicos, como el punto de ebullicion, el
punto de fusion o la tensién superficial, son caracteristicas especificas de un
compuesto que brindan informacién relevante para explicar el efecto final generado
por el mismo. Por ello, desde una perspectiva matematica, la propiedad o actividad de
un compuesto puede ser representada como una funcion de su estructura molecular y
sus propiedades fisicoquimicas, codificadas a través de los denominados descriptores

moleculares, Ec. 1.1.% %7

Actividad / Propiedad = f(descriptores moleculares) (Ec. 1.1)



Este concepto surgid en el afio 1964, con la propuesta de los cientificos C.
Hansch and T. Fujita de disefiar modelos matemadticos de regresidon, que
correlacionaban pequefos conjuntos moleculares con algunas propiedades
fisicoquimicas sencillas, con el Unico objetivo de estimar su potencial terapéutico para
el disefio de nuevos farmacos.>?

El modelo QSAR expresa una relacion matematica multivariable entre un
conjunto de caracteristicas fisicoquimicas o estructurales, codificadas por los
descriptores moleculares (X;), y una funcion experimental de tipo bioldgico,

fisicoquimico o toxicoldgico (V). Dicho modelo tiene la capacidad de estimar el valor

de una delimitada respuesta final. Para una molécula J, la ecuacién lineal relaciona los
descriptores moleculares ( X, X,,..., X, ) con la actividad de interés (Y), por medio de la

siguiente ecuacion:
Y=X,b,+X,b, +..+X, b, +e (Ec. 1.2)

Donde b, corresponde a las pendientes lineales que expresan la correlacién
entre una caracteristica molecular dada (X, ) y la actividad del compuesto i (V,); el
parametro e representa una constante. Las pendientes y constantes son calculadas por

medio de un andlisis de regresion. En la presente Tesis, se desarrollaron diferentes
modelos QSAR basados en una Unica variable dependiente (Y).

Los estudios QSAR son estrategias rigurosas y precisas para anticipar respuestas
fisicoquimicas, bioldgicas, organolépticas o toxicoldgicas, por medio del andlisis
exhaustivo de numerosas variables independientes (descriptores moleculares e
indicadores de fragmentos), ejecutado por un algoritmo inequivoco de seleccién de
variables, con capacidad de cuantificar la respuesta final exhibida por un delimitado
grupo de moléculas conocidas o aun inexploradas.

Por esta razén, las herramientas computacionales basadas en QSAR han
incrementado de forma escalonada su participacion en diferentes campos de la
investigacion, la industria, y particularmente en la regulacion de las sustancias

peligrosas.™

1.3. Influencia de la similaridad en los modelos QSAR

El paradigma central que subyace del modelado QSAR es el principio de similitud
estructura-actividad. Este paradigma establece que los compuestos homdélogos tienen
actividades o propiedades similares. Por ello, se puede deducir que el andlisis y
estimacion del potencial activo de un producto quimico, conduce a la respuesta final
de muchos otros sin evaluar.



En QSAR, el término de similaridad hace referencia a todos los compuestos
guimicos que presentan estructuras moleculares, modos de accidon o funciones
similares.

En este contexto, la Figura 1.1 exhibe dos estructuras moleculares,
pertenecientes a los insecticidas deltametrina (A) y cipermetrina (B). Estos agentes
insecticidas son analogos estructurales y funcionales, ya que comparten Ia
subestructura del acido ciclopropanocarboxilico comun en los piretroides y presentan
un poder insecticida similar.
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Figura 1.1. Compuestos analogos estructurales y funcionales. Fuente: Saavedra, L.M.

La posibilidad de definir andlogos estructurales involucra un enfoque
matematico comun que emplea indices de similaridad para medir el grado de
coincidencia entre los patrones detallados en la Figura 1.2; encargados de codificar las
caracteristicas estructurales de las moléculas.

Cabe resaltar que un alto grado de similaridad basado en los indices
matematicos de similitud no indica que exista similitud en el modo de accién (MOA) o
gue sean andlogos funcionales.

Los indices de similitud utilizan la informacion bidimensional o tridimensional de
la estructura quimica para establecer diferentes tipos de indices de correlacién, tal
como el indice de Tanimoto, el indice de Ricards Hodgkin, el indice de similitud de
coseno vinculado a la medida de similitud y diferencia de Hamman, y el indice de
distancia euclidea, basado en la distancia ordinaria entre las caracteristicas
estructurales consideradas.

Particularmente, los andlogos funcionales se caracterizan por presentar
respuestas fisicoquimicas o biolégicas semejantes, sin necesidad de ser andlogos
estructurales.>

Un importante ejemplo de similaridad funcional son los productos quimicos mas
utilizados en el control de insectos plaga y vectores de enfermedades, los cuales
pertenecen a diferentes clases quimicas con similaridad funcional, como se detallan en
la Tabla 1.1.



Molécula 1 Molécula 2

Similitud entre el compuesto 1y 2:

A: Numero de caracteristicas presentes en 1y ausentes en 2
B: Numero de caracteristicas presentes en 2 y ausentes en 1
C: Numero de caracteristicas presentesen 1y 2

D: Numero de caracteristicas ausentesen 1y 2

Figura 1.2. Patrones considerados en los indices de similitud. Fuente: Monev, 2004.*°

A raiz del constante incremento de los estudios basados en QSAR, se considero la
similaridad molecular como una estrategia valida para generar descriptores
moleculares. La primera aplicacién de similaridad molecular acoplada a QSAR fue
propuesta por Martin et al., 1983.>* Desde entonces, las medidas de similaridad
molecular han sido incorporadas en los analisis QSAR, ya sea dentro de la formulacién

clasica de los indices de Carbd, los indices de similaridad topoldgica, entre otros.>*3*

Tabla 1.1. Modos de accidon asociados a las clases quimicas de los pesticidas
comerciales.*

Modo de Accién Grupo quimico
Inhibidor de acetilcolinesterasa Carbamatos
(AChE) Organofosforados

Antagonista de los canales de cloruro Derivados clorados de ciclodienos
activados por GABA Fenilpirazoles

. Organoclorados
Modulador del canal de sodio . )
Piretroides

Agonista del receptor nicotinico de S
o Neonicotinoides
acetilcolina

Analogos de hormona juvenil

) ) . Carbamatos
Imitador de hormona juvenil o o
Piridinas reguladoras del crecimiento

en insectos




1.4. Principales objetivos de los modelos QSAR

El principal objetivo de un modelo QSAR es estimar racionalmente el potencial
activo contenido en moléculas nuevas o hipotéticas, sin requerir la sintesis,
caracterizacién y prueba de grandes conjuntos moleculares inactivos o peligrosos. *® 3’
Adicionalmente, el disefio de un modelo QSAR tiene como finalidad cumplir otros

objetivos, como:

1. Orientar el disefio rapido y selectivo de nuevas entidades quimicas con
propiedades plausibles, minimizando las practicas experimentales, el tiempo y los
costos.

2. Revelar las variables tedricas, semiempiricas o experimentales asociadas al
comportamiento activo de diferentes conjuntos moleculares.

3. Reducir o reemplazar las pruebas in vivo que involucran el sacrificio o maltrato
animal.

4. Proveer el rango de concentracidon o dosis necesario para que una sustancia
guimica genere un determinado efecto final.

5. Elucidar una aproximacién del mecanismo de accién de los compuestos
guimicos en los seres vivos o los ecosistemas.

6. Establecer la busqueda selectiva basada en ligandos o receptores de amplios
conjuntos moleculares con moléculas candidatas a farmaco.

7. Realizar un analisis de clasificacion con base en las predicciones, considerando
las categorias de actividad establecidas experimentalmente para la respuesta final
evaluada.

8. Optimizar las estructuras moleculares con prominente actividad o propiedad
hacia un perfil de respuesta particular y efectivo.

1.5. Enfoques en QSAR

Entre las estrategias mas utilizadas para estimar de forma cualitativa o
cuantitativa las propiedades almacenadas en las moléculas, se destacan el andlisis de
las Relaciones Estructura—Actividad (SAR), el Analisis de Regresion Lineal Multiple
(MLR) de Hansch y el Analisis Comparativo de Campo Molecular (CoMFA), descritos
brevemente a continuacién:

1.5.1. El estudio SAR

Un estudio SAR se basa en el conocimiento basico de estimar la respuesta
fisicoquimica o biolégica producida por las moléculas (generalmente orgdnica) en
funciéon de los cambios en las estructuras quimicas de las mismas. De este modo,
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establece que las moléculas andlogas tienen respuestas similares, si se encuentran
bajo las mismas condiciones de experimentacion.

Esencialmente, el andlisis SAR compara los aspectos experimentales cualitativos
o cuantitativos por medio de un andlisis de varianza matematica, tal como el analisis
de regresion, el andlisis discriminante, el andlisis factorial o el método de
reconocimiento de patrones.

Seguidamente, con base en los datos experimentales de las moléculas probadas,
se utilizan las correlaciones con mayor ajuste para disefiar una expresién matematica,
con capacidad de anticipar la actividad o propiedad de las moléculas andlogas
inexploradas o no probadas.

Sin embargo, aunque la estructura molecular contiene toda la informacién
quimica, sélo una parte de esa informaciéon puede ser cuantificada por técnicas
experimentales. Por ello, es necesario utilizar variables numéricas, conocidas como
descriptores moleculares, con capacidad de codificar numerosas caracteristicas
estructurales de los sistemas moleculares.

Se puede inferir que un modelo QSAR busca cuantificar las relaciones SAR,
mediante un paralelismo matematico racional, disefiado a partir de distintas técnicas
de andlisis de varianza matemadtica acopladas a las herramientas de la quimica
computacional, caracterizadas por examinar diferentes representaciones moleculares,

tal como la geometria euclidea, la teoria de grafos y la representacion de vectores.*®>°

1.5.2. Andlisis MILR de Hansch

40 también conocido como método extra-

El analisis de Hansch vy Fujita,
termodinamico, es una aproximacion de energia libre lineal para el diseifio de farmacos
inspirados en series de compuestos contemplados en la formulacién de ecuaciones
matemadticas de prediccidon, basadas en multiples combinaciones lineales de

parametros fisicoquimicos sencillos.

Estd metodologia, emplea el andlisis MLR para determinar los mejores minimos
cuadrados que ajusten la variable dependiente (actividad o propiedad) a una
combinacion lineal de variables independientes (descriptores moleculares). La mejor
correlacién alcanzada, expresada en la Ec. 1.3, se utiliza para cuantificar la actividad de
los compuestos quimicos sin datos experimentales.’

1
|ogE:—an2+bn+po+cE5+dS+e (Ec. 1.3)

Donde C es la actividad o propiedad evaluada; a,b,p,cyd son los coeficientes de

regresion derivados de la curva lineal que los ajusta; m, o y E; son constantes de
hidrofobicidad, electrénica y estérica del sustituyente, conceptualizadas por Hansch,

Hammett y Taft respectivamente;> ** ** S indica un factor topoldgico que vincula las
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variaciones de forma que ocurren en las moléculas debido a la interaccién con
receptores; e es la constante de la ecuacion.

En este enfoque, la respuesta final evaluada se expresa como logl/C. Por ello,
cuanto menor sea el valor de logl/C, el potencial biolégico, farmacolédgico o

toxicoldgico de la molécula es mayor.

Para el modelo de Hansch y Fuijita, el uso de descriptores m, o, Es o Refractividad
Molar (MR), permitié recolectar informacion farmacoldégica contenida en compuestos
organicos simples, y realizar predicciones en sistemas moleculares mas complejos de
manera rdpida, confiable y a un bajo precio. Asimismo, logré obtener informacion
cuantitativa de la actividad de nuevas moléculas dentro del limite de confiabilidad de
la técnica MLR.

La principal ventaja de los métodos de regresidn lineal es que presentan menos
problemas de sobreajuste en la seleccién de los descriptores moleculares mas
representativos para la actividad, ya que no requieren la optimizacién de varios
parametros durante el disefio del modelo (solo un coeficiente de regresién por
descriptor); por tanto, se obtienen ecuaciones matematicas mds simples de
interpretar.43

1.5.3. Andlisis COMFA

Varias investigaciones QSAR sugieren que la selectividad bioldgica resulta de
cada objetivo que forma interacciones altamente especificas, tal como enlaces de
hidrégeno con un ligando.” No obstaste, otras observaciones han indicado que las
preferencias de unién al ligando, se deben principalmente a los efectos de campo no
covalente ejercidos en el area espacial de los ligandos.

En la década de los 80s, esta visién motivo a proponer los estudios QSAR-3D,
enfocados sobre el espacio de los Campos de Interaccién Molecular (MIF), donde el
tipo de representacion de las estructuras moleculares, la cantidad de descriptores
moleculares requeridos para caracterizar un campo de ligando y la disponibilidad de
los datos de respuesta de las actividades, fueron determinantes al momento de

establecer modelos con capacidad de predecir distintos efectos biolégicos finales.***°

En particular, el andlisis CoOMFA determina cuando las interacciones droga-
receptor no son covalente, y si las variaciones en la actividad dependen de los cambios
en los campos electrostaticos o estéricos de los farmacos.’ Este método utiliza la
estructura molecular optimizada de una sustancia quimica para definir el enrejado
tridimensional alrededor de la misma, con el fin de medir las interacciones de los
atomos que actlan como sonda en cada punto del enrejado, y asi definir el contorno
gue reune los puntos con valores de interaccién similar.
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En CoMFA se emplean variables de interacciones estéricas y electrdnicas
asociadas a miles de puntos del enrejado para describir el fendmeno que conduce a la
respuesta final evaluada. Los resultados obtenidos generan expresiones matematicas
de prediccién y mapas de contornos utilizados para interpretar las regiones mas
importantes para la actividad.

Actualmente, se encuentra disponible una serie de programas para desarrollar
modelos QSAR-3D basados en métodos como CoMFA, HINT (CoMFA con
hidrofobicidad), Analisis Comparativo de indices de Similaridad Molecular (CoMSIA) y

Andlisis Comparativo del Sitio Activo Molecular (CoMASA).% 474

1.6. Elementos y etapas del modelado QSAR

El formalismo QSAR emplea diferentes técnicas estadisticas para disenar los
modelos de correlacién, encargados de relacionar la informacién cuantitativa de la
estructura molecular con un delimitado comportamiento activo de las mismas. La
informacidén requerida para disefiar un modelo QSAR proviene de dos fuentes:

- Cientos de descriptores moleculares derivados de las caracteristicas
estructurales y fisicoquimicas de las moléculas.

- Los valores experimentales de la actividad o propiedad de interés.

En general, el desarrollo, validacién y aplicacién de un modelo QSAR consta de 7
pasos generales de diseno, ilustrados en la Figura 1.3. Los cuales son considerados
durante las etapas de preparacion, procesamiento, predicciéon y validacidén, e
interpretacion del modelo; definidas brevemente en las siguientes subsecciones:

1.6.1. Preparacion

Una adecuada preparacion de los datos inicia con la seleccion de un conjunto
molecular con datos experimentales confiables, generados bajo estrictas medidas de
laboratorio que conducen a obtener informacién sobre una delimitada respuesta final.

Al modelar una propiedad bioldgica o de toxicidad, se evaltua principalmente la
concentracidon requerida para evidenciar una respuesta puntual. En este caso, los
parametros de medida mas utilizados son la ICsg (concentracién que produce el 50% de
inhibicion o de antagonismo al receptor), la ECso (concentracion responsable del 50%
de accién efectiva) o la LCsp (concentracién que causa la muerte al 50% de la poblacién
evaluada).

Cada medida mencionada anteriormente se obtiene a través de distintos
protocolos de ensayos, que difieren tanto en las condiciones experimentales
recomendadas como en los modelos animales o cultivos celulares evaluados.>°
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Procesamiento de los datos (recoleccion y digitalizacion)

¥

Control de los datos (filtrado y normalizacion)

v

Calculo de los descriptores moleculares (uso de programas disponibles para
calcular descriptores, capitulo 2)

\

Division del conjunto de datos (definir subconjuntos moleculares equitativos)

\

Desarrollo del modelo (aplicar métodos estadisticos apropiados de seleccion de
variables, capitulo 3)

\

Validacion interna y externa del modelo (emplear diferentes técnicas de
validacion disponibles, capitulo 3)

\

Definicion del dominio de aplicacion y el nivel de interpretacion del modelo

Figura 1.3. Esquema general del modelado QSAR. Fuente: Saavedra, L.M.

Un concepto fundamental sobre las medidas bioldgicas in vivo o in vitro, es que
tiende a presentar mayor incertidumbre en relacién con las medidas fisicoquimicas, ya
qgue involucran mas variables ajustables, que incorporan incerteza experimental al
evaluar la respuesta producida por uno o varios sistemas vivos.>

Para analizar la mayor cantidad de datos disponibles de una propiedad (p)
biolégica o toxicoldgica, es necesario aplicar una transformacion logaritmica,
expresada como log1/p o —logp, para mantener los valores de respuesta en un

rango numeérico mas cercano.

Otro aspecto clave en la preparacion de los datos, estd centrado en la
representacion adecuada de las estructuras moleculares utilizadas para calcular los
descriptores moleculares necesarios para modelar la actividad. Por ultimo, en esta
etapa de disefio se crea una matriz de datos QSAR para iniciar el procesamiento y
andlisis de la informacién suministrada al modelo.
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1.6.2. Procesamiento

La teoria QSAR es supervisada por un enfoque estadistico encargado de brindar
predicciones confiables y consistentes de la propiedad o actividad modelada. Por esto,
es importante verificar la contribucion e idoneidad de los datos incorporados al
modelo a través del criterio de pretratamiento de los datos, donde se eliminan los
descriptores moleculares indeterminados, constantes o casi constantes (con un Unico
valor diferente) y se excluyen las moléculas duplicadas.

En el desarrollo del modelo QSAR, es necesario dividir el conjunto molecular
total en tres subconjuntos moleculares conocidos como calibracién, validacién y
prediccidn, los cuales se emplean para disefiar, supervisar y probar el modelo,
respectivamente.52 Ademas, cuando se cuenta con informacion adicional de moléculas
inexploradas o sin datos experimentales de la propiedad evaluada, resulta oportuno
establecer un nuevo conjunto molecular denominado aplicacion, con el cual se mide la
capacidad de aplicacion del modelo.

El conjunto molecular inicial se puede dividir equitativamente considerando las
caracteristicas estructurales o los valores de la propiedad. También, suelen emplearse
diferentes técnicas quimiométricas (método de andlisis de agrupamientos k-medias (k-
MCA), exclusion de esfera), que proveen subconjuntos equilibrados en la relacidon
estructura-actividad.

1.6.3. Validacion y prediccion

Para considerar un modelo QSAR valido, es indispensable superar multiples
pruebas de validacion interna, como la Validaciéon Cruzada (CV) dejar-uno-afuera (LOO)
o dejar-mas-afuera (LMO). También, es necesario realizar una adecuada validacién
externa, que brinda informacion acerca de la capacidad del modelo para predecir la
actividad del conjunto molecular de prediccién.

Puntualmente, un modelo QSAR no esta habilitado para predecir todo el
universo de moléculas existentes o aun inexploradas. Por ello, es importante que cada
modelo defina su dominio de aplicacion (AD); es decir, que revele el alcance quimico
de sus predicciones. Hasta el momento, el enfoque QSAR cuenta con numerosos
métodos de validacion propuestos. Ademas, es un area en constante evolucién, que

propone pruebas cada vez mas rigurosas y dificiles de cumplir.>*>?

1.6.4. Interpretacion

Actualmente, los modelos QSAR mas novedosos estan enfocados en predecir la
actividad modelada, brindar una posible interpretacién del fendmeno responsable de
la respuesta y deducir algunos aspectos del mecanismo de accién involucrado,
basandose en los datos experimentales o predichos de otras respuestas finales
asociadas con la actividad evaluada. Como en el caso de los inhibidores irreversibles de
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la AChE, que no solo promueven la actividad cerebral en los pacientes con AD; también
estdn asociados con efectos insecticidas sobre distintos artrépodos.

En este contexto, es importante resaltar que el objetivo de un analisis QSAR es
establecer predicciones acertadas de un delimitado efecto final generado por un
conjunto de moléculas nuevas o aln inexploradas, a partir de la informacién contenida
en la estructura molecular de las mismas.

Aunque, si el modelo presenta una base estadistica sélida, cumple con diferentes
parametros de validacién y anticipa acertadamente la actividad del conjunto externo
de prediccidn, podria asistir el disefno racional y selectivo de nuevos agentes quimicos
con propiedades especificas.
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CAPITULO 2: DESCRIPTORES MOLECULARES

2.1 Introduccion

Los estudios cuantitativos de la quimica se enfocan en identificar los
componentes bdsicos de los sistemas moleculares y buscar una relacién con la légica
matemadtica para resolver los problemas de la naturaleza. En este contexto, los
descriptores moleculares han promovido y facilitado la construccién de bases tedricas
funcionales que asocien de manera racional las caracteristicas estructurales de los
compuestos quimicos con los efectos benignos o adversos exhibidos por los mismos.

Cada descriptor molecular es un patron de informacién codificada asociado a una
pequefia parte de la estructura molecular de una delimitada molécula.’ En QSAR, los
descriptores moleculares inicialmente codificaban algunas propiedades fisicoquimicas
comunes, como el coeficiente de particién octanol/agua o Log P, el punto de
ebullicidn, fusién y condensacién y la densidad; medidas a través de procedimientos
estandarizados.

Con el sobresaliente progreso de la quimica y la computacidn surgieron decenas
de descriptores de caracter tedrico, basados en algoritmos matematicos bien definidos
y ajustados para identificar de forma automatica un determinado aspecto estructural o
medida experimental, y luego codificarlo en nimero util e interpretable.

En general, los descriptores moleculares se dividen en dos principales grupos, los
descriptores basados en los aspectos conformacionales de la molécula o los
descriptores independientes de la conformacion molecular; los cuales se pueden
generar mediante diversos programas para calcular descriptores moleculares de
acceso libre o comercial.

Particularmente los descriptores no conformacionales especifican las
caracteristicas invariantes de la estructura molecular; es decir, los aspectos atémicos,
constitucionales y topoldgicos de una molécula.

Estos descriptores se dividen en 3 diferentes categorias: los descriptores
adimensionales (0OD) codifican los aspectos mds simples de la estructura molecular, tal
como la formula molecular. Seguidamente los descriptores unidimensionales (1D) o
indicadores de fragmentos interpretan numéricamente las subestructuras presentes,
con base en el conteo de los grupos funcionales. Luego, se encuentran los descriptores
bidimensionales (2D) basados en la teoria de grafos, logran cuantificar la topologia y la
conectividad entre los atomos que conforman la molécula.*
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Por otra parte, los descriptores conformacionales se caracterizan por definir la
estructura molecular de forma tridimensional (3D) para codificar la mayor cantidad de
caracteristicas geométricas, electronicas y espaciales presentes en la estructura
molecular dada. Otros estudios mds avanzados de la conformacién molecular han
incluido otros niveles de representacion molecular (4D, 5D, y 6D) para resolver tanto la
estructura molecular como el entorno interactuante.

Para calcular los descriptores geométricos de manera mas precisa, es
indispensable conocer la conformacion activa de las moléculas, identificada por
cristalografia de rayos X o espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear (RMN).’
De lo contrario, es necesario utilizar las estructuras moleculares optimizadas bajo un
método de estructura electrénica apropiado, que resuelva una aproximaciéon de la
conformacion activa en el espacio (coordenadas x, y, z), para iniciar el calculo de los
descriptores geométricos.®’

Si bien los descriptores dependientes de la conformaciéon brindan una
representaciéon mas especifica de la molécula, que por lo general, se asocia con la
disposicion real de los compuestos quimicos en la naturaleza, también involucran mas
parametros ajustables, que incrementan la incertidumbre en las predicciones de los
modelos QSAR.2

A medida que aumentaba la cantidad, facilidad y rapidez de célculo de los
descriptores moleculares, incrementé la posibilidad de caracterizar mas aspectos
estructurales o experimentales de las moléculas, esenciales para desarrollar modelos
prospectivos con capacidad de estimar los efectos fisicoquimicos, toéxicos,
organolépticos o biolégicos contenidos en diversos agentes quimicos nuevos o

hipotéticos.”

Por ello, es posible destacar que los descriptores moleculares han contribuido de
forma directa a identificar y revolver varios problemas en la salud humana o los
ecosistemas, asociados a los efectos nocivos de los productos quimicos comerciales.*
Adicionalmente, en los campos de la toxicologia y farmacologia computacional, los
descriptores moleculares han permitido identificar decenas de candidatos a farmaco,
asi como estimar anticipadamente la toxicidad in vivo aguda y crdnica, sin necesidad

de realizar un extenuante numero de ensayos en diferentes modelos animales.**™"’

Actualmente, existe una amplia disponibilidad de descriptores moleculares
capacitados para representar las caracteristicas estructurales mas complejas,
particularmente localizadas en un complejo proteico o complejo proteina-ligando; asi
como, evaluar la toxicidad y el destino ambiental de un agente quimico

18, 19

antropogenico, e interpretar las propiedades sensoriales mas relevantes para la

elaboracién de nuevos productos cosméticos o de alimentos.’®*!

Por lo anterior, en este capitulo de Tesis Doctoral se detallaron los aspectos mas
relevantes de los descriptores moleculares, los principales esquemas de
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representacién molecular utilizados en el modelado QSAR, las caracteristicas generales
y especificas de las clases de descriptores, asi como las principales ventajas y
limitaciones de cada clase. Ademas, se definieron las principales herramientas
computacionales o plataformas en linea para calcular miles de los descriptores
moleculares de forma libre o con pago previo.

2.2. Conceptos basicos de los descriptores moleculares

Una de las tareas fundamentales para comprender los complejos procesos de la
naturaleza, radica en poder estimar e interpretar los efectos finales de las sustancias
quimicas, a través de representaciones simbdlicas de las estructuras moleculares,
codificadas por los descriptores moleculares.

La primera definicion de los descriptores moleculares, sefialaba que: un
descriptor molecular es el resultado de un procedimiento I6gico matemdtico encargado
de transformar la informacion quimica codificada dentro de una representacion
simbdlica de la molécula en un numero util o el resultado de algin experimento

. 22,2
estandarizado.** =

En particular, cada descriptor molecular codifica una pequefia parte de toda la
informacién quimica contenida en la estructura molecular. Este enfoque, ha
promovido el constante interés de la comunidad cientifica por incrementar el nimero
de descriptores moleculares disponibles, con el fin de generar mayor conocimiento
acerca del funcionamiento de los sistemas quimicos y bioldgicos de dificil acceso
experimental o aun inexplorados.**

En consecuencia, la extensa variedad de descriptores moleculares existentes
hace referencia a las diversas formas o perspectivas de caracterizar un sistema
molecular, considerando diferentes elementos y disposiciones de la estructura
guimica. Es asi como el conjunto global de descriptores moleculares postulados hasta
el momento ha contribuido en el desarrollo de multiples estudios computacionales,
operados por medio de herramientas estadisticas, quimiométricas y
guimioinformaticas.

Sin embargo, no cualquier variable matematica puede ser considerada un
descriptor molecular. Los descriptores deben aportar, en mayor o menor medida,
informacién quimica util, cumplir algunas propiedades basicas de invariancia, y
derivarse de métodos bien definidos, reproducibles y de facil repetitividad en otros
conjuntos moleculares.

Ante la complejidad que involucra predecir cualquier respuesta bioldgica,
toxicolégica, fisicoquimica o sensorial generada por una sustancia quimica
determinada, resulta importante postular descriptores moleculares que conserven un
balance entre el grado de interpretacion del descriptor y la capacidad de predecir una
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propiedad o actividad de manera acertada.” De este modo, aumenta la
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probabilidad de obtener un modelo QSAR conformado por una combinacién éptima de
descriptores moleculares, facilmente interpretables y con capacidad de predecir la
actividad de forma coherente.?’

Por otra parte, es evidente que un descriptor molecular o un pequefio conjunto
de estos, no estd capacitado para interpretar completamente la complejidad molecular
gue interviene en los procesos fisicoquimicos o las interacciones bioldgicas
responsables de las propiedades.

Por ello, al considerar un modelo basado en descriptores moleculares, las
predicciones generadas son una aproximacién al resultado final del mecanismo de
accién involucrado. Aunque en muchos casos, es mas factible desarrollar un modelo de
prediccion QSAR para evaluar de manera preliminar las respuestas finales generadas
por un gran conjunto de moléculas, que ejecutar los costosos e impracticos
procedimientos experimentales basados en la prueba y el error en cada una de estas.?®

En términos generales, los descriptores moleculares seguiran desempefiando un
rol importante en los avances cientificos. De hecho, la creciente disponibilidad de un
gran numero de descriptores moleculares con alto contenido de informacién quimica
extraida de la estructura molecular, acompanada de la inclusién de nuevos algoritmos
matematicos que los resuelven, y la automatizacién de los programas disponibles para
calcularlos, han generado un extenso conocimiento acerca de las relaciones existentes
entre los sistemas moleculares y la evidencia experimental.

2.3. Representacion de la estructura molecular

Antes de iniciar el calculo de los descriptores moleculares es indispensable
digitalizar las estructuras quimicas en un formato de representacién molecular acorde
con el propésito del estudio. Actualmente, existen diferentes formatos graficos o de
texto para digitalizar una molécula, que difieren segun el contenido de informacién
estructural.” Las formas mas comunes para codificar pequefias moléculas son:

Identificador Internacional de Compuestos Quimicos (InChl)

Sistema de Entrada Molecular Lineal Simplificado (SMILES)

Sistema de informacién MDL de datos moleculares (MOL)

Sistema de informacién MDL de datos estructurales (SDF)

Los formatos moleculares SMILES e InChl son notaciones lineales de cadena que
codifican la conectividad entre los 4tomos individuales de una molécula;* *° pero no

logran capturar toda la informacidn conformacional de la misma.

Si bien el formato SMILES esta capacitado para codificar decenas de estructuras
moleculares de forma rapida y sencilla, utiliza diferentes formalismos de escritura
(candnico o isomérico) que pueden generar ambigliedad. Por el contrario, la notacidn
InChl expresa de forma inequivoca algunos aspectos de la estereoquimica de una

26



molécula. Un caso particular de esta discrepancia se expresa en la Figura 2.1, para la
estructura molecular del pesticida Metomil.*!

Por otra parte, para interpretar la estructura tridimensional de una sustancia
guimica se emplean los esquemas graficos MDL de tipo sdf o mol, encargados de
identificar y codificar la posicion de los atomos de una molécula en el sistema de
coordenadas cartesianas.

H3C\H)J\O/NTCH3

Nombre Comercial= Metomil

Formula molecular= C;H,(N,0,S

NUmero CAS= 16752-77-5

Nombre IUPAC= S-metil -N-(metilcarbamoiloxi)tioacetimidato
SMILE canonico= CC(=NOC(=0)NC)SC

SMILES isomérico= C/C(=N\OC(=0)NC)/SC
INCh1=1S/C5H10N2025/c1-4(10-3)7-9-5(8)6-2/h1-3H3,(H,6,8)/b7-4+

Figura 2.1. Notaciones lineales SMILES e InChl del pesticida Metomil. Fuente: PPDB.3!

La representacion molecular MDL mol logra capturar toda la informacién acerca
de la conectividad, posicion y tipo de atomos y enlaces que constituyen una molécula.
En general, el formato MDL mol cuenta con dos versiones de codificacion
denominadas V2000 y V3000. La versidon V2000 captura la informacién contenida en
hasta 999 atomos y enlaces; mientras que la versidon V3000 es compatible para mas de
999 atomos y enlaces; esta version suele emplearse para representar macromoléculas
en los estudios de modelado molecular y acoplamiento molecular (Docking).

El esquema grafico MDL sdf proporciona de manera grafica la localizacién
espacial (x, y, z) de los atomos individuales que conforman el compuesto quimico. En
algunos casos, el archivo sdf contiene informacidon adicional sobre el estado de
hibridacion y de conectividad molecular. En particular, los formatos graficos de
representacion molecular mol y sdf son compatibles con la mayoria de los programas
para calcular descriptores moleculares.””’

2.4. Dimensionalidad de los descriptores moleculares

Para que una sustancia quimica genere un determinado efecto final en un
organismo o entorno expuesto, deben ocurrir una serie de procesos que dependen de
las caracteristicas estructurales de dicha sustancia. La codificacidon correcta de esas
caracteristicas representa la base del modelado QSAR.
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Existen diferentes formas para describir una estructura molecular de acuerdo
con el punto final evaluado y las caracteristicas del conjunto molecular elegido para
disefiar el modelo.*? La informacién capturada por los descriptores moleculares varia
desde las propiedades quimicas mas simples hasta las caracteristicas conformacionales
mas complejas. Puntualmente, el contenido de informacién de un descriptor molecular
depende directamente del nivel de representacion (dimensionalidad) utilizado para
definir la estructura molecular.

Por esta razodn, la dimensionalidad es el principal criterio de clasificacion de los
descriptores moleculares, dividiéndolos entre descriptores no conformacionales (0D,
1D y 2D) y descriptores basados en la conformacién (3D). Cada categoria comprende
un delimitado nivel de incertidumbre, discriminacién, complejidad de calculo,
contenido de informacion e interpretacion del sistema molecular. Por este motivo, se
definen de forma detallada a continuacion:

2.5. Descriptores adimensionales (0D)

La representacion mas simple de un descriptor adimensional (OD) es la formula
guimica, que permite identificar el tipo y la cantidad de elementos quimicos que
conforman una molécula. Un ejemplo particular se muestra para el compuesto
guimico 2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina, reconocido por sus efectos tdxicos para
la salud humana y el ambiente; los descriptores 0D utilizan su formula quimica
C12H4CI402,33 para identificar la presencia de 12 atomos de carbono, 4 de hidrégeno, 4
de cloro y 2 de oxigeno.

Esta forma de representar una sustancia quimica carece de cualquier
conocimiento sobre conectividad atémica o tipos de enlace. Por lo tanto, los
descriptores moleculares OD solo pueden capturar las caracteristicas estructurales mas
generales de la molécula.®® Los descriptores OD mas conocidos son: el nimero de
atomos de cualquier elemento quimico, el peso molecular (MW), la suma o el
promedio de las propiedades atémicas, tal como los volumenes atémicos de van der
Waals o la electronegatividad.

En general, para generar los descriptores 0D no es necesario disponer de algun
programa de célculo de descriptores, ya que codifican los aspectos mas basicos de la
estructura molecular, faciles de cuantificar e interpretar. No obstante, esta clase de
descriptores se caracteriza por su bajo contenido de informacién quimica y alto grado
de degeneracién, lo que indica que pueden tener valores iguales para diferentes
moléculas.
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2.6. Descriptores unidimensionales (1D) e indicadores

A medida que aumente la dimensionalidad de los descriptores, incrementa la
complejidad de calculo, el contenido de informacidn y la capacidad discriminante entre
estructuras similares, tal como lo exhibe la Figura 2.2.

Los descriptores unidimensionales (1D) o indicadores de fragmentos interpretan
las moléculas a través de las subestructuras, los grupos funcionales o los fragmentos
de las mismas. Para generar estos descriptores moleculares no es necesario disponer
de la conformacion de las estructuras moleculares.

La representacion 1D de la molécula se refleja mediante los descriptores
indicadores de fragmentos o de frecuencia de ocurrencia, encargados de codificar la

presencia o ausencia de una subestructura dada a través del cddigo binario.

TN

4D

000 Q\fo OK:; |
oooo o/'% .
(@) ° o & o 6&040\0 0 é‘\ ) o

o 0. ol

e o o o
o) o) bz

Contenido de informacion

Facilidad de calculo

Figura 2.2. Niveles de representacién del acido 2-(4-isobutilfenil) propidnico, segun la
dimension, facilidad de calculo y contenido de informacién. Fuente: Grisoni et al.,
2018.%

Los descriptores 1D permiten considerar las caracteristicas estructurales basadas
en los grupos funcionales o conjuntos de atomos que influyen en las respuestas
biolégicas de las moléculas. Estos descriptores también se conocen como variables
ficticias o descriptores booleanos, debido a su capacidad de establecer nexos légicos
matematicos, que explican la relacion de presencia o ausencia de uno o varios
elementos quimicos en la estructura molecular, para codificar la posiciéon o el nimero
de sustituyentes en la misma.
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De acuerdo con un principio simple de aditividad, donde las modificaciones
guimicas orientadas en la adicidn o eliminacién de grupos sustituyentes alteran el
efecto bioldégico exhibido inicialmente por la molécula; los descriptores 1D permiten
cuantificar el grado de contribucién que tiene un grupo sustituyente en la respuesta
biolégica evaluada.

Esta estrategia fue propuesta por Free & Wilson en 1964, y se conoce
actualmente como el método de Free-Wilson.*> Consiste en generar una matriz de
datos conformada por valores de 1 y 0; cada columna de la matriz corresponde a un
sustituyente particular en una posicién especifica de la molécula, y se considera una
variable independiente. En este caso, la variable dependiente ubicada en una de las
columnas de la matriz de datos, incluye los valores de la actividad de cada molécula.

Seguidamente, se aplica la técnica de Regresion Lineal Multiple (MLR) para
seleccionar las variables independientes mas representativas para la variable
dependiente, conforme a los pardmetros estadisticas cldsicos para medir la bondad de
ajuste. Los coeficientes de regresién del modelo representan la contribucién que
tienen los sustituyentes de la molécula sobre la actividad.

La estrategia Free-Wilson ha sido utilizada para desarrollar diversos modelos de
la teoria QSAR, con resultados de prediccion acertados y con una interpretacion

3638 No obstante, a diferencia de los modelos QSAR

mecanicista bastante sencilla.
clasicos derivados de algunas propiedades fisicoquimicas de las moléculas; los modelos
QSAR basados en el método de Free-Wilson no pueden estimar el efecto bioldgico

generado por aquellos sustituyentes no contemplados durante el disefio del modelo.

Por esta razon, otros andlisis QSAR han considerado los descriptores basados en
la frecuencia de aparicion de los atomos o grupos funcionales especificos. En este caso,
la frecuencia debe ser lo suficientemente alta para que los valores de los coeficientes

de regresidn sean confiables y representativos para estimar la propiedad.39' 40

En este contexto, algunos cientificos han recurrido al uso de diversos
descriptores indicadores de fragmentos como alertas estructurales, ya que son
independientes y especificos para algunas propiedades, tal como la actividad
carcinogénica con al menos 35 alertas estructurales bien definidas, basadas en
subestructuras de riesgo propuestas por Benigni et al., 2008.*

Conforme a lo anterior, es posible destacar que la informacién contenida en los
descriptores 1D o indicadores de fragmentos es util cuando el conjunto molecular
analizado es mayormente homogéneo y la respuesta final evaluada se asociada a los
aspectos mas simples de la estructura molecular.

2.7. Descriptores bidimensionales (2D)

Basicamente, los descriptores 2D basados en la teoria de grafos, capturan la
informacién relacionada a la conectividad de los atomos en términos de presencia y

30



naturaleza de enlace quimico para codificar las conexiones en la estructura molecular,
cuyos vértices y aristas son los &tomos y enlaces, respectivamente.

En general, un grafo molecular (G) se refiere a un tipo de representacion
molecular basado en la topologia de un compuesto quimico, que se calcula de la
siguiente forma:

G =(V,E) (2.1)

En la Ec. 2.1 el pardmetro V corresponde al conjunto de vértices, y E es el
conjunto de elementos que representan la relacién binaria entre pares de vértices. En
un grafo molecular, los pares de vértices (pares de dtomos) son considerados una
arista, es decir un enlace entre dichos atomos.

Por lo general, los grafos moleculares consideran todos los elementos y enlaces
guimicos que comprenden una molécula; solo en algunos casos, el grafo molecular
procurara excluir los atomos de hidrégeno para simplificar la informacién topoldgica
cuantificable; este tipo de grafo se conoce como grafo molecular carente de
hidrogenos.

Para cuantificar la informacidon contenida en un grafo molecular, es comun
utilizar matrices grafo-tedricas, que codifican la informacién estructural proporcionada
por el grafo molecular. Las matrices tedricas de un grafo molecular pueden ser de
varios tipos:

- Matriz de vértices: conformada por filas y columnas que representan los
vértices (atomos) del grafo, y buscan representar diferentes propiedades de los pares
de vértices.

- Matriz de aristas: conformada por filas y columnas basadas en las aristas del
grafo (los enlaces intramoleculares), para codificar algunas propiedades de pares de
aristas.

- Matriz de adyacencia: codifica diferente informacidon sobre los pares de
vértices, tal como su conectividad.

- Matriz de distancia: identifica las distancias topoldgicas entre aristas.

- Matriz ponderada: suma los pesos de los vértices presentes en un camino
topolégico conectado

- Matriz aumentada: las entradas diagonales de la matriz pueden ser iguales a 0,
o codificar informacidn quimica sobre los vértices.

A diferencia de las propiedades atdmicas mas comunes, las invariantes locales de
vértice son cantidades numéricas derivadas de la topologia molecular, que se utilizan
para caracterizar otras propiedades de los dtomos, tal como el grado de vértice, suma
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de distancias del vértice o excentricidad del 4tomo; estas propiedades son
comunmente dadas como ponderaciones atémicas.

Por otra parte, las invariantes de un grafo molecular son cantidades matematicas
derivadas de una representacion grafica de la molécula, cominmente empleadas para
identificar propiedades tedricas de los grafos, asentadas por isomorfismo; es decir,
propiedades con valores idénticos para grafos moleculares isomorfos.

En los ultimos afos, el aumento en el nimero de férmulas y algoritmos
disponibles para tratar la informacién contenida en los grafos moleculares, por medio
de diferentes matrices moleculares y esquemas de ponderacién, ha dado lugar a
nuevas clases de invariantes de grafo Gtiles.*?

Todos los indices derivados del grafo molecular se conocen como indices
Topoldgicos (ITs); estos codifican de forma directa y sin ambigliedades diferentes
propiedades topoldgicas especificas como la adyacencia o la conectividad de una
molécula, y mas generales como el tamafio y peso molecular, la forma, la simetria, el
grado de ramificaciéon y la ciclicidad.

Adicionalmente, tienen la capacidad de considerar propiedades quimicas
especificas de los atomos, como la presencia de atomos electroatrayentes o
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electrodadores de electrones, la polarizabilidad y la masa atomica. En particular,

los ITs se dividen en dos principales grupos:

- indices topoestructurales: describen la informacién acerca de la adyacencia y
las distancias de enlace directo entre dos 4tomos.

- Indices topoquimicos: describen informacién topolégica de la molécula, pero
también detallan aspectos quimicos especificos de los dtomos, como el
estado de hibridacién y la identidad quimica.

En general, los ITs se enfocan en cuantificar principalmente las distancias entre
atomos calculados por el nimero de enlaces intermedios, por lo tanto se consideran
indices de enlace directo.

Otro tipo de invariante del grafo molecular son los indices de autocorrelacion,
propuestos Moreau & Broto en 1980.%° Estos indices se encargan de definir una
relacion entre los vértices en funcién de su separacién espacial.

Los indices de autocorrelacion mdas comunes se obtienen a partir de un conjunto
de puntos discretos en el espacio (los atomos de la molécula) y una funcién evaluada
en esos puntos (una propiedad atdmica definida).

Cada descriptor de autocorrelaciéon corresponde a la integracién de los
productos de la funcién calculada en el atomo x y el dtomo x+k; donde k es la
distancia topoldgica. Este tipo de descriptores expresan como se correlacionan los
valores de la funcién a intervalos iguales de distancia topoldgica.
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Por otra parte, Randi¢ en 1991,* propuso que los ITs deben presentar ciertas
caracteristicas especificas para interpretar de forma coherente la topologia molecular;
estds consisten en:

1. Interpretacién estructural

2. Alta correlacién con una o varias propiedades

3. Capacidad de discriminar isémeros

4. Destinados a la estructura local

5. Ser independientes

6. Detallar informacién simple

7. No interpretar propiedades experimentales

8. Minima intercorrelaciones con otros ITs

9. Provenientes de algoritmos de facil reproducibilidad y repetitividad
10. Considerar aspectos estructurales simples

11. Exhibir una dependencia apropiada

12. Presentar cambios graduales acorde con los cambios estructurales.

La gran mayoria de los descriptores topoldgicos propuestos hasta el momento
presentan las caracteristicas anteriores. Debido a esto, han logrado intervenir
exitosamente en decenas de estudios QSAR orientados en medir el efecto que tienen
las similitudes o diferencias estructurales de las moléculas sobre la actividad o
propiedad evaluada.

Hasta el momento, los ITs mas utilizados en QSAR son: el indice W de Wiener,
indice de conectividad de Randi¢, indice de conectividad de Kier & Hall, indice de
conectividad J de balaban, el indice Zagreb, indice de Riicker e indices de estado
eIectrotopolc’)gico,“g'50 los cuales se detallan individualmente a continuacién.

2.7.1. Indice W de Wiener

En la década de los 40s, el cientifico Wiener postulé uno de los primeros
descriptores moleculares basados en la topologia molecular de un conjunto de
alcanos. De este modo, Wiener logré establecer el descriptor de conteo de caminos,
basado en la suma del nimero de enlaces unidos a todos los pares de dtomos.>!

Afos mas tarde, el nombre de dichos descriptores fue modificado debido a que
los caminos pueden presentar longitudes variables en el grafo molecular. Por ello, se
planted el denominado indice W de Wiener, definido como la mitad de la suma de
todas las entradas en la matriz de distancia acorde con la Ec. 2.2.
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1 n n 1 n
W:E d,==>S, (2.2)

A partir del indice W, se derivaron una gran cantidad de férmulas para analizar
diversas clases de grafos moleculares. Luego, Wiener postuld el descriptor de
polaridad p de un grafo, bajo el concepto de nimero de pares de vértices separados
por tres aristas; es decir, el nUmero de distancias de longitud tres.>?

2.7.2. Indice de conectividad de Randi¢

Los indices de conectividad son los descriptores mas populares en términos de
analisis del grafo molecular. El primer indice de conectividad fue propuesto por Randi¢
en 1975.>% A este descriptor se le conoce como indice de conectividad de Randié¢ (x) o

indice de ramificaciones, y se define por medio de la Ec. 2.3.

1

x= Y (56)? (2.3)

todasaristas

Donde 6, y 6, corresponden a los grados de vértices de los atomos incidentes en

el enlace considerado, a partir de los enlaces i y j de la molécula. El indice ¥ no sdlo

posee buena degeneracion, también alta correlacién con diversas propiedades
fisicoquimicas o bioquimicas. Acorde con su definicidon, cuanto mas compacto sea el
grafo molecular mayor serd el valor de .

2.7.3. Indice de conectividad de Kier & Hall

Aifos mas tarde, los cientificos Kier & Hall plantearon un esquema general
basado en el indice de conectividad de Randi¢ para calcular descriptores de orden cero
y de orden superior, con el fin de obtener indices de conectividad de i-ésimo orden.
Comunmente, estos descriptores son conocidos como indices de conectividad de Kier

& Hall, y se pueden obtener a través de las ecuaciones 2.4-2.7.>*°
_t

x= D, 672 (2.4)

todasaristas
1

=D, (66,7 (2.5)

todasaristas
n L

x=>(6,6,6,),’ (2.6)

k=1

"X, = Z(Héaj (2.7)
k=1 \ a=1 k
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En este caso, el parametro k recorre todos los subgrafos de i-ésimo orden
conformadas por n atomos (m+1 para subgrafos aciclicos). K es el nimero total de
subgrafos de i-ésimo orden presentes en el grafo molecular, y en el caso de los

subgrafos de camino es igual al recuento de aristas de i-ésimo orden.?* %

El producto esta sobre los vértices simples de grado &, que involucran a todos
los vértices de cada subgrafo. La variable g, representa el tipo de subgrafo molecular
considerado. En general, se usa ch para identificar anillos o cadenas lineales; pc para
camino de grupo; ¢ para grupo y p para camino. Un ejemplo de aplicacion de los
indices de conectividad de Kier & Hall para la molécula 2-metilpentano se muestra en
la Figura 2.3.

3

N | =

°x =(6,6, )_% +(6,6, )_% +(5,6, )'3 +(8,8, )'3 + (8,6, )_% +(8,6,) % =
1- 1)_% +(3- 3)_% + (2-2)_% + (2-2)_% +(1- 1)_% + (1-1)_% =4.333
5% =(5152)’§ +(5,6, )’% +(6,6, )’% +(6,6, )’3 + (5,65, )’% =
1- 3)% + (3-2)7% +(2-2)% + (2-1)% + (3-1)% =2.770
’x =(6,6,6, )’3 +(6,8,6, )’% +(65,8,6, )’% +(6,6,5,)
1 1 1

(1-3-2) 2 +(3-2-2) 2 +(2-2-1) 2 +(1-3-1)

1
+(6,6,6,) 2 =
1

+(2-3-1) 2 =2.183

1
2
1
2

Figura 2.3. indices de conectividad de Kier & Hall para la molécula 2-metilpentano.
Fuente: Todeschini et al., 2000.%

2.7.4. Indice de conectividad J de Balaban

La complejidad del cdlculo de los ITs se encuentra directamente asociada al
tamafio del grafo molecular analizado. A raiz de esto, Balaban entre 1979 y 1985
realizo una serie de modificaciones de la férmula del indice x propuesto por Randi¢,>”
> enfocadas en reemplazar los grados de vértices por suma de distancias, e introdujo
un factor de correccion que involucra el nimero ciclomatico para obtener el indice de
conectividad J, expresado en la siguiente ecuacion:

e 1
J= 6,6 )2 2.8
Il + 1 todaszar:istas( H ) ( )

Donde el parametro e representa el nimero de aristas del grafo y la sumatoria es
sobre todos los pares de aristas adyacentes i y j. La degeneraciéon de este indice es
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mucho menor que los ITs mencionados anteriormente. Ademas, se establecié que el
grafo molecular mds compacto es el que posee mayor indice J.

2.7.5. Indice de Zagreb

En la década de los 70s, el cientifico croata Zagreb propuso dos ITs derivados de
la matriz de adyacencia, con el objetivo de establecer otras aplicaciones quimicas de la
teoria de grafos, a través de las ecuaciones 2.9 y 2.10.%°

M, =>v: (2.9)
i=2
M, = Z 27 (2.10)

todasaristas

2.7.6. Indice de Riicker

Los cientificos Riicker & Riicker en 1993,%! postularon una serie de descriptores
topolégicos basados en el recuento de todos los caminos de mayor longitud,
enfocandose en todos los caminos, excepto en los que regresan a ellos mismos. Si bien
estos descriptores se obtienen bajo un racionamiento sencillo de la estructura
molecular, como en un procedimiento de suma tipo Morgan; tienen un alto poder
discriminante entre los compuestos isdmeros o la disposicion de los atomos en la
estructura molecular.

El IT basado en el recuento total de caminos se conoce como twc, y consiste en
un cédigo para grafos moleculares fundamentado en todos los caminos, que otorga un
alto poder discriminante y menor degeneracién que el indice de conectividad de
Balaban.

2.7.7. Indice de estado electrotopoldgico

El estado electrotopoldgico S, del i-ésimo atomo de la molécula, denominado

indice de estado electrotopoldgico o estado-E, proporciona informacion relacionada

57,62

con el estado electrénico y topoldgico del &tomo en la molécula, expresado como:

S, =l +Al =1, +i;lfk (2.11)
j=1 (dij + 1)

Donde /. indica el estado intrinseco del i-ésimo atomo y Al es el efecto de

campo en el i-ésimo atomo calculado como perturbacién del estado intrinseco del i-
ésimo atomo por todos los demas atomos de la molécula; el parametro d; es la

distancia topoldgica entre el j-ésimo y el j-ésimo atomo; A es el nimero de atomos. El
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exponente k modifica la influencia de los atomos distantes o cercanos en estudios
particulares; regularmente k=2.

El valor del estado-E codifica el estado electrénico intrinseco del atomo
influenciado por el ambiente electrénico de todos los otros atomos dentro de la
estructura molecular. Para calcular el estado intrinseco del i-ésimo atomo se aplica la
siguiente ecuacién:

Li
[N A (2.12)

En este caso, el parametro L, es el nimero cuantico principal (2 para los atomos
de C, N, Oy F, y 3 para los dtomos de Si, Sy Cl); & es el nimero de electrones de
valencia (grado de vértice de valencia), y 6,es el nUmero de electrones sigma (grados

de vértice) del i-ésimo 4&tomo en un grafo molecular carente de hidrégenos.

2.8. Descriptores tridimensionales (3D)

Un nivel adicional de complejidad se ve reflejado al percibir la molécula no solo
en términos de tipo de datomo, conectividad y adyacencia, sino también observandola
como un objeto geométrico en el espacio, caracterizado por la configuracion espacial
de los atomos; es decir, cuando la molécula se define en términos de tipos de atomos y
su posicion en el sistema de coordenadas cartesianas x, y, z.

Los descriptores moleculares basados en la representacion tridimensional (3D)
de la molécula tienen un alto contenido de informacién que logra explicar
adecuadamente el efecto de la estructura molecular sobre diversas respuestas
bioldgicas, toxicoldgicas, organolépticas y fisicoquimicas.®

Sin embargo, para calcular de manera precisa los descriptores geométricos, es
necesario conocer los datos de la conformacion activa de cada molécula, determinados
por técnicas de cristalografia de rayos X o espectrometria de RMN.? Aunque, si esta
informacién no estd disponible, se deben utilizar las estructuras moleculares
optimizadas bajo un nivel de teoria de estructura electrénica apropiado para realizar el

calculo de los descriptores 3D.5*°

Con base en lo anterior, durante el proceso de optimizacién de las estructuras
moleculares, es importante reconocer y superar algunos problemas emergentes,
como:

1. La influencia del método, el funcional o la base seleccionada para obtener la
conformacidn del minimo de energia global en el sistema de coordenadas x, v, z.
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2. La posibilidad de encontrar en la Superficie de Energia Potencial (PES) mas de
un conformero con energia minima similar, particularmente en las moléculas con alta
capacidad de interconversion.

3. La diferencia existente entre la conformacién activa y la conformacién
optimizada; donde el nivel de deformacidon depende directamente de los grados de
libertad conformacionales de la molécula.

En general, los descriptores geométricos se dividen en 4 principales grupos,
puntualizados en la Figura 2.4.

Estructura molecular _L Técnicas QSAR basadas en
optimizada grillas
Descriptores
Geométricos
Descriptores Quimico- Descriptores de Superficie Valores de Energia de
Cuanticos volumen Molecular Interaccion
v v v ¥
* Energia Molecular * Volumen van der * Area de Superficie * [ndices gravitacionales
* Momento Dipolar Waals Parcial Cargada (CPSA) * Descriptores 3D-MoRSE
*  Energia del Orbital || * Volumen geométrico * Analisis de Forma * Descriptores WHIM
Molecular Qcupado mas Molecular * Descriptores EVA
Alto (Eyomo) * Area de Superficie de * Descriptores EEVA
*  Energia del Orbital Acceso al Solvente * Descriptores espectrales
Molecular Desocupado mas * Analisis de Forma * Descriptores RDF
Bajo (E,ymo) Mezey 3D * Descriptores G-WHIM
* Diferencia de Energia
entre Eyomo ¥ Erumo (GAP)

Figura 2.4. Clasificacién general de los descriptores 3D. Fuente: Todeschini et al.,
2000.%

Entre estos grupos, los descriptores basados en los valores de energia de
interaccion se han destacado en el modelado QSAR por su capacidad de correlacion
con diversas actividades y su habilidad discriminante; donde se destacan las siguientes
clases de descriptores:

- Descriptores Invariantes Holisticos Ponderados (WHIM)®’

- Descriptores de Ensamblado de Geometria, Topologia y Pesos Atdmicos
(GETAWAY)®®

- Descriptores de Representacion Molecular 3D de la estructura basada en

difraccion de electrones (3D—Morse)69' 0

- Descriptores de la Funcién de Distribucién Radial (RDF)"*

- Descriptores de Autovalores (EVA)"?
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Para comprender el enfoque conformacional abordado por cada una de estas
clases de descriptores, y su importante relacion con diversas respuestas finales
modeladas; se dispone a continuacién una definicidon breve de las mismas:

2.8.1. Descriptores WHIM

Los descriptores WHIM estdn basados en indices estadisticos calculados sobre las
proyecciones de los atomos a lo largo de los ejes principales de la molécula. Estos
descriptores se construyen de tal forma que capturen informacién molecular
tridimensional relevante enfocada en el tamano, forma, distribucién y simetria de los
atomos con respecto a los marcos de referencia invariantes de la molécula.

En principio, el cdlculo de los descriptores WHIM implica realizar un Analisis de
Componentes Principales (PCA) en las coordenadas cartesianas centradas de una
molécula, empleando una matriz de covarianza ponderada, constituida por diferentes
esquemas de ponderacion para los atomos. Para cada esquema de ponderacién, se
calcula un conjunto de indices estadisticos sobre los atomos proyectados en cada
componente principal.

2.8.2. Descriptores GETAWAY

Los descriptores GETAWAY son derivados de la matriz de influencia molecular
(H), que representa la estructura molecular a través de la Ec. 2.13.

H=M(M'M)*M' (2.13)

Donde el pardmetro M es la matriz molecular que contiene las coordenadas
cartesianas centradas (x, y, z) de los atomos de la molécula, en una conformacién
optimizada elegida.

Es importante destacar que las coordenadas atdmicas se calculan con respecto al
centro de geometria de la molécula para obtener la invarianza traslacional. La matriz
de influencia molecular es una matriz simétrica nxn, donde n representa el nimero
de atomos, y muestra la invarianza rotacional con respecto a las coordenadas de la
molécula, lo que resulta independiente de las reglas de alineacion.

Los elementos diagonales de la matriz (A, ) presentan valores en el rango de 0 a

1 para codificar la informacién atémica relacionada con la “influencia” de cada atomo
en la molécula, y asi determinar la conformacién molecular. Especificamente, los
atomos mas superficiales de la estructura molecular siempre tienen valores h, mas

altos que los 4&tomos mas préximos al centro de la molécula.®®

Los descriptores de tipo GETAWAY se obtienen a través de funciones de
autocorrelacién con doble ponderacién, donde un esquema de ponderaciéon es el
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pardmetro de influencia y el otro una propiedad atémica, tal como la polarizabilidad o
la masa atémica.

2.8.3. Descriptores 3D-MoRSE

El conjunto de descriptores 3D-MoRSE fue propuesto por Selzer et al., 1996,%
con el objetivo de acceder a la informacion de las coordenadas atdémicas
tridimensionales, a través de la transformacién utilizada en los estudios de difraccién
de electrones para preparar curvas de dispersion tedricas, considerada en la Ec. 2.14.

sen(sr )

I(s) = Z Z ©,, (2.14)

i=1 j=i+1

Donde /(s) es la intensidad de electrones dispersos; w una propiedad atémica; el

parametro r, es la distancia interatdmica entre los dtomos i-ésimo y j-ésimo; y A es la

cantidad de atomos.

2.8.4. Descriptores RDF

Los descriptores de Funcion de Distribucion Radial (RDF) se basan en la
distribucion de distancias en la representacién geométrica de una molécula para
generar un cédigo RDF, que exhibe ciertas caracteristicas en comun con el cédigo 3D-
MORSE.

Formalmente, el cddigo RDF de un conjunto de atomos A puede interpretarse
como la probabilidad de encontrar un dtomo en un conjunto esférico de radio R. La
forma general de un cddigo RDF estd representada por:

A-1 A 5
gR)=f-3 > @ w; e (2.15)
i=1 j=i+1

Donde f es un factor de escalado; el parametro w representa las propiedades

atomicas de los atomos iy j; r; es la distancia interatomica entre el j-ésimo atomoy el

j-ésimo atomo; A es el nUmero de dtomos. El término exponencial contiene la distancia
r, entre los atomos iy jy el parametro normalizado B, que define la probabilidad de la

distancia interatomica individual. En general, el término g(R) se calcula en varios

puntos discretos con intervalos definidos.
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2.8.5. Descriptores EVA

Los descriptores de Autovalores (EVA) fueron propuestos por Ferguson et al.,
1997,”% para extraer la informacién quimica estructural de los espectros de infrarrojo
(IR) y Raman. Este enfoque consiste en utilizar como descriptor multivariante las
frecuencias vibratorias de una molécula y una propiedad molecular fundamental,
caracterizada de forma facil y confiable a partir de la funcidn de energia potencial.

Cada descriptor EVA es una funcién de los valores propios obtenidos de la matriz
de coordenadas cartesiana, las cuales corresponden a las frecuencias vibratorias
fundamentales de la molécula, que pueden ser calculadas por medio de métodos
mecanocuanticos o métodos moleculares estandares de quimica computacional.

2.9. Descriptores basados en grillas (4D)

Un mayor nivel de complejidad y contenido de informacion se puede lograr al
analizar la molécula a través de un enfoque 4D, con el objetivo de identificar y
caracterizar cuantitativamente las interacciones entre las moléculas y uno o varios
sitios activos de un receptor bioldgico.

En este contexto, se puede obtener una representacién molecular basada en la
disposicion de la molécula dentro de un enrejado tridimensional compuesto por varios
miles de puntos espaciados uniformemente, utilizando una sonda (estérica,
electrostatica, hidrofilica, hidrofdbica, entre otras) para mapear la superficie de la
molécula.

A partir del trabajo publicado por Cramer et al., 1988,”% se planted el uso de las
propiedades de campo de las moléculas en el espacio tridimensional para desarrollar y
aplicar modelos de la teoria QSAR. Este método fue denominado Andlisis Comparativo
de Campo Molecular (CoMFA); conocido como el primer enfoque QSAR-3D que

continua vigente hasta ahora.”*”®

El fundamento basico del método CoMFA consiste en muestrear los campos
estéricos (van der Waals) y electrostaticos (Coulombicos) alrededor de un conjunto de
moléculas alineadas, con el fin de capturar toda la informacién necesaria para explicar
la respuesta final exhibida por las mismas. El muestreo consiste en calcular las energias
de interaccion de las moléculas, mediante sondas apropiadas localizadas en el
enrejado tridimensional dispuesto alrededor de las estructuras moleculares.

Un paso critico del método CoMFA es la apropiada alineacion de las moléculas,
gue puede tomar tiempo y requiere el conocimiento previo de la conformacién
molecular precisa. Por esta razdn, es necesario analizar las moléculas mas activas del
conjunto de datos y usarlas como plantilla.

Adicionalmente, cuando el conjunto de datos presenta moléculas con varios
grados de libertad conformacional, la seleccién de la conformacion activa suele ser un
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obstaculo significativo en el modelado QSAR-3D. Por ello, se debe ejecutar una
busqueda conformacional sistematica previa, para definir el conformero mas estable
segun la Superficie de Energia Potencial (PES) generada.

Actualmente, existen diferentes métodos computacionales para mejorar el
572 Un método analogo a COMFA es
el Anélisis Comparativo de indices de Similaridad Molecular (CoMSIA).%°

rendimiento en la alineacion de la técnica CoMFA.

El método CoMSIA utiliza la similitud entre los &tomos de la molécula junto con
una sonda localizada en el enrejado tridimensional alrededor del sistema molecular,
para evaluar cinco propiedades relacionadas con los campos estéricos, electrostaticos,
hidrofébicos, donadores y receptores de enlaces de hidrégeno.

La posibilidad de emplear mas campos ha permitido analizar de forma mas
precisa las regiones espaciales donde las contribuciones de los diferentes campos
tienen un importante efecto sobre la actividad de las moléculas. Otros métodos
derivados de CoMFA, son el Analisis Comparativo del Sitio Activo Molecular
(CoMASA),®' y el Patrén de Reactividad Comun (COREPAN).®2

El método CoMASA se caracteriza por ejecutar un analisis QSAR-3D rapido,
eficiente y sencillo, basado en 3 principales ventajas:

(i) Genera mapas de facil interpretacion, para transformarlos en farmacoforos o
atributos estructurales requeridos en los patrones de busqueda de las bases de datos.

(ii) No es obligatorio considerar la orientacién de la molécula dentro de un
enrejado tridimensional o una grilla en particular.

(iii) Se puede ejecutar de manera rapida y simple en procesadores comunes y
accesibles, ya que tiene funciones de puntuacién y reducciéon de puntos de interaccién
eficaces.

Con respecto al método COREPAN, su principal ventaja radica en evadir los
problemas asociados a la alineacidn de las moléculas y la selecciéon de un dtomo o
fragmento de farmacoéforo especifico; ya que realiza un andlisis de la distribucién
conformacional de la molécula, basado en los parametros de reactividad global y local
potencialmente asociados con el punto final estudiado.

Durante los ultimos 15 afios, se han incorporado nuevos descriptores
multidimensionales en el modelado QSAR, denominados descriptores 5D y 6D; estos se
basan en los pardmetros estructurales asociados a la flexibilidad del sitio de unién al
receptor junto con la topologia del ligando.

Puntualmente, los descriptores 5D son calculados a partir de multiples
conformaciones, orientaciones, estados de protonacidn y estereoisémeros del ligando
analizado. En el caso de los descriptores 6D, es necesario tener en cuenta los

escenarios de solvatacién del complejo, los ligandos y el entorno interactuante.®*®°
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2.10. Ventajas y limitaciones segun la dimensionalidad de los
descriptores

Los descriptores moleculares, ya sean conformacionales (3D) o independientes
de la conformacion (0D-2D) codifican una cantidad delimitada de caracteristicas
estructurales de la molécula, que por lo general, se pueden asociar racionalmente con
la actividad o propiedad exhibida por la misma.

Sin embargo, cada enfoque presenta una serie de ventajas y limitaciones
detallada en la Tabla 2.1, que deben ser consideradas al momento de abordar un

conjunto de datos a través del modelado QSAR.%*#

Tabla 2.1. Principales ventajas y limitaciones de los tipos de descriptores moleculares.
Fuente: Duchowicz, 2019.%¢

Detalle Descriptores 0D—2D Descriptores 3D
Involucra un célculo directo de Requiere las estructuras
los descriptores, a partir de una moleculares optimizadas bajo un

Complejidad notacion lineal en cadena o un método de estructura
esquema grafico de la estructura | electronica  apropiado  para
molecular calcular los descriptores

Tiempo Poco tiempo de célculo Mayor tiempo de calculo

No requiere el conocimiento de | Requiere informacién sobre la
Requisitos la conformacién molecular conformacion de la molécula,
dada por técnicas apropiadas

Informacién estructural basada | Informacion estructural basada
Contenido de en la composicién atémica y la | en la composicién atdmica, la
informacién conectividad conectividad y varios parametros
conformacionales

Los isOmeros se consideran | Se realiza un cdlculo directo de
mediante indicadores de | los descriptores de isémeros

Isomeria ] ] ]

presencia o ausencia de ciertos

elementos geométricos

Evita ambigliedades 3D e |Si se conoce la conformacion
c dad incrementa el poder predictivo | activa de cada molécula, el
apacida ,

o del modelo QSAR, con valores | modelo QSAR presentard alto

predictiva

estables de la  propiedad | poder predictivo y discriminante

predicha

2.11. Programas para calcular descriptores moleculares

Los continuos avances en las investigaciones de quimica computacional, en
particular de la teoria QSAR, han favorecido la creciente produccion del material
intelectual basado en nuevos programas o herramientas virtuales para calcular miles
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de descriptores moleculares e indicadores de fragmentos de forma facil y rapida, a
través de entornos de programacidon amigables de uso libre o comercial.

Ante la extensa diversidad de programas disponibles para calcular descriptores
moleculares, en la Tabla 2.2 se recopilaron las principales herramientas o plataformas
disponibles hasta 2019, empleadas en los estudios QSAR para generar miles de
descriptores tedricos, experimentales, semiempiricos o indicadores de fragmentos de
forma automatica.

Tabla 2.2. Lista de los principales programas y plataformas disponibles para calcular
descriptores moleculares e indicadores de fragmentos. Fuente: Saavedra, L.M.

Programa o Plataforma Descripcion Acceso

Calcula Log P a partir de los
fragmentos estructurales

ACD/Tox Suite Predice puntos finales de toxicidad Comercial
Calcula descriptores topoldgicos,
geométricos y electrénicos

ADMET predictor Calcula propiedades ADMET Comercial
Calcula descriptores basados en

ACD/LogP freeware Libre

ADAPT Comercial

AFGen L. Libre
E— fragmentos topoldgicos
Calcula propiedades
BioPPsy farmacocinéticas para  estimar | Libre
compuestos candidatos a farmacos
N Calcula descriptores moleculares de | | .
BioTriangle Libre

dimensionalidad 0D-3D
Calcula descriptores a partir de los
BlueDesc aspectos estructurales mas | Libre
generales de la molécula
Calcula  descriptores 0D-2D vy

CACTVS geomeétricos (3D) Libre
Calcula descriptores topoldgicos,
CDK geomeétricos, constitucionales y de | Libre
carga
Calcula 3679 descriptores
ChemDes moleculares y 59 tipos de | Plataforma web
indicadores de fragmentos
CODESSA PRO Estima descriptores quimico- | .|

cuanticos, topoldgicos y electrénicos
Estima moléculas y genera alertas de
CoFFer los fragmentos asociados a la | Libre
propiedad evaluada

CORAL Permite el dlsen(? de modelps QSAR Libre
I basados en descriptores flexibles
Genera descriptores semiempiricos
Danish de propiedades toxicolégicas en mas | Libre

de 166.000 moléculas
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https://www.acdlabs.com/products/percepta/predictors/logp/index.php
https://www.acdlabs.com/products/percepta/
http://research.chem.psu.edu/pcjgroup/adapt.html
https://www.simulations-plus.com/
http://glaros.dtc.umn.edu/gkhome/afgen/overview
https://sourceforge.net/projects/bioppsy/
http://biotriangle.scbdd.com/
http://www.ra.cs.uni-tuebingen.de/software/bluedesc/welcome_e.html
https://www2.chemie.uni-erlangen.de/software/cactvs/tools.html
https://cdk.github.io/
http://www.scbdd.com/chemdes/
http://www.codessa%e2%80%93pro.com/
http://coffer.informatik.uni-mainz.de/
http://www.insilico.eu/coral/CORALSEA.html
http://qsar.food.dtu.dk/

DRAGON
ECOSAR

E-DRAGON

EPI Suite™

eTOXlab

GRID
GUSAR

HYBOT-PLUS

ISIDA-Fragmentor

MD-LOVIs

MolCode Toolbox

MOLCONN-Z

Mold?

MOLE db

MOLGEN

MolInfo

MolSig

OCHEM

La version DRAGON 7 calcula 5270
descriptores 0D-3D e indicadores
fragmentos

Determina propiedades vinculadas a
toxicidad acuosa.

Calcula 1600 descriptores
moleculares  incluidos en el
programa DRAGON

Programa de la EPA para estimar
propiedades fisicoquimicas con
destino ambiental

Realiza modelado para generar
informacién util para el monitoreo
de nuevos productos quimicos
Calcula el campo de fuerza empirica
GRID en el punto de la cuadricula
Calcula propiedades de toxicidad
aguda y crdénica en ratas

Estima enlaces de hidrégeno vy
factores de energia libre

Calcula fragmentos subestructurales
y fragmentos marcados con la
propiedad ISIDA

Genera 352.000 descriptores
moleculares conforme al vector de
pesos atdmicos e invariantes de
vértices locales

Estima propiedades bioldgicas y
toxicoldgicas de monitoreo
ambiental y sanitario

Calcula los descriptores topoldgicos
comunes, como electrotopolégicos
Calcula 777 descriptores basados en
la topologia molecular

Brinda informacién de 1124
descriptores moleculares calculados
en 234.773 moléculas

Genera 708
aritméticos,
geométricos
Estima propiedades estructurales vy
fisicoquimicas de la molécula

Calcula  descriptores segun la
estereoquimica de la molécula
Proporciona informacién teédrica o
experimental de varias propiedades
fisicoquimicas o bioldgicas

descriptores
topoldgicos y

Comercial

Libre

Libre

Libre

Libre

Comercial

Libre

Comercial

Libre

Libre

Comercial

Comercial

Libre

Plataforma web

Libre

Plataforma web

Libre

Libre
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http://www.talete.mi.it/products/dragon_description.htm
https://www.epa.gov/tsca-screening-tools/ecological-structure-activity-relationships-ecosar-predictive-model
http://www.vcclab.org/lab/eDRAGON/
https://www.epa.gov/tsca-screening-tools/epi-suitetm-estimation-program-interface
https://github.com/phi-grib/eTOXlab
http://www.moldiscovery.com/soft_grid.php
http://pharmaexpert.ru/GUSAR/antitargets.html
https://www.timtec.net/software/hybot-plus/
http://infochim.u-strasbg.fr/spip.php?rubrique41
http://tomocomd.com/md-lovis
https://www.compudrug.com/molcode_toolbox
http://www.edusoft-lc.com/molconn/
https://www.fda.gov/science-research/bioinformatics-tools/mold2
http://michem.disat.unimib.it/mole_db/
http://www.molgen.de/
http://cdb.ics.uci.edu/cgibin/tools/MolInfoWeb.py
http://molsig.sourceforge.net/
https://ochem.eu/home/show.do

Open3dgsar

PaDEL

Pattern Match Counter

PowerMV

QSARpro

QuBILS-MAS

SiRMS

SYBYL-X

VEGA HUB

VIDEAN

Ejecuta un andlisis quimiométrico de
alto rendimiento de los campos de
interaccion molecular

Calcula 1.875 descriptores 1D, 2D y
3D, asi como 12 tipos de
descriptores indicadores de
fragmentos (16.092 bits)

Realiza el conteo de los grupos
funcionales o los fragmentos
estructurales de la molécula

Permite el analisis estadistico,
visualizacidon de la molécula, calculo
de descriptores y busqueda de
similaridad estructural

Calcula mas de 1000 descriptores
moleculares topoldgicos y
geométricos

Calcula descriptores moleculares
algebraicos de las formas bilineales
(2D), cuadraticas y lineales

Genera descriptores 2D  para
moléculas aisladas, mezclas, semi-
mezclas y reacciones

Calcula descriptores geométricos
EVA relacionados al analisis de
campo CoMFA y CoMSIA

Estima diferentes puntos finales de
toxicidad a partir de modelos QSAR
Genera descriptores 2D  de
correlacién cruzada maxima
topoldgica

Herramienta in silico de prediccion
de propiedades con fines
regulatorios o académicos

Analisis de descriptores visuales e
interactivos

Libre

Libre

Plataforma web

Libre

Comercial

Libre

Libre

Comercial

Libre

Libre

Libre

Libre
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http://open3dqsar.sourceforge.net/
http://www.yapcwsoft.com/dd/padeldescriptor/
http://chemdb.ics.uci.edu/cgibin/PatternMatchCounterWeb.py
https://www.niss.org/research/software/powermv
https://www.vlifesciences.com/products/QSARPro/Product_QSARpro.php
http://tomocomd.com/qubils-mas
http://qsar4u.com/pages/sirms.php
https://www.certara.com/pressreleases/certara-enhances-sybyl-x-drug-design-and-discovery-software-suite/
https://www.epa.gov/chemical-research/toxicity-estimation-software-tool-test
http://comp.chem.nottingham.ac.uk/download/tmacc/index.html
https://www.vegahub.eu/download/
http://lidecc.cs.uns.edu.ar/VIDEAN/
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CAPITULO 3: METODOS ESTADISTICOS EN EL
MODELADO QSAR

3.1 Introduccion

Diversas investigaciones de la teoria QSAR se han enfocado en evaluar la
importancia que tienen las subestructuras y los grupos funcionales de una molécula
interactuante en un entorno u organismo determinado. De este modo, siempre que las
predicciones o hipdtesis planteadas por el modelo sean acertadas, resulta viable
deducir algunos aspectos del mecanismo de accién involucrado.*

Con el progresivo desarrollo y la constante innovacién de los modelos QSAR se
han incrementado las posibilidades de reconocer las relaciones existentes entre la
respuesta bioldgica final generada por un agente quimico y la estructura molecular del
mismo. Esto a su vez, suministré informacién relevante acerca del papel que cumplen
las moléculas organicas especificas en la naturaleza o un punto final dado (actividad o
propiedad).?

Un paso transcendental en la construccion de los modelos QSAR radica en hallar
un conjunto de descriptores moleculares que exhiban los mejores pardmetros
estadisticos y representen de manera fehaciente las variaciones estructurales
asociadas al poder activo de las moléculas. Para esto, es imprescindible emplear
métodos estadisticos con capacidad de definir las relaciones matemadticas existente
entre miles de caracteristicas estructurales, codificadas por los descriptores
moleculares, y un delimitado efecto bioldgico final.

Debido a la progresiva incorporacion de distintas estrategias estadisticas en los
estudios QSAR, fue necesario establecer tres principales categorias de analisis,
conocidas como técnicas de regresion, técnicas de clasificacion y técnicas de
aprendizaje automatico.*” La finalidad del modelado QSAR es poder predecir cualquier
tipo de actividad que cuente con datos experimentales validos, ya sean lineales o no
lineales.

Los métodos estadisticos lineales, también conocidos como supervisados, son
utilizados para modelar respuestas cuantitativas a través de técnicas como Ia
Regresion Univariada (UR), Regresion Lineal Multiple (MLR) o regresion parcial. Por el
contrario, los métodos de clasificacion o no supervisados se utilizan en el tratamiento y
reconocimiento de las categorias a las que pertenecen los conjuntos de datos quimicos
con respuestas cualitativas, tal como ocurre con la técnica de Andlisis Discriminante
Lineal (LDA).
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Las herramientas estadisticas basadas en aprendizaje automatico, conocidas
como semi-supervisadas,® son utilizadas para resolver cuestiones basadas en regresion
o clasificacion, ya que proveen modelos QSAR basados en inteligencia artificial, como
la estrategia de Redes Neuronales Artificiales (ANN), con capacidad de establecer
relaciones no lineales a partir de conjuntos de datos con informacién quimica
compleja, extensa y variable.”®

Otra etapa del modelado QSAR que requiere la asistencia de los métodos
estadisticos es la validacion del modelo. Una vez que se logra identificar la mejor
solucién matematica, con un numero apropiado de descriptores moleculares para
predecir la respuesta final evaluada, es indispensable ejecutar diversas pruebas de
validacién multipropdsito, que verifiquen la veracidad, predictibilidad y aplicabilidad

del modelo obtenido.” *°

Por lo general, para validar un modelo QSAR es indispensable contar con un
conjunto externo de moléculas con datos experimentales de la actividad bajo estudio;
este conjunto se conoce como prediccidn (Npred). Ademas, se deben aplicar diversas

técnicas de validacion interna como la Validacién Cruzada (CV) dejar-uno-afuera (LOO)
y dejar-mas-afuera (LMO), la técnica de Aleatorizacién-Y, y el Factor de Inflaciéon de la
Varianza (VIF); asi como, definir el dominio de aplicacion (AD) del modelo. A través de
estas estrategias se puede caracterizar de forma acertada la bondad predictiva del

modelo, requerida para determinar el grado de aceptacién del mismo.****

No obstante, proponer nuevos métodos de validacidon es un area de investigacion
activa y en permanente desarrollo. Por ello, resulta Util investigar sobre nuevas
herramientas de validacién basadas en otras medidas de confiabilidad, que puedan
revelar el grado de confianza y precisidon de la informacidn recopilada por el modelo

para extrapolarla sobre nuevas moléculas no incluidas en el ajuste.lG' v

Por lo anterior, en el presente capitulo de Tesis Doctoral se cuenta con
informacién detallada acerca de los diferentes métodos estadisticos involucrados
durante el tratamiento de los datos, la seleccion de las variables éptimas, el desarrollo
del modelo, la validacion y aplicacién del mismo. Ademas, es importante reconocer los
criterios basicos que justifican el uso de un método estadistico determinado; ya que
este influird en la complejidad, aplicabilidad, reproducibilidad y predictibilidad de cada
modelo QSAR.

3.2. Pretratamiento de los datos

El pretratamiento de la matriz de datos QSAR puede ejecutarse en uno o varios
pasos, dependiendo de la naturaleza, cantidad y calidad del conjunto de datos. Con
este paso, se pretende analizar la homogeneidad de la varianza en los datos y
examinar la hipétesis que concierne a los puntos finales.
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Aunque en la mayoria de los casos, obtener datos bioldgicos con variaciones
homogéneas es casi improbable. Por lo tanto, se busca que la varianza en los datos de
respuesta sea baja y lo mas homogénea posible.'®

Cuando se extrae un conjunto de datos de literatura especializada o una base de
datos quimica, es indispensable postular como requisito bdsico que los valores de ese
conjunto de datos presenten una varianza estadistica asociada a la funcién de
distribucién gaussiana.*

Asimismo, un adecuado pretratamiento de los datos implica tener conocimiento
del tipo y el nivel de incertidumbre en los puntos finales especificos. La influencia del
conjunto de datos inicial, es decir, las variaciones en los puntos finales especificos son
controladas a través de un andlisis de varianza simple y de reconocimiento de
patrones, donde se aplican técnicas como Minimos Cuadrados Parciales (PLS) acoplada

a Regresion de Componentes Principales (PCR).%*°

Para garantizar que los programas de cdlculo de descriptores interpreten
correctamente las moléculas, es fundamental representarlas simbdlicamente por
medio de procedimientos formales y reglas convencionales de representacion
estructural. Tanto el método como la representacién simbdlica influyen directamente
en la cantidad y el tipo de informacidon quimica preservada, y esto a su vez, decide el
tipo de descriptores moleculares computables.

Cuando se trata de una percepcion bidimensional o 2D, las representaciones mas
utilizadas son: (1) El grafo molecular: con el cual se pueden obtener descriptores
moleculares de forma manual. (2) Las anotaciones de cadena lineal, como la notacion
del Sistema de Entrada Molecular Lineal Simplificado (SMILES),?* que constituyen un
modo de entrada basado en un formato de texto para calcular automaticamente
descriptores moleculares.??

Por el contrario, para calcular descriptores tridimensionales o 3D, se debe
realizar una adecuada optimizacion de la estructura molecular bajo un método de
estructura electrénica apropiado.

Después de calcular miles de descriptores moleculares, es importante verificar la
contribucién e idoneidad de la informacién incorporada por los mismos. Por ello, se
debe ejecutar una estrategia de filtrado apropiada para eliminar los descriptores
indeterminados, constantes o casi constantes (con un Unico valor diferente); asi como
excluir las moléculas duplicadas o importadas erréneamente.

3.3 Estrategias convencionales de seleccion de variables

Inicialmente, los modelos QSAR fueron planteados por C. Hansch y T. Fujita, >

como ecuaciones lineales conformadas por unos pocos parametros estructurales
relacionados a la respuesta activa. Sin embargo, la producciéon y comercializacion
acelerada de los productos quimicos, promovié las investigaciones orientadas en
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delimitar mas elementos estructurales y fisicoquimicos asociados al potencial activo o
téxico de las moléculas.

En consecuencia, la posibilidad de calcular miles de descriptores moleculares e
indicadores de fragmentos definidos bajo diferentes teorias, impulsé el uso de diversas
estrategias estadisticas para seleccionar las variables éptimas de manera facil, rdpida y
sistematica.

Hasta la fecha, existen varias técnicas estadisticas disefiadas para encontrar la
mejor relacién entre la informacién estructural de las moléculas y la actividad o
propiedad exhibida por las mismas. En particular, se destacan las estrategias basadas
en regresion y en clasificacion, puntualizadas en la Figura 3.1.

Técnicas estadisticas de seleccion de Métodos de reconocimiento
variables de patrones
regressions classification
At
fix) “\\_./,_‘_\
Regresion Lineal Multivariable (MLR) Andlisis Discriminante Lineal (LDA)
Cuadrados Minimos Parciales (PLS) Maquina de Soporte Vectorial (SVM)

Regresion de Componentes Principales (PCR)  k-vecinos mas cercanos (k-NN)
Algoritmos Genéticos (GA) Andlisis de Agrupamientos (CA)

Redes Neuronales Artificiales (ANN)

Figura 3.1. Principales técnicas estadisticas afiadidas en QSAR. Fuente: Benfenati et al.,
2012.°°

Entre las técnicas basadas en regresion, sobresale la Regresién Lineal Multiple
(MLR), por correlacionar de forma simple y comprensible la respuesta bioldgica final de
una molécula con su estructura molecular. El enfoque MLR ha sido empleado en el
disefio de todos los modelos QSAR propuestos en la presente Tesis Doctoral. Por ello,
se brindara mds detalles de dicha técnica en la siguiente seccidn.

Adicionalmente, otras herramientas basadas en regresién, tal como PLS, PCR, y
Algoritmos Genéticos (GA), han permitido obtener paralelismos racionales entre los
datos experimentales de respuesta final y la informacidn quimica codificada por los
descriptores moleculares, cominmente usados para predecir cuantitativamente la

actividad de las sustancias quimicas en una escala continua.?®*’

Por el contrario, los enfoques de clasificacién involucran otras técnicas que
buscan reconocer patrones solo en los datos de los descriptores moleculares. Las
técnicas de clasificacidn mas utilizadas en QSAR son el Analisis Discriminante Lineal
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(LDA), Redes Neuronales Artificiales (ANN), Maquina de Soporte Vectorial (SVM), k-
vecinos mas cercanos (k-NN) y el Analisis de Agrupamientos (CA). Las cuales han
resultado utiles en los estudios de Relaciones Estructura-Actividad (SAR), orientados en
evaluar las caracteristicas estructurales de las moléculas para definir la categoria de
respuesta a la que pertenece.

No obstante, es importante destacar que las categorias de clasificacién hacen
referencia a diferentes umbrales; es decir, cada categoria presenta un rango de valores
especifico para cada propiedad.?®

3.4. Estrategias basadas en clasificacion

3.4.1. Andlisis de agrupamientos (CA)

En principio, la técnica CA no requiere el conocimiento de previo sobre la
localizacién de los elementos en cada grupo, ya que realiza el andlisis completo de los
datos incluidos. Esta herramienta de clasificacion involucra diferentes tipos de
agrupamientos, como el agrupamiento jerarquico o el agrupamiento de k-medias. El
agrupamiento jerarquico fija los grupos en funcién de las diferencias calculadas por
medio de las distancias entre los objetos, por lo general, distancias euclideas.

Mientras que el Método de Analisis de Agrupamiento k-medias (k-MCA), es un
enfoque no-jerarquico comunmente empleado cuando se conoce el nimero de grupos
presentes en los objetos, esta técnica es una estrategia no supervisada basada en k-
centroides por agrupamiento, localizados lo mas distante posible el uno del otro.

Seguidamente, se considera cada compuesto de un conjunto de datos dado, y se
asocia al centroide mas cercano. Este procedimiento se repite n iteraciones hasta que
cada centroide no varie. Ademas, en los estudios QSAR suelen utilizarse otras
herramientas de clasificacion basadas en agrupamientos, tal como regresion logistica o
LDA.6' 29,30

3.4.2. Andlisis Discriminante Lineal (LDA)

El objetivo principal de la herramienta LDA es encontrar las variables dptimas

gue permitan una discriminacion coherente entre dos o mas clases de objetos, como lo

expresa la Ec. 3.1.7% %

FD=a, + ) a,X, (3.1)

Donde FD es el valor de la funcidon discriminante relacionada con una actividad

en particular; X, son los descriptores moleculares; a, es la constante de ecuacion; y a,

son los coeficientes discriminantes o los niveles de contribucion de cada variable
independiente.
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El enfoque LDA intenta modelar la diferencia entre las clases de datos. De modo
gue considera dos agrupamientos, que se dividen entre activos e inactivos, segun el
valor umbral de la actividad. Luego, la capacidad discriminante de la funcién
seleccionada se mide a través de:

- La matriz de clasificacién, en la que cada componente se localiza en un
agrupamiento acorde con la funcién de clasificacion.

- La matriz clasificada por una prueba de corte, en la que cada componente se
clasifica en un agrupamiento, segun con las funciones de clasificacién calculadas a
partir del conjunto de datos, a excepcidon del mismo.

- Una prueba de conjunto externo de validacién.
3.5. Estrategias basadas en regresion

3.5.1. Regresion Lineal Multiple (MLR)

Por el grado de simplicidad, reproducibilidad, claridad y aplicacion, la estrategia
de MLR es ampliamente utilizada para seleccionar las mejores correlaciones entre la
variable de respuesta (actividad/propiedad) y los descriptores moleculares calculados
para un determinado sistema molecular. Un modelo de regresion lineal busca predecir
la variable dependiente (actividad), Unicamente con la variable independiente dptima

(descriptor) y su respectivo coeficiente de regresion, segin la Ec. 3.2.3%3?

Y=a,+alX (3.2)

Donde Y vincula la variable de respuesta bajo estudio; a es la constante; X; es el
descriptor éptimo; y a; es el coeficiente de regresion.

Por el contrario, las soluciones basadas en MLR, indicadas en la Ec. 3.3, utilizan
mas de una variable independiente para estimar de manera légica el efecto bioldgico
final evaluado. El método MLR busca establecer una relaciéon lineal entre la respuesta
final (Y) y 2 o mas descriptores moleculares (X;).

Y=a,+a X +a,X, +a,X; +...+a X, (3.3)

En este caso, cada descriptor es indispensable para explicar el fendmeno global
responsable de la respuesta final. Aunque ninguno de los X; puede presentar una
intercorrelaciéon muy alta.

En MLR, cada variable X; tiene una delimitada contribuciéon sobre la actividad,
gue varia de acuerdo con el valor del coeficiente de correlacién y su signo algebraico.
Cada coeficientes de regresidon debera ser significativo en p<0.05, de modo que pueda
verificarse mediante una prueba ‘t’. La calidad de un modelo MLR es determinada por
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los parametros estadisticos mas comunes, como el coeficiente de determinacion (R?),
la desviacion estandar (S), el error cuadratico medio (RMS) y la relacién de varianza (F);
los cuales se describen a continuacidn:

1- Coeficiente de determinacién (R?)

El pardmetro R’ de un modelo determina la calidad de ajuste del mismo; es decir,
la similitud entre los valores observados de la actividad y los predichos por el modelo.
El parametro R’ es definido en la Ec. 3.4.

(YOS _YFE )2
R2=1—Z bs pred (3.4)

Z (Yobs - Yobs )

Donde Y

obs

e Y

s SON los valores de respuesta observados y predichos,

respectivamente; Yo es el promedio de los valores de respuesta observados. Para un

. 2 / .
modelo QSAR es importante que el valor de R sea lo mas cercano a 1. De lo contrario,
la calidad de ajuste tiende a deteriorar.®

2- Desviacion estandar (S)

Para un modelo QSAR la estimacién del error estandar de la variable Y debe ser
lo mas bajo posible. El parametro S se define por medio de la Ec. 3.5. Cabe destacar
que los grados de libertad son delimitados por la expresion N —d —1.

5 — \/Z (Yobs - Ypred)

N—d—1 (3.5)

3- Error Cuadrdtico Medio (RMS)

El valor de RMS es la representacion del error entre la media de los valores de la
actividad observados y predichos. Para admitir un modelo QSAR, este parametro debe

ser RMS_ <0.3, calculado con la Ec. 3.6.

cal

z (Yobs - Ypred )2

RMS = (3.6)
N

4- Relacion de varianza (F)

Para verificar la importancia general de los coeficientes de regresién es necesario
estimar el pardmetro F a través de la Ec. 3.7. La relacion de varianza F mide los grados
de libertad en d y N-d-1.
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Z (Ypred - )_/)2

d
F= 3.7
Z(Yobs - Ypred )2 ( )
N-d-1

En este caso, el parametro d es el nimero de descriptores moleculares incluidos
en el modelo establecido. Para que F tenga significacidon general de los coeficientes de
regresion su valor debe ser alto.

Para verificar la veracidad, estabilidad y predictibilidad de un modelo de
regresidn QSAR, se deben superar distintas pruebas de validacién interna, como la CV
dejar-uno-afuera (LOO) o dejar mas-afuera (LMO), la prueba de Aleatorizacién-Y, entre

otras.>*%°

3.5.2. Regresion de Componentes Principales (PCR)

El analisis PCR intenta explicar la conformacién de las variaciones de los
descriptores moleculares (X;), mediante la proyeccion de las variables originales en el
espacio dimensional m, en un hiperespacio dimensional interceptado por un pequefio
numero de variables latentes, llamadas componentes principales.

En general, en este tipo de estudios la matriz de datos QSAR se transforma para
obtener distribuciones altamente homogéneas, antes de aplicar un PCR. El

procedimiento de PCR esta orientado en descomponer la matriz de descriptores X;,

bajo la expresion bilineal de la Ec. 3.8.*3¢

A
X=Y(t,*p))+E, (3.8)
a=1
Donde t, son los valores de puntaje de los N compuestos en los hiperplanos
abarcados por un nimero significativo de componentes principales p;. Para definir el

numero éptimo de componentes principales se utilizan varios criterios de validacion,
tal como la técnica CV.

Mientras que, la matriz de datos de respuesta Y se debe descomponer en la

forma bilineal planteada en la Ec. 3.9. Una regresion de u, sobre t, representa la

regresidon del componente principal.

A
Y=> (u,*q])+F, (3.9)
a=1
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3.5.3. Cuadrados Minimos Parciales (PLS)

La estrategia PLS suele aplicarse para disefiar modelos QSAR que cuentan con un
conjunto de datos inicial significativamente menor al nimero de descriptores
moleculares, altamente intercorrelacionados.?” En general, un anélisis PLS se realiza
después de aplicar la técnica PCR, a menos que la descomposicidon de la matriz de
descriptores X; y la matriz de respuesta Y se realice de forma simultanea e iterativa,
para extraer la variacion mas relevante en X; con respecto a VY.

En este caso, las Variables Latentes (LVs), es decir u, y t,, dependen de los

espacios X e Y intercorrelacionados bajo la Ec. 3.10.
u,=bt +e, (3.10)

El pardmetro b, indica el coeficiente de regresion de minimos cuadrados y e, es

el residuo. Usualmente, la estrategia PLS se utiliza para complementar los estudios
QSAR-3D, al igual que las técnicas COMFA o CoMSIA.% *® También, se utiliza como
criterio de validacion, particularmente de los modelos de regresién QSAR.*

3.6. Técnicas de seleccion basadas en regresiones

En la actualidad, existen varios enfoques matematicos basados en regresion que
buscan resolver el problema de encontrar d variables independientes dptimas d=

(Xl,XZ,X3,...,Xd), con los mejores parametros estadisticos mencionados
anteriormente, que dan origen al modelo a partir de un conjunto de descriptores

moleculares D de magnitud D>d.

A continuacidn, se describen las técnicas de selecciéon basadas en regresiones
mas reconocidas e implementadas en el area; asi como los algoritmos usados para
seleccionar los modelos QSAR propuestos en la presente Tesis Doctoral.

3.6.1. Busqueda exacta (FS)

Si bien la busqueda exacta (FS) permite obtener de manera simple las mejores d
variables, también implica un costo computacional alto, ya que al explorar la mejor
expresion con d variables derivadas de un conjunto mds extenso denominado D,

realiza D!/[d!(D—d)!:l regresiones lineales; es decir, considera todos los casos

posibles.

En particular, si se elige el parametro S como criterio de busqueda, la técnica FS
brindard un conjunto con d variables de menor S, que serd la mejor solucién posible
dentro del conjunto D analizado.
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En términos matematicos, FS debe encontrar el minimo global de S(d) en un

conjunto de D!/ [d!(D—d)!] “puntos” di={X,;,X,,, ... X, } , donde cada descriptor X,

i1’
es un vector de N componentes, de modo que cada punto d; es una matriz de d xN.

Generalmente, para tratar un amplio conjunto inicial con D variables, la técnica
FS resulta impractica, costosa e insuficiente; a menos que sea ejecutada por una
supercomputadora; aunque cualquier resultado obtenido serd el producto de un
procedimiento sumamente costoso.

Ante esta falencia, hoy en dia se cuenta con otros métodos aproximados que
brindan soluciones similares a las obtenidas mediante FS.

3.6.2. Técnica de regresion “de a pasos”

En QSAR, la técnica de regresién de a pasos ha permitido desarrollar numerosos
modelos de manera rapida, sencilla, acertada y accesible en diferentes programas
computacionales. Esta técnica presenta tres variantes principales, fundamentadas
sobre el método de inclusion de a pasos (Sl), exclusién de a pasos (SE), y de a pasos
(SW).

La estrategia Sl, busca calcular en una primera etapa el mejor modelo de una
variable, luego en cada etapa subsiguiente adiciona una nueva variable éptima, que
busca mejorar la calidad del modelo; asi, el modelo 6ptimo se localiza cuando no es
posible encontrar una mejor relacion.

Contrariamente, la estrategia SE inicia con un modelo conformado por varias
variables y en cada etapa elimina la variable que no contribuye a mejorar la
correlacién. Este proceso termina cuando se alcanza un conjunto éptimo, donde la
exclusién de cualquiera de las variables empeora la calidad del modelo.

Por otra parte, el método de regresion de a pasos, basado en las estrategias Sl y
SE, busca en cada paso considerar cuatro alternativas viables: adicionar una variable,
excluir una variable, intercambiar dos variables, o finalizar la busqueda. A partir de
estas opciones, se pueden establecer multiples variantes de SW, condicionadas al
modo de ejecucion.*

Sin embargo, el método SW no garantiza que la solucién déptima obtenida
coincida con la solucién exacta; ya que cada vez que introduce o remueve una variable
en el modelo, este ya cuenta con otras variables que limitan y determinan la calidad de
la solucién. De esta forma, aparece el denominado “efecto de mezcla de variables”,
originado cuando las variables se combinan entre si para generar una determinada
respuesta final sobre los parametros estadisticos.

Debido a que SW no considera el efecto de mezcla de variables, es razonable
apuntar que este método es una aproximacion a la soluciéon 6ptima. Una forma de
reducir el efecto de mezcla de variables, es utilizar un conjunto inicial D con la menor
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cantidad de variables intercorrelacionadas entre si, que resulten en cierto grado
ortogonales.

3.6.3. Método del Reemplazo (RM)

El método del Reemplazo (RM) fue disefiado y programado por Duchowicz et al.,
2006."* Este método surgi6 ante la necesidad de establecer un algoritmo inequivoco
para encontrar los mejores subconjuntos con d variables déptimas extraidas del
conjunto inicial D, con un menor grado de incertidumbre con respecto a las estrategias
mencionas anteriormente.

La principal ventaja de utilizar el RM, es que ejecuta un menor numero de
regresiones lineales con respecto a la estrategia FS, y produce resultados finales
cercanos o similares a los exactos. La técnica RM es una aproximacion formulada de
manera facil, clara y aplicable, que considera el efecto de mezcla de variables
mencionado antes.

El principal objetivo de RM es obtener un valor minimo en S, considerando el
error relativo (der) de los coeficientes de regresion del ajuste lineal con d descriptores,

d={X1,X2,...,Xd}. El fundamento del camino utilizado por RM, consiste en que los

modelos obtenidos mediante una FS producen der bajos en los coeficientes. Esta
observacién se tomd como criterio acertado para ir evaluando las d variables en el
modelo.

Puntualmente, el RM se utilizd para disefiar y seleccionar cada uno de los
modelos QSAR propuestos en la presente Tesis Doctoral. De modo que se detallara el
procedimiento utilizado a continuacion:

1. Seleccién aleatoria de un conjunto con d variables d={X1,

Xyrer Xy}

originadas del conjunto D mds amplio, y se realiza una regresion lineal.

2. Elegir uno de los descriptores del conjunto denominado X,, y se lo reemplaza

con cada uno de los D descriptores del conjunto inicial, excepto por si mismo. Alli, se
conserva la mejor solucién con S minimo.

3. Ya que en el primer paso se reemplaza cualquiera de las d variables del
modelo inicial, se dispondra de d rutas distintas para alcanzar la solucién final.

4. Escoger una variable del modelo resultante que exhiba el mayor der en su
coeficiente (a excepcién de la variable reemplazada en el paso previo), y se retiene el
mejor modelo resultante. Conforme a lo anterior, se busca reemplazar cada una de las
d variables del modelo, omitiendo las variables reemplazadas previamente.

5. Una vez finalizado el proceso de reemplazo, se reinicia con la variable que
presenta mayor der en su coeficientes, y de nuevo serdn reemplazadas las variables
remanentes. Este procedimiento se repite tantas veces como sea necesario hasta que
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el subconjunto con d variables sea invariante. En este punto se cuenta con el mejor
modelo para la ruta /.

6. En seguida se procede de la misma forma para todas las rutas posibles
i=(1,2,.., d),y se elige la mejor relacién de d variables con menor S.

7. Por ultimo, se comparan los modelos obtenidos con este método, y se elige el
mejor subconjunto de d variables como modelo QSAR; este debe superar rigurosas
pruebas de validacién, detalladas en la siguiente seccidn.

3.7 Principales estrategias de validacion en QSAR

Desde que la validacion del modelo QSAR se convirti6 en una etapa
determinante para su aceptacion, diferentes enfoques de validacion han permitido
controlar la correlacidon aleatoria de los descriptores moleculares, evitar el ajuste
excesivo de los datos, y evaluar la precision, veracidad, aplicabilidad y capacidad
predictiva de los modelos QSAR.™

En la actualidad, se dispone de multiples estrategias para validar un modelo
QSAR, que difieren de acuerdo al enfoque evaluado; es decir, si es un modelo de
regresion o clasificacion, donde cada enfoque cuenta con sus propios pardmetros de
validacién.*?

Para los modelos de regresion es comun utilizar las pruebas de validacion
interna, tal como la Validacién Cruzada (CV) dejar-uno-afuera (LOO) y dejar-mas-afuera
(LMO), encargadas de evaluar las variaciones de las predicciones del modelo, en
ausencia de una o varias moléculas del conjunto de calibracidn, respectivamente.
Asimismo, miden la precision de las predicciones en funcidon de los pardmetros

estadisticos evaluados.'* ™

Aplicar un modelo QSAR para predecir un conjunto externo de moléculas no
consideradas durante su disefio, permite determinar el poder predictivo del mismo.*
También, considerar la técnica de Aleatorizacién-Y, y definir el dominio de aplicacién
(AD) del modelo, permite verificar la estabilidad y aplicabilidad del modelo obtenido.
262833 | as principales estrategias de validacion interna de los modelos de regresion

QSAR son detalladas en la siguiente seccidén.

En cuanto a las pruebas de validacién de los modelos de clasificaciéon, se destaca
la estadistica de Wilks lamda (M), utilizada para probar la importancia de la funcién del
modelo discriminante, y se calcula como la relacién entre la suma de cuadrados dentro
de la categoria y la dispersion total, con un valor que oscila entre 0<A<1. En esta
técnica cuanto mas se acerque A a 0, mayor sera el nivel de discriminacion.

Ademas, se usa el Indice Candnico (Rc) para estimar la fuerza de relacién entre
varias variables dependientes e independientes, y Chi-cuadrado ( x*) para determinar

la calidad de los modelos de clasificacion. También, se utiliza la distancia cuadrada de
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Mahalanobis como medida de estabilidad, calculada mediante la aleatorizacién de los

puntos de datos.> !

3.7.1. Validacion Cruzada interna LOO y LMO

En la prueba de validacién CV-LOO, una molécula del conjunto de calibracién es
extraida al azar; con las moléculas restantes se recalculan los coeficientes de regresion
del modelo elegido, y se mantienen los descriptores seleccionados para predecir la

molécula extraida.

Este proceso se repite tantas veces como nimero de moléculas en el conjunto de
. .z 2 . .
calibracion (Ne).?® La bondad del ajuste alcanzado por la CV-LOO se mide con el

coeficiente de determinacién (R>. ), calculado con la Ec. 3.11.

LOO

_ Z(obs_p
RLOO 1- Z(obs 7

Donde las variables Y, e Y,ed representan los valores de actividad observados

(3.11)

y predichos de las moléculas del conjunto de calibracion, respectivamente. La variable

Y .. es la actividad media observada de las moléculas de calibracion.

Si bien la prueba de CV-LMO se basa en el mismo principio que CV-LOO; la
primera resulta mas rigurosa, debido a que extrae al azar una porcién mayor a una
molécula del conjunto de calibracién en cada ciclo; de tal forma que, cada modelo
generado prediga la actividad de las moléculas ausentes. Una vez completado todos

los ciclos, la estabilidad del modelo se evalda con el pardmetro R, calculado con las

predicciones obtenidas por la prueba.

Cabe resaltar que para las dos pruebas de validacién, el valor de los pardmetros

2 2 . . . . T 4,5,44
R oo Y Riyo debe ser mayor a 0.5, segun lo indica la literatura especializada.

3.7.2. Prueba de Aleatorizacion-Y

La prueba de Aleatorizacién-Y se emplea para verificar la estabilidad del modelo
QSAR generado, mediante la permutacién de los valores de la variable de respuesta Y,
con respecto a la matriz de descriptores (X;), que permanece fija. El resultado de esta
prueba se verifica a través de la desviacion estandar (5”**) o el Error Cuadratico Medio

del modelo aleatorizado (RMSs**) del modelo aleatorizado.*® *

Para determinar que el modelo QSAR no es producto de una correlacidén fortuita
del método, sino por el contrario, representa una autentica relacion estructura-
actividad, los pardmetros mencionados previamente deben cumplir con los siguientes
criterios, segln corresponda:

67



Saleat > S

cal

RMS®*" >RMS.,_,

3.7.3. Factor de Inflacion de la Varianza (VIF)

Dada la necesidad de verificar el efecto de intercorrelacidon de los descriptores
moleculares del modelo, es necesario realizar el analisis del Factor de Inflacion de la
Varianza (VIF), calculado por medio de la Ec. 3.12. Los valores obtenidos determinan
cuanto se aumenta la varianza del coeficiente del descriptor, en comparacién con el
caso donde los descriptores moleculares son completamente ortogonales entre si.*®

VIF =

g2 (3.12)

UJ

Donde, R,.f es el coeficiente de determinacion entre un descriptor dado y los

restantes del modelo. Segun la literatura, el valor ideal del parametro VIF en cada
descriptor del modelo debe ser menor a 10.

3.7.4. Dominio de Aplicacion (AD)

Para delimitar la region tedrica de aplicacion de un modelo QSAR con respecto al
espacio quimico generado por los descriptores moleculares y la actividad modelada, se
debe definir el Dominio de Aplicaciéon (AD) del mismo. El andlisis AD permite obtener
informacidn sobre el nivel de incertidumbre que tienen las predicciones del modelo en
nuevos conjuntos moleculares, en funcidon del grado de similaridad que tienen con
respecto al conjunto de calibracion.*

Si bien un modelo QSAR puede predecir la actividad de cualquier entidad
guimica existente o hipotética, solo las moléculas localizadas dentro del AD pueden ser
predichas de manera confiable; por el contrario, se consideran extrapolaciones del
modelo.

Para definir el AD de un modelo se pueden utilizar diferentes métodos de

analisis, que varian de acuerdo a la tipologia del modelo; los mas comunes son: *®*°

1. Métodos geométricos

2. Métodos basados en distancia

3. Rangos en el espacio de los descriptores moleculares
4. Rango de la variable de respuesta

En general, para establecer el AD sobre multiples variables de prediccién con una
distribucién normal del conjunto de datos, suelen emplearse los métodos basados en
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distancia, tal como la técnica de influencia, estudiada y aplicada en los modelos QSAR
desarrollados en la presente Tesis.

La técnica de influencia (h), permite verificar la region tedrica de aplicacién del
modelo con respecto a un nuevo conjunto molecular, mediante la Ec. 3.13. Si cada
molécula del nuevo conjunto se localiza dentro del AD del modelo, las predicciones
obtenidas se consideran confiables, al ser el resultado de una interpolaciéon con
incertidumbre reducida.

h =x(X"X)"x/ (3.13)

Donde h; es la influencia para el compuesto i; el pardmetro x; es el vector del

descriptor para i; X representa la matriz del modelo para el conjunto de calibracién.
Por el contrario, si alguna molécula se ubica afuera del AD, la actividad calculada se
tomara como el producto de una extrapolacién del modelo; por lo tanto, este dato
contiene alta incertidumbre y es poco confiable.

Por otra parte, si una molécula tiene un valor de influencia alto y pertenece al
conjunto de calibracién, esta reforzaria la confiabilidad del modelo. Aunque, si la
misma molécula pertenece al conjunto externo de validacién, el valor calculado se
deriva de una sustancial extrapolacion del modelo. Por este motivo, es necesario

establecer el valor de influencia critico (h), expresado en la Ec. 3.14:

h" =3(d+1)/N (3.14)

train

La variable d es la cantidad de descriptores moleculares; N, . es el nimero de

train

compuestos en el conjunto de calibracién.

Cuando una sustancia quimica tiene un valor h<h’, el valor calculado tiene un
grado de certeza semejante a las predicciones del conjunto de calibracién. En cambio,
si una molécula presenta un valor h>h", y ademas pertenece al conjunto externo de
validacién, se puede deducir que es estructuralmente distante con respecto al
conjunto de calibracién.

3.8. Criterios de validacion externa

Por medio de las pruebas de validacidn externa es posible determinar tanto la
capacidad predictiva del modelo como su aplicabilidad, veracidad y estabilidad para
estimar una delimitada respuesta bioldgica final contenida en un conjunto de
moléculas nuevas, hipotéticas o carentes de informacidn experimental.

Sin embargo, para determinar el poder predictivo de un modelo QSAR es
necesario aplicarlo en un nuevo conjunto de moléculas no contempladas durante la
construccion del mismo. Por ello, es imprescindible dividir el conjunto de datos inicial
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en dos subconjuntos, denominados calibracion (cal) y prediccion (pred). El subconjunto
cal se emplea para construir y verificar la calidad del modelo QSAR, mientras que el
subconjunto pred se usa para evaluar el nivel predictivo y la exactitud del modelo en
nuevas moléculas.

Cabe resaltar que, si el conjunto de datos inicial es extenso, resulta oportuno
dividirlo en tres subconjuntos equitativos, adicionando un conjunto de validacion (val)
para corroborar la estabilidad y calidad interna del modelo.*

3.8.1. La seleccidn de los subconjuntos

Por lo general, una correcta division del conjunto de datos implica que los
subconjuntos de calibracién y prediccion ocupan todo el espacio de los descriptores
del modelo. Ademas, cada punto del subconjunto pred debe estar cerca de al menos
un punto del subconjunto cal; asimismo, todos los componentes contemplados en
pred deben estar dentro del rango de valores designado por cal.

Utilizar técnicas adecuadas para dividir de manera racional el conjunto de datos
total, brinda una mejor calidad de las predicciones del modelo. Entre las distintas
herramientas disponibles para seleccionar los subconjuntos moleculares, se destaca la
seleccion aleatoria, la selecciéon basada en la respuesta Y (actividad), y la seleccidon
basada en la respuesta X (descriptores). Esta Ultima ha sido ampliamente utilizada para
validar los modelos QSAR, bajo las siguientes técnicas:

- Agrupamiento k-medias

- Diseflo molecular estadistico

- Exclusion de esferas

- Seleccion de Kennard-Stone

- Seleccion de mapas autoorganizados de Kohonen

- Seleccion por extrapolacién enfocada al conjunto pred.

3.8.2. Método de subconjuntos balanceados (BSM)

Una apropiada validacion externa del modelo inicia con una acertada seleccion
de los subconjuntos moleculares. El Método de Subconjuntos Balanceados (BSM),”"
propuesto y programado por nuestro grupo a través del programa Matlab,>” realiza la
divisién del conjunto de datos total, de modo que, los subconjuntos de calibracién,
validacién y prediccion sean equitativos en cuanto a su relacién estructura-actividad.

El método BSM considera los datos de la actividad y de los descriptores
moleculares no conformacionales. En este caso, se omiten los descriptores indicadores
binarios, por contener informacién que puede tergiversar la seleccion racional de los
subconjuntos.
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A través del BSM se ejecuta el analisis de agrupamientos k-medias (k-MCA) de
compuestos en términos de minima distancia euclidea entre ellos; de tal manera que,
los compuestos similares se localizardn en el mismo grupo. El procedimiento
involucrado en BSM se encuentra ilustrado en la Figura 3.2, y se describe a
continuacion:

n iteraciones n iteraciones
oo/, Pl oo/ Poo
’ "15000 7 /60 Lt’@@@@ "0000
descriptor x subconjunto de subconjunto de subconjunto de
calibracion validacion prediccion
Nca! Nvaf Npred
" ] ]
' " s
|... ' 0

“Representativos en relacion estructura-propiedad”

Figura 3.2. Seleccion de los subconjuntos moleculares mediante BSM. Fuente:
Saavedra, L.M.

1. Crear una matriz (C) con los datos experimentales de la actividad (N) y el
numero de descriptores (d) no conformacionales calculados para el conjunto de datos
total. Ahora la matriz C tiene una dimensién N xd.

2. Excluir los descriptores moleculares con valores ausentes, constantes, casi
constantes (con un solo valor diferente) y linealmente dependientes. Ahora se obtiene
una matriz C; de dimensién Nxd'.

3. Estandariza la matriz C; para centrary escalar sus elementos de matriz.

4. Crear N, agrupamientos mediante k-MCA, utilizando la matriz C; en términos

de distancia euclidea, junto con n iteraciones (>10.000 casos) para optimizar el

algoritmo y lograr la mejor solucién. Este proceso calcula Nfa, localizaciones de los

centroides, cada uno de dimension 1xd'.

La variable N., se encuentra definida como N_, —N,

min max /

donde N_, es el

numero de moléculas en el subconjunto de calibraciéon obtenido, y N son las

min max

moléculas con el valor minimo y maximo de la actividad evaluada.

5. El subconjunto N_, estd conformado por moléculas de todos los

agrupamientos. En particular, por las moléculas mas cercanas al centroide de cada

agrupamiento. En N_, también se incluyen las N moléculas.

min max
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6. Crear N, agrupamientos con las restantes de N —N_, moléculas por medio el

cal
anadlisis k-MCA con n iteraciones (>10.000 casos), descrito previamente. Aqui se
calculan N, ubicaciones de los centroides.

7. Conformar el subconjunto de validacién (N, ) a través de la inclusion de una
molécula por agrupamiento; es decir, se extraen las moléculas mas cercanas al
centroide de cada agrupamiento obtenido.

8. Por ultimo, el conjunto de prediccién (Np,ed) se conforma con las restante de
N-N_, —N,, moléculas.

3.8.3. Pardmetro R,

Comunmente, la validacion externa de un modelo de regresién QSAR calcula el
parametro del coeficiente de determinacién del conjunto externo (R;,ed) para evaluar

la capacidad que tiene el modelo para reproducir los datos utilizados en su disefio, a
través de la Ec. 3.15.*%®

2 _ Z (Yobs - Ypred )2

R =1
pred — 2
Z (Yobs - Yobs (cal) )

(3.15)

2

Por otra parte, diferentes situaciones revelaron que el parametro R, ,

no es

suficiente para determinar el poder predictivo del modelo, ya que su valor depende de

la expresion Z(Yobs -y )’; es decir, el valor medio de la actividad del conjunto de

obs (cal)
calibracion puede conducir a una medida ficticia del poder predictivo del modelo con
respecto a un nuevo conjunto de datos.”

En la pretensién de corroborar la habilidad predictiva de los modelos QSAR sobre
nuevas entidades quimicas, se han propuesto diversas estrategias estadisticas que
buscan verificar la bondad de ajuste del conjunto de calibracidn para generar nuevas
predicciones. Entre los criterios de validacion externa mds utilizados se destacan los
siguientes:

3.8.4. Pardmetro @

El pardmetro @, propuesto por Shi et al., 2001,>* se utiliza para definir el

2

4 2
g+ COn el pardmetro Q° se

rendimiento predictivo del ajuste definido por R

contemplan los valores previsto por el modelo cuando los objetos no pertenecen al
conjunto de calibracion, tal como lo expresa la Ec. 3.16.%
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1 2 Wor ~Vous)' _ | PRESS

3.16
Z ( obs obs ) 155 ( )

En este caso, PRESS es la suma de los residuos al cuadrado; TSS es la suma de las
desviaciones al cuadrado del valor medio del conjunto de datos, e Y. indica el valor

medio de la actividad observada para el conjunto de prediccién.

3.8.5. Pardmetro Q’,

El parametro @, fue propuesto por Tropsha et al. 2003,°° con base en el

parametro Q*, y se calcula a través de la Ec. 3.17.

Q Z( "bs— _1_LESS (3.17)

Z( obs TS5 SEXT()7TR)

Aqui, 7SS corresponde al cuadrado de la suma total de las desviaciones del

EXT (V)
conjunto externo, obtenidas con base a la media del conjunto de calibracion. El
parametro de validacion @, es considerado un criterio de aprobacién de los modelos,

ya que hace parte de los principios de la OCDE para disefar y validar modelos de la

teoria QSAR, detallados en la siguiente seccién.>”®°

3.8.6. Pardmetro @,

A partir de un estudio dirigido por Schiiurmann et al., 2008,°! se demostrd que el
pardmetro @ arrojaba estimaciones optimistas del rendimiento predictivo de un

modelo, manifestando que aumentaba a medida que incrementaba la diferencia entre
Y ey

- En su reemplazo, los autores propusieron el parametro denominado Q’

F27

calculado a través de la Ec. 3.18.

-y V
Q Z( obs iJred)2 zl_ﬂ (318)
Z( obs _YEXT) TSSEXT(VEXT)
Donde 7SS, . . es el cuadrado de la suma total de las desviaciones del conjunto

EXT (Yeyr)
externo, calculadas con base en el valor medio del mismo conjunto. Asi, todos los
valores de esta ecuacidn dependen exclusivamente del conjunto externo de
prediccidn.
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3.8.7. Parametro @,

El pardmetro @, detallado en la Ec. 3.19, fue propuesto por Consonni et al.

F37
2010,%% en consecuencia de ciertas limitaciones incorporadas en los parametros Q, Y
@, Los autores determinaron que si el conjunto de prediccion (pred) no cuenta con

valores distribuidos de manera uniforme dentro del rango de datos contemplado por
el conjunto de calibracion (cal), los parametros @, y Q, presentan diversas

inconsistencias para determinar el verdadero rendimiento predictivo del modelo.

[z( obs pred)z]/NEXT _1_PRESS/NEXT

[Z( obs ]/N - TSS/NTR 19

2
Q=

El parametro de validacion @, propone una expresion matematica

independiente de la distribucion o el tamano del conjunto externo.

3.8.8. Coeficiente de Correlacion de Concordancia (CCC)

El parametro CCC propuesto por Lin et al., 1989,%% y expresado en la Ec. 3.20; se
aplica para determinar la precision y veracidad del modelo, basandose en el
distanciamiento de las observaciones de la linea de regresién, y que tan lejos se desvia
esta linea de la ordenada del origen.®*

CcCcC = zz( obs Y)(Y red ) S (320)
Z( obs _Y) +Z( pred _Y) +NEXT(Y_Y)2

Acorde con la Ec. 3.20, el parametro CCC logra cuantificar la similitud entre los
valores observados y los estimados como un criterio Unico.

3.8.9. Parametros de Golbraikh & Tropsha

En 2002, los cientificos Golbraikh y Tropsha,®> postularon una serie de
parametros para determinar el poder predictivo real de un modelo QSAR a través del
conjunto molecular externo. Acorde con los autores, solo se puede considerar un
modelo QSAR aceptable si logra cumplir con los siguientes criterios:

a). R, >0.6
R;red _Rg
b). ———<0.1 0.85<k<1.15
Rpred
R;z)red _RL)Z 1
o). R2—<o.1 0.85<k'<1.15

pred
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d). |R2,, —R;|<0.3

pred

Donde R? y R} corresponden a los coeficientes de determinacién entre los
valores observados y predichos de los compuestos con y sin intercepto en el origen,
respectivamente. El pardmetro R('f contempla la misma informaciéon que Ré, pero

tiene los ejes invertidos. Los pardmetros k y k’ representan la pendiente de la linea de
regresion.

3.8.10. Pardmetro R?,

En general, para verificar la proximidad entre los valores observados y predichos,

| 50, 66, 67

se emplea el parametro g2 propuesto por Roy et a Este parametro se calcula

por medio de las siguientes ecuaciones:

R =R, (1— (R, —Rg)) (3.21)
R2=R’., (1— (R? s —R;f)) (3.22)
_ 2 2
R? :M (3.23)
" 2
AR, =|R? ~R?| (3.24)

2
pred

Los significados de Ré y R: _ fueron definidos previamente. El parametro R,Zn usa

los valores experimentales de la actividad en el eje de ordenadas, y R;j los usa en el

eje de abscisas. El pardmetro R; es el promedio de an y R;:, y Aan representa la
diferencia absoluta de los mismos. Solo cuando AR? <0.2 y R2 >0.5 se puede deducir

que los valores predichos por el modelo tienen una proximidad aceptable con respecto
a los valores observados.

3.8.11. Error Absoluto Medio (MAE)

Otro importante pardmetro para validar el poder predictivo de los modelos QSAR
es el Error Absoluto Medio (MAE), propuesto por Roy et al., 2016;°® expresado en la Ec.
3.25.

Y

S -
N

obs pred

MAE = (3.25)

El parametro MAE se calcula a partir del rango de datos y la dispersion del error.

En este caso, cuanto mas bajo sea el valor de MAE, mas equitativas seran las
predicciones del modelo. Diferentes autores han determinado que el parametro MAE
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debe ser calculado en compaiiia de otras estrategias de andlisis de dispersion del error,
tal como RMS y S, mencionados previamente.®

3.9. Lineamientos regulatorios del modelado QSAR

La teoria QSAR es basicamente una forma de extraer conocimiento a partir de las
observaciones. En ese sentido, el grado de aceptacién de los resultados obtenidos por
los modelos QSAR depende de la calidad, veracidad, aplicabilidad e interpretabilidad
de los mismos. En el estudio, disefio y aplicacién de un modelo QSAR es importante
reconocer y controlar las principales limitaciones de los elementos ajenos al modelado
QSAR, tal como:

Datos de la actividad o Datos medidos en
propiedad con error| [distintas condiciones
experimental experimentales

Compuesto quimico con Analizar una actividad o
estructura molecular propiedad con valores
erronea, indefinida y experimentales

carente de limitados 0 no
nomenclatura IUPAC disponibles

Figura 3.3. Principales limitaciones externas del modelado QSAR. Fuente: Saavedra,
L.M.

A partir de 2007, la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico
(OCDE) postulé y adoptd 5 lineamientos claves para abordar apropiadamente el
desarrollo de los modelos QSAR empleados con fines regulatorios o puramente

70,71

cientificos. Cada lineamiento se especifica a continuacidn:

3.9.1. Punto final definido

El primer lineamiento enfatiza claramente que el punto final evaluado por un
modelo QSAR debe estar bien definido. Asimismo, indica que para predecir
acertadamente una respuesta final, ya sea bioldgica, fisicoquimica, sensorial o
toxicoldgica, la misma debe presentar un procedimiento de medida preciso, que
provea datos con el minimo error experimental.

También, es necesario que todos los datos experimentales incorporados al
modelo correspondan a medidas realizadas bajo las mismas condiciones de laboratorio
o de campo, recomendadas por un protocolo de ensayo especifico, preferiblemente
estandarizado.
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3.9.2. Algoritmo inequivoco para la obtencion del modelo

Debido a la extensa diversidad de programas y métodos empleados para disenar
los modelos QSAR, el segundo lineamiento de la OCDE demanda utilizar un algoritmo
inequivoco que garantice la reproducibilidad y aplicabilidad tanto del modelo QSAR
como de las predicciones obtenidas por el mismo.

Asimismo, solicita que el desarrollo de los modelos QSAR se ejecute a través de
programas o herramientas de acceso libre, que permitan replicar y comprobar los
datos de prediccion obtenidos para uno o varios conjuntos moleculares,
independientemente del entorno de calculo utilizado.

3.9.3. Dominio de aplicacion definido

Dado que los modelos QSAR presentan limitaciones en términos estructurales,
de propiedad y del mecanismo quimico involucrado; la definicién del dominio de
aplicacién es un elemento crucial para delimitar la capacidad predictiva del modelo
QSAR en nuevos compuestos quimicos aun inexplorados.*

Este lineamiento indica que el limite tedrico del modelo, definido por el dominio
de aplicacion puede variar segin el método utilizado para definirlo y el rango de
amplitud adquirido entre las variables independientes del modelo y la confiabilidad
general de los datos de prediccion.

3.9.4. Medidas apropiadas de bondad de ajuste, robustez y predictibilidad

Este lineamiento se refiere a la necesidad de validar los modelos QSAR respecto
a su ajuste, estabilidad y capacidad predictiva. Existen diversas técnicas de validacion
implementas en QSAR, que proveen dos tipos de informacion: a) el comportamiento
interno del modelo, expresado a través del conjunto de calibracion; y b) la
predictibilidad del modelo, determinada por medio del conjunto de prediccion.

El nivel de evaluacion, control y respuesta de cada prueba es variable. Aunque,
las pruebas de validacion requeridas para aceptar un modelo QSAR se pueden basar en
métodos comunes y simples, o métodos mds novedosos, rigurosos y especificos. En
particular, cuanto mayor sea el nimero de criterios de validaciéon superados por el
modelo, mayor serd su credibilidad y aceptacién.”?

3.9.5. Interpretacion del mecanismo involucrado

La capacidad de interpretar el contenido de un modelo QSAR es un elemento util
para evidenciar el grado de reconocimiento y certeza que tiene el modelo frente al
mecanismo quimico, fisico o biolégico involucrado. Por ello, este lineamiento postula
gue los descriptores moleculares seleccionados deben presentar valores asociados al
proceso responsable de la respuesta bioldgica observada.
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Aunque, por distintas razones la interpretacion de cada modelo QSAR es
limitada. En primer lugar, existen miles de descriptores moleculares correlacionados
tanto a las caracteristicas estructurales como a las propiedades fisicas o estéricas de
las moléculas; esta correlacion se puede considerar como una interpretacion
aproximada del mecanismo asociado. Ademds, los descriptores moleculares
descartados del modelo pueden contener informacién mas representativa para
comprender el complejo proceso que conduce a la propiedad o actividad exhibida por
las moléculas.

Incluso, existen diferentes modelos QSAR que utilizan descriptores moleculares
completamente diferentes y apartados de las caracteristicas bioldgicas contempladas
por la respuesta final. Por estos motivos, se estima que la interpretacidon de cada
modelo QSAR, es tan solo una hipdtesis del mecanismo involucrado, y no representa
una caracterizacién fehaciente del fenémeno natural envuelto.”

3.10. Diagndstico de un modelo de regresion QSAR

En un modelo QSAR disefiado con datos bioldgicos continuos, es necesario
verificar la incertidumbre del valor predicho con respecto al valor observado de
respuesta para cada molécula. Esta incertidumbre se conoce como valor residual. Un
residuo demasiado grande, es un valor atipico del modelo.

Estadisticamente, el valor atipico representa un dato muy apartado del resto, en
términos de valor absoluto. En general, se considera un valor atipico al valor de
residuo con una diferencia mayor o igual a tres veces la desviacion estandar del
modelo (>3S), y supera ampliamente la media de los valores de residuo.”

En la practica, los valores atipicos deben ser tratados con precaucion, ya que son
elementos andmalos del modelo que deben ser justificados. La causa de este
comportamiento atipico puede atribuirse a uno o varios aspectos vinculados al disefio
del modelo, tales como:

- Recolecciéon y discriminacion incorrecta del conjunto de compuestos
quimicos utilizados para desarrollar el modelo QSAR.

- Presencia de datos bioldgicos experimentales incorrectos, debido a
discrepancias del protocolo de ensayo, criterios variables de
experimentacion, condiciones de laboratorio inestables, entre otros factores.

- La necesidad de involucrar nuevos descriptores moleculares que codifiquen
otras caracteristicas estructurales con nueva informacién para predecir la
respuesta bioldgica estudiada.

- La sustancia quimica detectada como atipica interactia por un mecanismo
molecular diferente en su sitio bioquimico de accién, que difiere de las otras
sustancias quimicas estudiadas.
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- La molécula atipica presenta uno o mds productos de transformacién
metabdlica o quimica que actlan por un mecanismo de accidn bioquimico
diferente a las otras moléculas del conjunto.

- El método estadistico utilizado para construir el modelo presenta
importantes limitaciones para encontrar la relacion funcional entre la
actividad bioldgica y los descriptores moleculares seleccionados.

Después de una explicacion logica de un valor atipico, se puede perfeccionar el
modelo QSAR y mejorar su poder predictivo. Aunque, es importante resaltar que la
eliminacion de un compuesto quimico atipico solo se debe realizar cuando se identifica
claramente un problema ajeno al modelado. De lo contrario, las estrategias mas
convenientes son para superar dicho valor atipico son:

- Incluir nuevas moléculas similares al elemento atipico
- Involucrar mas descriptores moleculares
- Cambiar de herramientas estadisticas de modelado

Cabe destacar que el proceso para perfeccionar un modelo QSAR puede ser
lento, especialmente cuando se deriva de métodos no lineales como las Redes
Neuronales Artificiales (ANN).”
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CAPITULO 4. ANTECEDENTES QSAR
ORIENTADOS SOBRE EL CONTROL DEL
MOSQUITO Aedes aegypti L.

4.1 Introduccion

Los vectores de enfermedades son aquellos insectos ectotérmos con capacidad
de transmitir por medio de la picadura diferentes bacterias, parasitos o virus que
causan importantes afecciones a los humanos. Las denominadas Enfermedades
Transmitidas por Vectores (VBDs) estan catalogadas como Enfermedades Tropicales
Desatendidas (NTD), propagadas principalmente por mosquitos, moscas, flebétomos,
chinches, garrapatas, 4caros y piojos.”

Anualmente, alrededor de 700.000 muertes son atribuidas a las principales VBDs,
como el paludismo, el dengue, la filariasis linfatica (elefantiasis), la malaria, la fiebre de
chikungunya, la fiebre amarilla, el zika, la enfermedad de Chagas y la esquistosomiasis.
Entre estos patdgenos, el dengue constituye la principal amenaza para la salud publica
global, con 390 millones de contagios reportados por afio, de los cuales el 20% son
mortales.> En este contexto, se estima que el 80% de la poblacién mundial se
encuentra en riesgo de contraer alguna VBD y el 40% el virus del dengue (DENV).

Durante los ultimos 50 afios, el DENV aumento 30 veces su virulencia, debido a
diversos factores ambientales, demograficos y sociales que favorecieron Ila
propagacion de su principal vector, el mosquito Aedes aegypti Linnaeus (Diptera:
Culicidae); localizado en las regiones tropicales y subtropicales del planeta, donde se
adapta facilmente a las zonas urbanas y tiene la capacidad de transmitir multiples
flavivirus, como el DENV, la fiebre amarilla, el virus de chikungunya (CHIKV) y el virus
del zika (ZIKV).?

A causa de una proliferacidn sin precedentes de los patégenos transmitidos por
el mosquito A. aegypti L., particularmente los brotes del ZIKV reportados en la mayor
parte del hemisferio Occidental en el periodo 2014-2016; la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) propuso diversas estrategias publicas para el control de vectores,
recopiladas en la denominada Respuesta mundial para el control de vectores 2017-
2030.* Alli, se dispuso que el A. aegypti L. es una grave amenaza para la salud publica
mundial.

Entre los multiples esfuerzos por monitorear a los mosquitos de orden Diptera,
se han vinculado técnicas integrales de control de tipo fisico, biolégico y quimico, tal
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como las trampas con cebos aromaticos, el uso de cepas de Wolbachia y las
fumigaciones con diversos insecticidas de sintesis.

La implementacion de insecticidas sintéticos para el control de vectores ha
generado un eficiente control poblacional de estos insectos. Sin embargo, dicha
estrategia repercutio en el desarrollo de multiples casos de resistencia en mosquitos y
otros artrépodos, asi como en la bioacumulacién y biomagnificacion en los organismos
no objetivos y sus ecosistemas.

Por estas razones, tanto en Norteamérica como en el continente Europeo
decretaron a los fabricantes de productos quimicos realizar una extensa evaluacién
toxicoldgica, ecotoxicoldgica y bioldgica de cada sustancia comercial que se destine al
control de insectos, particularmente de aquellas pertenecientes al grupo
organofosforado, organoclorado, piretroide o carbamato, extensamente aplicadas en
los planes de defensa, control y erradicacién de los vectores de enfermedades.’

A partir de estos requerimientos fue posible evidenciar la inminente demanda de
la sociedad por prevenir los peligros provenientes de los pesticidas sintéticos y buscar
alternativas quimicas que favorezcan la proteccion de la salud humana y eludan el
actual fendmeno de resistencia de los artrépodos. La exploracion de nuevas
estrategias de control vectorial, condujo la atencién de los investigadores sobre los
compuestos de origen natural y sus andlogos, caracterizados por contener propiedades
toxicoldgicas, organolépticas y bioldgicas reconocidas y otras aun inexploradas.

En los procesos de evaluacién y determinacion de la respuesta activa de una
molécula, se emplean diferentes ensayos in vivo e in vitro que brindar informacion
acerca de los efectos benignos o nocivos que estas entidades quimicas generan sobre
un organismo animal o un cultivo celular.

Sin embargo, este tipo de pruebas son consideradas de alta complejidad, ya que
al momento de evaluar grandes conjuntos de compuestos, requieren mayor tiempo e
insumos de alto costo. Ademads, la mayor parte de las pruebas in vivo son éticamente
inaceptables ante la comunidad cientifica internacional por involucran el sacrificio o
maltrato animal.

Otra de las técnicas utilizadas para estimar las propiedades activas de las
moléculas apunta a las investigaciones de simulacién por computadora, las cuales han
sido altamente determinantes para acceder, examinar, deducir, modelar y proyectar
enormes conjuntos moleculares, sin requerir la sintesis, caracterizacidon y ensayo de
cada molécula. Estos atributos postulan a los estudios in silico como instrumentos
esenciales para identificar y disefiar estratégicamente nuevas entidades quimicas con
actividades plausibles.®’

En este contexto, la teoria QSAR constituye una de las principales herramientas
computacionales disefiadas para establecer paralelismos racionales entre la estructura

molecular de una sustancia y el efecto bioldgico final producido por la misma.®*°
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Un modelo de la teoria QSAR es considerado el resultado final de un proceso
computacional que inicia con la extensa descripcion de la estructura molecular, donde
las caracteristicas simples (constitucionales y topoldgicos) y complejas (electrénicos y
geométricos) de las moléculas son detalladas mediante los descriptores moleculares; y
finaliza con los valores de prediccion de la propiedad evaluada, utilizados para
establecer algunas inferencias o hipdtesis sobre el comportamiento de las moléculas

en un sistema ambiental o biolégico definido.' 2

El disefio y aplicacién de un modelo QSAR resulta particularmente util cuando las
pruebas y medidas experimentales son extensas, laboriosas y de alto costo; ya que
provee informacidn relevante para guiar el disefio racional, rdpido y selectivo de
nuevos precursores quimicos con actividad o propiedad deseada, basandose en la
informacién quimica, bioldgica y fisica de los compuestos existentes y ensayados. Por
esta razon, la teoria QSAR constituye un primer paso computacional necesario en la
busqueda de nuevas estructuras quimicas con valores favorables de toxicidad aguda
sobre el principal transmisor de diversas enfermedades endémicas, el mosquito A.
aegypti L.

Por tanto, este capitulo de Tesis Doctoral busca profundizar sobre el impacto de
las VBDs sobre la salud publica mundial. Asimismo, resulta trascendental destacar el
rol del mosquito Aedes aegypti L., en la transmision de los virus DENV, CHIKV y ZIKV en
el hemisferio Occidental. Por ello, fue necesario puntualizar sobre las estrategias de
control o erradicacion vectorial que han repercutido en efectos secundarios nocivos
para la salud humana vy el entorno.

Por ultimo, para indagar sobre el estado actual y la trascendencia de las
herramientas computacionales y no computacionales para estimar la actividad
larvicida sobre el mosquito A. aegypti L.; se recopilaron de la literatura especializada
diferente investigaciones generadas en la ultima década (2009-2019), enfocadas en
predecir la toxicidad aguda LCso 0 ICso de diferentes conjuntos moleculares altamente

heterogéneos sobre el mosquito A. aegypti L en estadio larval.

4.2 Las Enfermedades Trasmitidas por Vectores (VBDs)

Una primicia critica de la epidemiologia es que las enfermedades no ocurren
aleatoriamente en una poblacidn. Por el contrario, se deben a factores ambientales,
demograficos y sociales minuciosamente organizados para contagiar a los individuos
mas vulnerables. Un importante uso de los estudios epidemioldgicos es identificar el
comportamiento de los factores de riesgo que conducen a las poblaciones a contraer
alguna enfermedad. La mayoria de las enfermedades requieren diferentes balances e
interacciones de los factores de riesgo.

En el caso particular de las Enfermedades Trasmitidas por Vectores (VBDs), como
el paludismo, el dengue, la malaria, la fiebre de chikungunya, la fiebre amarilla, el zika,
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la filariasis linfatica (elefantiasis), la enfermedad de Chagas y la esquistosomiasis,
constituyen el 17% de todas las enfermedades infecciosas, caracterizadas por una
compleja dinamica y naturaleza, que dificulta la posibilidad de estimar las
repercusiones existentes, reemergentes o eventuales sobre la salud humana. Esta

imprevisibilidad, trae como consecuencia alrededor de 700.000 muertes por afio.” *®

Para el desarrollo practico y efectivo de las estrategias de control y prevencion
de las VBDs, usualmente se requiere la evaluacién de los componentes y las
interacciones para elucidar la compleja triada ecoldgica entre el patégeno, el vector, el
huésped y el ecosistema Figura 4.1.

Huésped

Patogeno Entorno

Figura 4.1. Triada epidemioldgica de las VBDs. Fuente: Saavedra, L.M.

Los arbovirus, son los virus presentes en la naturaleza a causa de la transmision
biolégica de los artropodos hematdfagos a sus huéspedes vertebrados. En la
actualidad, se conocen mas de 130 tipos de arbovirus que causan infecciones a los
vertebrados mas susceptibles y han promovido grandes epidemias de enfermedades
reemergentes en las Ultimas décadas.

4.3 Principales arbovirus transmitidos por mosquitos del género Aedes

La expansién global de los arbovirus es precedida por la propagacién
descontrolada de los insectos vectores como las moscas, flebétomos, chinches,
garrapatas, acaros, piojos y los mosquitos, en especial del géneros Aedes, Anopheles,

L 19 Entre los diversos arbovirus transmitidos por los mosquitos del

Culex y Sabathes.
género Aedes, los de mayor impacto para la salud humana son los virus de DENV,

CHIKV y ZIKV, al no contar con una vacuna o cura efectiva.
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4.3.1. El virus del dengue (DENV)

El virus del dengue (DENV), fue aislado y estudiado por primera vez durante la
epidemia de Nagasaki en el afio 1943. Alli, se identific6 que el DENV estaba
conformado por cuatro serotipos inmunoldgicos estrechamente asociados pero
antigénicamente distintos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4;
pertenecientes al género flavivirus y la familia flaviviridae. Estos cuatro serotipos
comparten aproximadamente el 65% de sus genomas; es decir, cada infeccién
producida por un determinado serotipo del DENV, presenta la misma sintomatologia
clinica y la inmunidad permanente contra el serotipo involucrado.”

Los cuatro serotipos del DENV presentan ciclos de transmision tanto silvestre
como urbana. En el ciclo de transmisidn urbana, el principal vector del virus es el
mosquito Aedes aegypti L., seguido por los mosquitos Aedes polynesiensis y Aedes
albopictus, localizados en las zonas tropicales y subtropicales del planeta. Este tipo de
transmision ha promovido que el DENV este asociado con los problemas econdmicos y
sociales de las regiones endémicas, donde anualmente se registran casos infecciosos
cada vez mas severos.

Por mas de 50 afios, la enfermedad del dengue alcanzé progresivamente el
estado de pandemia, con 390 millones de contagios anuales, que conducen a 70
millones de muertes a nivel mundial. Asimismo, se identificé que aproximadamente 5
millones de contagios del DENV involucran nifios, nifias y adolescentes, y que al menos

70 mil mueren al contraer dengue hemorragico.” % 23

En la ultima década, la OMS ha generado boletines periédicos de monitoreo y
control del DENV. Para el periodo interanual 2012-2013, se determind que este virus
habia incrementado su drea de influencia a 111 paises con aproximadamente 3,9
billones de habitantes bajo amenaza de contagio. En el afio 2017, la OMS publico el
primer planisferio con la disposicién geografica de los casos clinicos confirmados del
DENV en 2016, exhibido en la Figura 4.2.

La mayor parte del hemisferio occidental registré infecciones por dengue, con
cifras alarmantes en paises de Suramérica como Brasil, Colombia, Perd, Venezuela,
Ecuador, Paraguay, Bolivia, Guayana Francesa y Surinam. También las regiones de
Centro América y el Caribe reportaron infecciones por el DENV, especialmente México
y Puerto Rico con més de 100 mil casos confirmados.*

Acorde con la Figura 4.2, el continente insular Oceania y parte del continente
Asidtico presentan una proliferacion del DENV. A partir de este planisferio, la OMS
reveld que 40% de la poblacidon mundial se encuentra en areas endémicas del DENV y
vive constantemente bajo alerta de contagio por dengue y dengue hemorragico.
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Figura 4.2. Distribucién del dengue a nivel Mundial en 2016. Fuente: WHO, 2017.%

4.3.2. El virus de chikungunya (CHIKV)

El virus de chikungunya (CHIKV) fue descubierto, aislado y analizado en el afio
1953, a partir de muestras sanguineas de personas infectadas durante el brote de
enfermedad febril ocurrido en Tanzania. EI CHIKV es un Alfavirus que hace parte de la
familia Togaviridae. Este virus posee cuatro genotipos distintos clasificados como:
Oeste de Africa, Este, Centro, y Sur de Africa (ECSA), Asia y Océano Indico.?

La fiebre de chikungunya es transmitida por mosquitos del género Aedes, en
particular Aedes aegypti y Aedes albopictus. Los primeros sintomas de contagio del
CHIKV ocurren 4 u 8 dias después de la picadura del vector; en este caso el huésped
infectado presenta sintomas clinicos similares a los producidos por el DENV.

La sintomatologia comun de la fiebre de chikungunya involucra un fuerte cuadro
febril acompanado por dolor muscular y articular en las extremidades, dolor de cabeza
y erupciones cutaneas de color rojizo; estos sintomas persisten por 1 u 8 semanas.
Aunque, en los casos mas irregulares pueden persistir por varios meses o anos. Otras
complicaciones menos frecuentes derivadas de esta enfermedad virica, implican

problemas oculares, neuroldgicos y cardiacos.’*?®

Si bien no existen fdrmacos o vacunas comerciales que limiten la replicacién del
CHIKV, los tratamientos clinicos actuales buscan contrarrestar y aliviar los sintomas
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mediante terapias antipiréticas y antdlgicas basadas en los farmacos favipiravir,
ribavirina e interferdn, con accidn in vitro sobre los virus con genoma ARN.

El virus del chikungunya exhibid sus primeros brotes endémicos en la década del
60. El intercambio comercial favorecio la propagacién del CHIKV en diversos paises del
Sudeste Asidtico. Los buques de carga provenientes de Africa transportaban
mercaderia, tripulantes y contenedores de agua que hospedaban al vector del virus.?

Histéricamente, las epidemias atribuidas al CHIKV han mostrado un
comportamiento ciclico, con periodos interepidémicos que oscilan en 4 y 30 afios.
Desde 2004, el CHIKV incremento su distribucién geogréfica, alcanzando una magnitud
sin precedentes de casos infecciosos en Asia y Africa. Durante el periodo 2005-2010, el

. . .7 / 4 . 2
CHIKV tuvo una amplia proliferacién en el Océano indico y el sur de Europa.”®*

Posterior a esto, surgié el rebrote del CHIKV en América, lo cual generd la
inquietud acerca del impacto de este virus sobre la salud publica mundial. El primer
caso importado se dio en la isla de Saint Martin en el Caribe. Pocos meses después, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en alianza con la OMS registraron mas de

. . ’ . 2 1
4 mil casos confirmados en los paises del Caribe.?® 3

La propagacion sin precedentes del CHIKV llegd a los 150 mil contagios
autoctonos en mas de 43 paises del hemisferio Occidental. Aunque, el mayor impacto
del virus recayd sobre Brasil, con el 97% de los casos infecciosos registrados, seguido
por paises como Ecuador, Bolivia y México. En 2017, la alianza OPS/OMS registro cerca
de 122 mil casos de morbilidad atribuidos al CHIKV. Desde entonces, la region Andina y
parte del cono sur fueron declaradas zonas endémicas de alto riesgo por contagio de la

fiebre de chikungunya.®**

Durante el ultimo afio, la carga de morbilidad atribuida al CHIKV presentd una
disminucién escalonada como resultado de las multiples estrategias de vigilancia
entomoldgica, control vectorial y prevencién del virus impuestas en diferentes paises
tropicales y subtropicales. No obstante, diversos estudios proyectan que el cambio
climatico y la propagacién indiscriminada del mosquito A. aegypti, promueven el riesgo

de enfrentar rebrotes del virus.>*

4.3.3. El virus de zika (ZIKV)

El virus de zika (ZIKV) es un arbovirus transmitido por vectores, principalmente
por el mosquito A. aegypti; este patdgeno pertenece al género flavivirus y a la familia
flaviviridae, al igual que el virus de la fiebre amarilla (YFV) y el virus del dengue
(DENV).*

El ZIKV fue detectado por primera vez en Uganda en 1947. Desde entonces, los
contagios por ZIKV ha sido espordadicos en las poblaciones Africanas, y solo hasta 1960
irrumpid en el continente Asiatico. Posteriormente, en 2007 ocurrié el primer brote
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endémico de zika en la Isla de Yap de los Estados Federados de Micronesia, donde el
73% de la poblacion contrajo el ZIKV. En el periodo interanual 2013-2014 surgieron
multiples rebrotes en varias islas del océano pacifico y la Polinesia Francesa, con mas
de 28 mil afectados.

Eventualmente, en 2015 se registraron los primeros brotes del ZIKV en el Caribe,
Centro y Sur América. Acorde con la Plataforma de Informacién en Salud para las
Américas (PLISA), tan solo un ano después, se confirmaron 199 mil contagios de ZIKV
en mas de 50 paises de la regién, donde el 65% de estos casos se concentraron en la

36-39

region del cono sur. Por ello, la OMS catalogd a la enfermedad de zika de alto

riesgo para la salud publica mundial.

A través de los multiples esfuerzos de vigilancia y control vectorial, se logré
disminuir las tasas de morbilidad atribuida al ZIKV. Segun la plataforma PLISA
(http://www.paho.org/data/index.php/es/temas/indicadores-zika.html) los casos de
ZIKV han disminuido gradualmente; en 2017 se reportaron cerca de 20 mil contagios
confirmados, en 2018 la cifra fue menor a 4 mil casos. Aunque, la tendencia no se
mantuvo, el impacto del virus aumento a 6 mil contagios confirmados y 4 muertes
durante el ultimo afio.

Por otra parte, el ZIKV posee cepas clasificadas en tres principales linajes: Este de
Africa, Oeste de Africa y Asia.*® Al igual que el DENV, este virus posee dos ciclos de
transmision ilustrados en la Figura 4.3., denominados silvestre y urbana. El ciclo de
transmision silvestre se basa en la interaccidon entre primates y mosquitos del género
Aedes que habitan naturalmente en la selva, tal como el A. africanus, A. bromeliae, A.
dalzieli, A. furcifer, A. vittatus, A. luteocaphalus, A. opok, A. tayloriy A. unilineatus.

En el ciclo de transmisidon urbana, el ser humano es el principal reservorio y
huésped del virus. Este ciclo presenta dos formas de transmisidn, ya sea por medio de
los vectores A. aegypti y A. albopictus o mediante fluidos corporales como sangre,
saliva, orina, leche materna, liquido amniédtico, el liquido que envuelve tanto el
encéfalo como la médula espinal y por transmisién sexual.>’*

La infeccidn del ZIKV presenta sintomatologia leve, que se manifiesta pocos dias
después del contagio; regularmente los casos infecciosos manifiestan conjuntivitis,
dolores musculares, articulares y cansancio, que persisten por 2 o 7 dias bajo
tratamiento médico con antipiréticos y antiespasmddicos de uso comun.*

Recientemente, diversos estudios cientificos postularon la posible relacién entre
los brotes del ZIKV desatados en Brasil y la Polinesia Francesa, con el aumento
repentino de diversas enfermedades neuroldgicas; en particular, el Sindrome de
Guillan-Barré (GBS) en adultos y diferentes malformaciones congénitas in utero como
microcefalia fetal, disfuncién del tallo encefalico, contractura de los miembros y

anomalias cerebrales, auditivas y visuales.”**
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Ante esta situacién, la OMS catalogo estos trastornos como una emergencia de
la salud publica internacional, denominada sindrome congénito asociado a la infeccion
por el virus de zika.*®

Mosquitos Aedes zoofilicos Mosquitos Aedes antropofilicos
A daizieﬁ‘ A vita:i'tus A. aegypti
A. fowleri A. africanus A. albopictus
A, furcifer A. flavicollis A. hensili
A. lutheocephalus A. furcifer L . .
A. metallicus A. grahami Transmision vectorial del zika
A. minutus A. opok f ]
A. neoafricanus  A. taeniarostris B
A. tarsalis

Ciclo de transmision
urbana

Ciclo de transmisién
silvestre

Transmision no vectorial
del zika

Liguido amnidtico
Orina

Saliva

Sangre

Fluidos intimos
Leche materna

Figura 4.3. Ciclos de transmisidn del virus de zika (ZIKV). Fuente: Saavedra, L.M.

En consecuencia, existe una amplia necesidad de proponer nuevas estrategias de
vigilancia entomoldgica, control de vectores, evaluacion del impacto y virulencia del
ZIKV, como base fundamental de las acciones en materia de salud publica global,
destinadas a prevenir y limitar el impacto de este virus y sus repercusiones congénitas
en las poblaciones mas vulnerables del planeta.

4.4. Principales vectores del género Aedes

Entre los artropodos mas abundantes se encuentran los insectos de orden
Diptera, familia Culicidae y subfamilia Culicinae. Esta subfamilia contiene 3.050
especies pertenecientes a 109 géneros. Entre estos géneros, se destaca el Aedes,
Culex, Mansonia, Haemagogus, Sabethes y Psorophora, por transmitir enfermedades a
los humanos.*’ En particular, los insectos del género Aedes se encuentran divididos en
cuatro subgéneros: Aegypti, Stegomyia, Aedimorphus y Fredwardsius, que abarcan
alrededor de 154 especies de vectores.
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Los mosquitos A. aegypti y A. albopictus, cominmente conocidos como
“mosquito de la fiebre amarilla” y “mosquito tigre Asidtico”, constituyen una amenaza
para la salud publica mundial, debido a su capacidad de transmitir multiples virus a los
humanos. Particularmente, estos vectores se caracterizan por su extensa distribucién
en las regiones tropicales y subtropicales del planeta. Aunque, solo el A. albopictus se
localiza en Asia y parte de Europa; en cambio, el A. aegypti habita las regiones

selvaticas de Africa y América.*®°

Otro elemento caracteristico de los vectores A. aegyptiy A. albopictus radica en
gue ambas especies pican en exteriores, pero solo el A. aegypti pica en interiores,
comunmente donde habitan los humanos. El mosquito A. aegypti se asemeja en
tamaio, color y morfologia al A. albopictus; pero difieren en su capacidad de
distribucidn, reproduccién, alimentacién y transmisién de los virus.

La descripcidn anterior fue necesaria para delimitar los estudios QSAR abordados
en la presente Tesis Doctoral, orientados en establecer modelos de prediccion de
propiedades bioldégicas para el control del mosquito A. aegypti L.; responsable de
transmitir multiples patdgenos asociados al aumento de los casos de morbilidad y
mortalidad notificados en el hemisferio occidental durante los ultimos afios.

4.5. El mosquito Aedes aegypti Linnaeus (Diptera: Culicidae)

El mosquito Aedes aegypti Linnaeus (Diptera: Culicidae), es el primer transmisor
de multiples arbovirus que afectan la salud humana. Para el A. aegypti, el intercambio
comercial proveniente de Africa, facilitd su expansion territorial, la interaccién con los
humanos y el surgimiento de grandes epidemias.

4.5.1. Taxonomia

El constante incremento de la poblacién humana, su migracién a zonas silvestres
y la continua evolucién del comportamiento de los mosquitos, representan algunos de
los fenémenos claves en la formacién de subpoblaciones domesticas de mosquitos.>"
La especie Aedes aegypti fue clasificada por Carl Nilsson Linnzaeus en 1758 dentro de la
clase Insecto y el orden Diptera. Para 1818, el entomdlogo Aleman Johann Meigen
vinculd al A. aegypti dentro del género Aedes; y en 1829, Gabrius Stephens catalogé a

esta especie en la familia Culicidae. Para el Aedes aegypti existen dos subespecies:

- La primera subespecie es el Aedes aegypti formosus, conocido como el
ancestro del Aedes aegypti doméstico. Esta subespecie todavia vive en los
bosques y las pequefias vegetaciones del sub-Sahara Africano. Suele alojarse en
ambientes humedos naturales y presenta actividad hematdfaga sobre los
animales salvajes propios de su habitad.

- La segunda subespecie es el Aedes aegypti aegypti, localizado principalmente
en las regiones tropicales y subtropicales asociadas con la actividad humana.
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Este mosquito habita los contenedores artificiales de agua situados en
interiores domeésticos, y asi favorece su actividad hematofaga basada en la
sangre humana como principal recurso de proteina.

4.5.2. Morfologia

Las caracteristicas del A. aegypti describen los diferentes estadios que presenta
durante todo su ciclo de vida. El ciclo de vida de este vector inicia con el huevo, que al
eclosionar se convierte en una larva acuatica (de I-1V estadios), luego se transforma en
pupa (dimorfismo sexual), para finalmente emerger como mosquito adulto (macho o
hembra).”® Cada etapa del ciclo de vida del mosquito A. aegypti se detalla a
continuacién:

A. Huevos: presentan forma ovalada, son lisos, largos y con un tamafio de
aproximadamente 1 milimetro. Se tornan de color claro en el momento de la
ovoposicion, y 2 horas después producto de la melanizaciéon se tornan oscuros.

Los huevos son depositados individualmente por la hembra adulta en un
contenedor de agua, ya sea natural o artificial; cada huevo es ubicado aleatoriamente
sobre una superficie en contacto con el agua, para omitir variables ambientales que
puedan interferir en el proceso de eclosiéon. En la especie A. aegypti, los huevos
sobreviven en estado de desecacidn y conservan sus propiedades por varios meses; de
modo que, pueden eclosionar normalmente al entrar en contacto con agua.

B. Larva: el A. aegypti en etapa larval tiene una morfologia similar respecto a otras
especies larvas. En general, presentan cabeza ovalada, un térax y un abdomen
compuesto por nueve segmentos, como lo exhibe la Figura 4.4.

El segmento perineal de la larva contiene branquias de cuatro l6bulos que le
proporcionan la regulacién osmética, y un sifén corto en forma de barril con un solo

par de crestas subventrales que le permiten respirar en la superficie del agua.sz’ >3
antena Figura 4.4. Vista dorsal del A. aegypti en etapa
cabeza A 4e. . Olos larval. Fuente: Garcia, et al., 2009.>*
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97



en la especie Culex se orientan en diagonal a la superficie. Las larvas Aedes se orientan
perpendiculares a la superficie del agua, como se exhibe en la Figura 4.5.

Otras caracteristicas morfoldgicas que facilitan la identificacidon de las larvas A.
aegypti radican en dos espinas laterales en cada lado del térax, una fila recta de 7 a 12
escamas en el octavo segmentos abdominal y una espina media rodeada de varias
espinas robustas, ausentes en otras especies de larvas Aedes.

Las larvas A. aegypti atraviesan de |-V estadios, conocidos como instar; cada
instar involucra cambios de tamafio, forma, color y movilidad, que culminan en el
cambio de larva a pupa.

C. Pupa: la pupa es la etapa del mosquito que antecede el Ultimo estadio larvario
y precede la etapa adulta. Una pupa, presenta forma de coma y se compone de dos
secciones principales, el cefalotdrax, es decir cabeza y térax fusionados, y el
abdomen.>® En la base del cefalotérax se encuentran ubicados los tubos respiratorios
con forma de trompeta, los cuales perforan la superficie del agua para captar oxigeno.

Figura 4.5. Larvas Aedes (A), Anopheles (B) y Culex (C). Fuente: Garcia et al., 2009.>*

En la etapa de pupa, el mosquito define su género sexual. Las pupas hembras
suelen presentar mayor tamafio que el macho. Aunque, esta caracteristica no es
constante, y puede variar acorde a los diferentes factores bidticos y abidticos
interactuantes.

Por ello, la forma mds comun para determinar el género sexual es mediante la
observacion del extremo final del abdomen; alli, la pupa cuenta con un par de aletas
para nadar, que para las hembras son anchas y se superponen, y para los machos son

estrechas y separadas.” °

D. Adulto: El cuerpo del mosquito Aedes aegypti en la etapa adulta, esta
compuesto por cabeza, térax y abdomen. Su comportamiento alimentario se basa en
los recursos naturales de carbohidratos, tal como el néctar de las flores o los frutos
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Las hembras y los machos de esta especie tienen una apariencia similar. Aunque,
difieren en algunas caracteristicas morfolégicas. El macho presenta menor tamafio que
la hembra, tiene antenas plumosas y un par de palpos maxilares con bandas blancas
mas desarrollados que la hembra. Aunque, la hembra presenta una probdscide mas
corta que el macho, adaptada principalmente para traspasar la piel de un mamifero y

obtener la sangre.>”’

4.5.3. Ciclo de vida

Todas las especies de mosquitos tienen un ciclo de vida complejo, basado en
drasticos cambios de forma, funcién y habitad. Los mosquitos de orden Diptera,
presentan cuatro etapas generales de metamorfosis en su ciclo de vida, exhibidas en la
Figura 4.6.

Las hembras A. aegypti son hematdéfagas, lo que indica que estan adaptadas para
abastecerse con sangre proveniente de animales vertebrados. Este comportamiento se
evidencia Unicamente en la etapa de reproduccion, donde requiere la ingesta de
sangre para madurar los huevos e iniciar el proceso de ovoposicién. Por lo general, una
hembra de Aedes aegypti L. tiene la capacidad de producir entre 100 y 200 huevos.

2-3dias 4 dins

&y el LA
A
@ [ Huevos
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Pupa =
Larva
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Figura 4.6. Ciclo de vida del mosquito Aedes aegypti L. Fuente: Saavedra, L.M.

El ciclo de vida del mosquito A. aegypti inicia con la ovoposicidon de una hembra
adulta, encargada de instalar los huevos sobre una superficie himeda en contacto
intermitente con el agua; pero solo 2 o 3 dias después de la ovoposicidn se realiza la
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embriogénesis.”® La velocidad de eclosién de cada lote de huevos depende de la
temperatura ambiente, la humedad relativa y el tiempo de desecacién.

No obstante, los huevos instalados y secos pueden sobrevivir hasta un afio sin
eclosionar. Este particular proceso de conservacién ha facilitado la amplia proliferacién
del vector A. aegypti L. y las enfermedades transmitidas por el mismo.

La etapa larval, constituye el principal periodo de alimentacion y crecimiento de
las etapas inmaduras. Las larvas se alimentan del material orgdnico presente en el
medio acudtico que habitan.?® El tiempo de desarrollo de una larva, puede variar segin
la disponibilidad de alimento, la densidad poblacional y la temperatura del agua. En
condiciones éptimas, el desarrollo completo tarda 1 semana.®® Después de esto, las
larvas adquieren suficiente energia y tamano para convertirse en pupas.

Una pupa representa la ultima etapa inmadura del ciclo de vida del mosquito.
Esta etapa tiene una duracién de 2 a 3 dias, aunque puede alargarse o acortarse segln
las condiciones del medio; por lo general, los machos suelen desarrollarse mas rapido
gue las hembras. A diferencia de una larva, altamente susceptible al entorno, la
mortalidad de las pupas es casi nula. De manera que, la cantidad de pupas es
directamente proporcional a la cantidad de potenciales vectores de enfermedades.>

Las primeras 24 horas del mosquito adulto o imago son vitales para su
supervivencia. Durante este periodo, se consolida su estado fisiolégico, endurece el
exoesqueleto y madura sexualmente. Comunmente, el imago tiene una actividad
crepuscular y su expectativa de vida varia segun el género. Las hembras suelen vivir
entre 10 y 35 dias, por el contrario los machos solo sobreviven 4 o 6 dias.

La etapa adulta de un mosquito es trascendental para la supervivencia de la
especie; ya que debe garantizar la distribucion, alimentacién, reproduccion e iniciacidn

del nuevo ciclo de vida.®*®

4.5.4. Comportamiento alimentario

Si bien el comportamiento alimentario de los machos y las hembras A. aegypti

L. es igual, solo la hembra es hematéfaga.®

A pesar de su habilidad para sobrevivir
con soluciones azucaradas provenientes de las flores o frutas, la hembra requiere la
ingesta de sangre para iniciar el proceso de maduracién de los huevos en cada ciclo de

desarrollo ovarico, denominados ciclos gonotréficos.®’

Cada ciclo gonotréfico requiere el consumo de sangre, es decir, cada hembra A.
aegypti L. realiza multiples picaduras, con una ingesta aproximada de 2,5 ul de sangre
extraida de distinto individuos, preferiblemente humanos. Este comportamiento
resulta transcendental para el diagndstico epidemioldgico, ya que intensifica la
transmisién de virus a los humanos.® Las hembras A. aegypti L. suelen picar durante
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todo el periodo diurno, intensificando la actividad hematdfaga durante el amanecery
el atardecer.

Los mosquitos tienen la habilidad de localizar al huésped mediante factores
visuales, olfativos y térmicos; aunque, el olfato predomina en este propdsito. El vector
es guiado a través de las emisiones de didxido de carbono (CO,) o dacido lactico
generadas por el huésped a distancias variables. Por lo general, el mosquito realiza la
picadura en cualquier parte del cuerpo; pero las manos y las piernas al concentrar
mayor sudoracién son mads vulnerables a los atagues por picaduras. Incluso, la
frecuencia de picadura se puede intensificar o minimizar acorde con los componentes
del sudor corporal del individuo objetivo.*

Desde la picadura del huésped, la sangre adquirida permanece entre 38 y 48
horas en el intestino medio de la hembra. Posterior a esto, la proteina proveniente de
la sangre, provee los aminodcidos necesarios para la sintesis de vitelogenina, la

, -72
proteina precursora de los huevos.”®”’

También, se ha comprobado que la especie A. aegypti L. puede realizar una
transmision transovarica de los virus para garantizar la subsistencia del patégeno en la
naturaleza. Este comportamiento causa la permanencia del virus en las siguientes siete
generaciones del mosquito, o en los huevos remantes del periodo de eclosién.”®

4.5.5. Sitios de ovoposicion

Para los mosquitos, la ubicacién de un lugar adecuado para depositar los huevos
requiere un conjunto de sefiales visuales, tactiles y olfativas que gobiernan a la hembra
antes iniciar la ovoposiciéon. La habilidad de la hembra para encontrar un sitio
apropiado resulta transcendental en el crecimiento, desarrollo y supervivencia de sus

descendientes.”> 7%

Las hembras A. aegypti fijan los sitios de ovoposicion en contenedores artificiales
de agua limpia, oscuros y himedos. También, debido a su comportamiento enddfilo y
antropdfilo, esta especie prefiere realizar la ovoposicién en ambientes urbanos o
suburbanos cerca de la actividad humana, los cuales proveen elementos vitales para el
desarrollo de la siguiente generacion.

Entre las condiciones de reproduccidon del mosquito A. aegypti L., involucra un
recipiente de almacenamiento de agua limpio, estatico y sellado. Por lo general, los
mosquito A. aegypti L. fijan el inicio del ciclo de vida en los recipientes de uso
domeéstico, como jarras, macetas, piscinas plasticas, gomas de las rudas, bebederos de
animales, canaletas obstruidas o trampas de desaglie. Aunque, todos los contenedores

de agua son potenciales criaderos para las etapas inmaduras de esta especie.”>”’
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4.6 Interacciones vector-virus

En el ciclo de transmisién de los arbovirus los artrépodos son infectados cuando
ingieren sangre de un huésped virémico. El ciclo de los arbovirus requiere la
replicacién celular del vector. El Periodo de Incubacién Extrinseco (EIP), comprende el
tiempo que transcurre entre la ingesta de sangre infectada hasta la presencia de
particulas virales en la secrecién salival del vector portador.’®

Después del EIP, el insecto vector tiene la capacidad de transmitir el virus a
huéspedes vertebrados sanos. El EIP es un factor epidemiolégico importante, ya que la
vida util del vector se relaciona con este factor; asimismo, la propagacion del arbovirus
dependerd que longevidad del vector supere el EIP.

La transmisién de los arbovirus al vector susceptible se realiza a través de las
particulas virales; estads deben adherirse a los receptores celulares de las células diana
en el epitelio del intestino medio del insecto para fijar la infecciéon, tal como lo exhibe
la Figura 4.7.

Los viriones deben ingresar a las células epiteliales por medio de las microvilas
antes de que el alimento sanguineo sea rodeado por la matriz peritrofica. De lo
contrario, el virus no podra infectar el intestino medio del insecto, debido a que el
tamarfio del poro de la matriz peritrofica es mas pequefio (20-30 nm) que todos los

arbovirus.”®!

En el mosquito A. aegypti L. la matriz peritrofica surge entre 4-8 horas después
de la ingesta de sangre, y logra una textura madura a las 12 horas. Los patrones de
infeccidn de las células epiteliales del intestino medio varian segun la relacién entre el
virus y la especie de mosquito. Hacia una infeccion productiva del mosquito se
requiere la ingesta de suficiente virus para infectar el intestino medio del insecto y
garantizar el ciclo de transmision a otros huéspedes vertebrados.

A medida que el virus se introduce en las células epiteliales del intestino medio,
inicia el proceso de replicacién. Los virones deben atravesar la [dmina basal del epitelio
del intestino medio para ingresar al hemocoel, la cavidad del cuerpo de los artrépodos
gue contiene los 6rganos, los musculos y el sistema circulatorio abierto de fluido
hemolinfa. Una vez que los virones del intestino medio atraviesan el hemocoel, suelen

diseminarse dentro del tejido nervioso y los 6rganos secundarios del insecto.?*®

Para un vector susceptible, la infeccién culmina cuando las particulas viricas son
instaladas en las glandulas salivales, ubicadas en la parte lateral del térax del insecto.
Cada glandula salival se divide en tres l6bulos, dos laterales y uno medio, conectados
simultdneamente al ducto salival principal.
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Figura 4.7. Interaccién infecciosa virus—mosquito susceptible. Fuente: Saavedra, L.M.

La infeccién del virus generalmente acontece en los |obulos laterales de las
glandulas salivales. Aunque, para los virus DENV y CHIKV el proceso de infeccidon

consecutivo termina en los tres I6bulos de las glandulas salivales del A. aegypti L.5®’

Al ocurrir la replicacion del virus en el organismo vector, se liberan virones en los
conductos salivales para iniciar la transmision horizontal a un nuevo huésped sano. La
saliva de los artrépodos facilita la transmisién y regula la respuesta del huésped a la
replicaciéon del virus, inyectando multiples mezclas complejas de proteinas peptidicas,
tales como glicosidasas, antimicrobianos, antihemostaticos, proteinas con potencial
antiinflamatorio y moduladores inmunolégicos.

4.7. Transmision de los arbovirus a través del mosquito

El Periodo de Incubacién Extrinseco (EIP) es el principal indicador del potencial
de transmisidon y propagacion de un virus. Este periodo depende de los atributos
genéticos del virus, como la patogenicidad del virus y la cantidad de virus ingerido por
el vector. Asimismo, el EIP obedece tanto a los factores ambientales (temperatura y
humedad) como a los factores intrinsecos de competencia del vector y el genotipo viral

involucrado.’® 828¢

La transmision bioldgica de un arbovirus a un insecto susceptible, implica superar
una serie de barreras fisicas y fisioldgicas para lograr la infeccién del organismo en una
sola toma de sangre. Existen barreras en el insecto capaces de evitar que el virus se
replique y propague a las glandulas salivales.
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Estas barreras son definidas como inmunidad innata, Barrera de Infeccién del
Intestino Medio (MIB), Barrera de Escape del Intestino Medio (MEB), Barrera de
Infeccidon de las Glandulas Salivales (SGIB) y Barrera de Escape de las Glandulas
Salivales (SGEB).%®®°

Las variaciones genéticas intraespecificas en las poblaciones de mosquitos
influyen sobre el funcionamiento de varias de las barreras mencionadas
anteriormente, previniendo o permitiendo la replicacién y propagacién del virus.
Dichas variaciones genéticas, propias entre las poblaciones de mosquitos, contribuyen
significativamente sobre el potencial de transmisién de los arbovirus, el EIP y el poder
epidemioldgico contra los humanos.

Entre los diversos arbovirus transmitidos por el mosquito A. aegypti L., los cuatro
serotipos del DENV, presentan diferente intensidad de réplica y poder de propagacion.
Ademads, se ha reportado que las glandulas salivales de una misma poblacién de
vectores, exhiben amplias variaciones en la competencia del mosquito por transmitir el
dengue. El A. aegypti L., después realizar la ingesta de sangre de un individuo virémico,
presenta un EIP de 7 a 14 dias antes de poder transmitir el virus a un nuevo huésped

. 2
susceptible.’® 8% 88

Por otra parte, la transmisién de los virus también involucra numerosos factores
entomoldgicos del mosquito, fuertemente asociados a la competencia entre vectores.
Entre estos factores, sobresalen la capacidad y regularidad de picadura, la densidad

poblacional, la habilidad de supervivencia y desplazamiento durante la vida adulta.®>®°

4.8 Estrategias actuales en el control de vectores

Los mosquitos son reconocidos como una amenaza para la salud publica mundial
por ser los principales transmisores de diversas enfermedades a los humanos. A raiz de
esto, los objetivos del control vectorial se basan en prevenir la picadura del mosquito,
mantener la densidad poblacional en niveles normales, evitar la interaccion mosquito-
huésped y reducir la longevidad de las hembras hematéfagas.™

El control de enfermedades endémicas se refiere a reducir o eliminar los casos
de incidencia, prevalencia, morbilidad y mortalidad generados por las mismas. Bajo
este contexto, un efectivo control vectorial proporciona estrategias con capacidad de
limitar o erradicar el insecto transmisor de patdgenos, y evadir la resistencia a los

insecticidas de uso comercial.>*

Los controles actuales sobre el mosquito A. aegypti L., se basan en planes
integrales de vigilancia entomoldgica y erradicacidon de vectores, consensuados por
cada pais bajo amenaza de contagio.”” Por ello, es importante comprender las
caracteristicas del entorno donde ocurren los brotes epidémicos para emplear con
éxito las estrategias de control existentes, detalladas en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Estrategias de control vectorial sobre A. aegypti L. Fuente: WHO, 2007.%

Método

Descripcion

Ejemplos

Control Quimico

Estados inmaduros

Tratamientos en los sitios de
reproduccidn con larvicidas
como temefos

Reguladores del Crecimiento
(IGR) como metopreno,
piriproxifeno y spinosad

Adultos

Fumigaciones aéreas y
tratamientos superficiales de
las zonas afectadas

Proteccidon Personal

Repelentes naturales y
sintéticos, pinturasy
materiales tratados con
insecticidas

Control Bioldgico

Estados inmaduros y adultos
(el total de la poblacién)

Insectos: peces, libélulas,
copépodos y Toxorhynchites
Bacterias: Wolbachia

Control Genético
(autocontrol)

Estados inmaduros y adultos
(el total de la poblacién)

Limitacién propia del insecto y
técnicas de esterilizacion

Control Genético
(reemplazo de la
poblacion)

Modificaciones genéticas en
la poblacion del vector

Sistema de control genético
basados en Homing
Endonuclease Genes (HEG) y
CRISPR, Wolbachia

Administracion y
control de
ambientes

Modificacién: permanente
transformacion en algunas
caracteristicas propias del
habitad de reproduccién

Manipulacién: Cambios
temporales que afectan el
comportamientos de los
sitios de reproduccién

Cambios estructurales tanto
en el habitad como en el
comportamiento de los
humanos

Airear, limpiar, reciclar,
reducir, desechar los sitios de
reproduccion vectorial y
potencial habitad de larvas.
Realizar una apropiada
disposicion de los residuos
sélidos orgdnicos y reciclables
Limpieza permanente de las
red de alcantarillado
Campafias publicas para
eliminar los potenciales
criaderos urbanos del vector
Instalacion de mosquiteros
tratados con insecticida en
interiores y accesos
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4.8.1. Control bioldgico

El control biolégico se encarga de introducir organismos que compiten, eliminan
o contaminan la poblacién objetivo, con el fin de reducir su poblacion. En este
contexto, el Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti), es una bacteria
entomopatdgena disponible comercialmente para atacar los sitios de reproduccion y
ovoposicidn del A. aegypti L.”>** La cepa de B. thuringiensis AM65-52, esta avalada por
el Esquema de Evaluacion de Pesticidas (WHOPES) de la OMS, para tratar los
contenedores de agua domésticos o naturales que contengan larvas A. aegypti L.

Entre los organismos acuaticos mas utilizados en el control de larvas A. aegypti
L., se destacan los peces Poecilia reticulata, conocidos como “Peces Guppy”, y los

97 . ..
%97 Ambas especies reducen o eliminan

crustaceos copépodos de orden Cyclopoidea.
las larvas presentes en pequeiios contenedores de agua. Sin embargo, el pez Guppy

también funciona en medios acuaticos de gran volumen.

Por otra parte, el uso de la bacteria Wolbachia surgido como una estrategia
biolégica para reducir o modificar la poblaciéon del mosquito A. aegypti L. La estrategia
consiste en liberar machos A. aegypti L. infectados con Wolbachia, para iniciar el
proceso de reproduccién con hembras silvestres y producir huevos infértiles; lo que
conduce a la inminente interrupcion del ciclo de vida del vector.

No obstante, dicha estrategia involucra algunos riesgos, tal como una infeccion
cruzada con Wolbachia en hembra A. aegypti L. silvestres, con una capacidad de
transmision maternal del 100%, favoreciendo la proliferacion de Wolbachia en el
ambiente.”®

Si bien la infeccidn con la bacteria Wolbachia ocurre de manera natural en
diversas especies de mosquitos, como el Culex pipiens, Culex quinquefaciatus, Aedes
fluviatilis y Aedes albopictus. En el caso del A. aegypti L., se requiere un procedimiento
de infeccidn artificial de la bacteria, ya sea mediante micro inyeccién embrionaria del
citoplasma infectado con Wolbachia o la extracciéon y purificacion de Wolbachia a
partir de hospedadores naturales de la bacteria, como el insecto Drosophila

melanogaster.’>*°!

Emplear Wolbachia como estrategia de reduccién poblacional del A. aegypti L.,
involucra el uso de distintas cepas de la bacteria con diversos modos de accién. La
cepa denominada wMelPop, fue introducida en las poblaciones silvestres del
mosquito para acortar el tiempo de vida util del adulto, minimizando su longevidad
hasta el EIP de los virus.*®

Por otro lado, las cepas wMel y wMelPop-CLA (linea celular adaptada), han
demostrado conferir propiedades antivirales al vector A. aegypti L.; ya que reduce la
capacidad de diseminacién del virus desde el intestino medio hasta las glandulas
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salivales del mosquito, reduciendo el potencial de trasmision de los flavivirus,
particularmente del DENV.

Con base en lo anterior, se puede resaltar la habilidad de las cepas de Wolbachia
para minimizar la vida atil del A. aegypti L, invadir la poblacién del mismo a través de
una incompatibilidad citoplasmatica e interferir con la replicacion y diseminacién de
los patégenos que afectan la salud humana.

4.8.2. Control genético

El control genético de vectores realiza estudios basados en técnicas clasicas de
esterilizacién de insectos o de autolimitacién de la especie. La tecnologia que busca
esterilizar insectos es utilizada por paises como México, Sri Lanka, Malasia, Indonesia y
Tailandia. Esta técnica se enfoca en la produccion masiva de mosquitos machos de la
especie A. gegypti L., esterilizados por rayos X o irradiaciéon gamma.

Particularmente, las medidas de control genético han beneficiado al sector
agricola y productor de alimentos, con problemas de plagas y pestes cada vez mas
complejos.’® Para el control del vector A. aegypti L. no existen registros de su eficacia.

Una novedosa estrategia de control genético de insectos es la autolimitacién de
la especie, mediante mosquitos alterados genéticamente para transferir a sus
descendientes un gen que ocasiona la muerte, antes de llegar a la etapa adulta. Esta
técnica fue desarrollada para el control especifico del A. aegypti L., basandose en la
liberacion de mosquitos disefiados para iniciar el proceso de reproduccién con
mosquitos silvestres localizados en areas endémicas y procrear generaciones con baja
longevidad y minima persistencia en los ecosistemas.

Una de las técnicas de autolimitacion mds conocida, es la linea transgénica de
mosquitos OX513A y su descendientes, caracterizados por un marcador fluorescente
DsRed2, que permite identificar las larvas y pupas OX513A en condicionales de
laboratorio.***

El despliegue de vectores OX513A autolimitados, condujo a obtener resultados
favorables en la reduccién poblacional del A. aegypti L., particularmente en paises bajo
amenaza de brotes endémicos, tal como Brasil, las Islas Caiman y Panama. Esta técnica
es ampliamente aceptada por los organismos reguladores de salud publica de la Unién

Europea y Estados Unidos. 105107

4.8.3. Control fisico o del entorno

Todos los enfoques propuestos para limitar la interaccién huésped — vector,
minimizar la densidad poblacional del mosquito o prevenir su proliferacién en nuevos
entornos, son conocidos como métodos de control fisico y ambiental. Estos métodos
estan destinados a reducir, reutilizar, modificar o eliminar los contenedores artificiales
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de agua presentes en zonas urbanas o suburbanas, que actian como criaderos de las
etapas inmaduras del A. aegypti L.

Todas las estrategias de vigilancia fisica y ambiental contra el A. aegypti L.,

forman parte de los enfoques estratégicos orientados al control de vectores. % E

n
este contexto, se determinaron tres controles ambientales sobre mosquitos,

detallados a continuacion:

- Moadificacion ambiental: Consiste en modificar los espacios fisicos de larga
duracién para reducir la densidad poblacional del vector. Algunas de estas
modificaciones se enfocan en eliminar los contenedores artesanales de agua,
instalar redes hidricas apropiadas y aptas para el consumo humano, y disefiar
sistemas de alcantarillado aptos para captar escorrentias superficiales intensas.

- Manipulacion ambiental: puntualiza sobre los cambios temporales del habitad
que aloja al mosquito en cada etapa de su ciclo de vida. En este caso, se alteran
los contenedores artificiales de agua, ya sea por limpieza o vaciado de los
recipientes de uso doméstico.

Ademads, se realiza un proceso de remocion de residuos sdlidos o plantas
ornamentales que puedan almacenar agua. Con esta medida se logrd disminuir

los casos de dengue (DENV) en las dreas endémicas.’>?’

- Cambios en el comportamiento humano: evade el contacto huésped-vector,
mediante la instalacion de trampas para mosquitos en los espacios domésticos.

4.8.4. Control quimico de las etapas inmaduras del mosquito

El control quimico de las etapas inmaduras busca tratar los contenedores
naturales o artificiales de agua dulce habitados por larvas y pupas con productos
guimicos de accidn larvicida y pupicida. Las sustancias larvicidas o pupicidas difieren en
su modo de accién y efecto residual.

Los compuestos de sintesis como diflubenzuron, novaluron, piriproxifeno,
fention, pirimifos metilo, spinosad y temefos, son cominmente empleados en las
fuentes hidricas de uso doméstico para erradicar prematuramente el mosquito A.
aegypti LB

El uso de larvicidas implica realizar fumigaciones terrestres y aéreas. Sin
embargo, las larvas de A. aegypti L. suelen habitar en contenedores reducidos
(menores a 200 mL); de modo que, tratar de manera razonable estos criaderos
altamente diseminados es un paradigma dentro de las estrategias globales de control
de vectores.

Una novedosa alternativa antivectorial involucra la liberacién de mosquitos
machos estériles, provenientes de criaderos controlados e impregnados con
piriproxifeno, para contaminar a las hembras silvestres por transferencia venérea.'*!
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Esta estrategia supero las pruebas de campo a pequeiia escala sobre el mosquito A.
albopictus, promoviendo la apertura de un nuevo eje de investigacidon orientado al
control del A. aegypti L.

4.8.5. Control quimico del mosquito adulto

En el marco del control vectorial, se busca abordar la vigilancia y eliminacién de
los mosquitos adultos por accién de los insecticidas, ya sea por el tratamiento de
superficies o el tratamiento espacial (aerosoles de bajo volumen o nebulizadores
térmicos). En ambos casos, los resultados esperados implican la disminucién de la
poblacién, longevidad y capacidad de dispersién.**?

Entre los insecticidas mds utilizados contra vectores, se destacan por su
efectividad los piretroides, los organofosforados y los carbamatos. Estos compuestos
de sintesis estdn recomendados por WHOPES, para el tratamiento espacial de
interiores domésticos y exteriores urbanos.”> En el caso de las areas con brotes
epidémicos, un adecuado tratamiento vectorial involucra fumigaciones masivas
eficientes, especificas y de efecto residual prolongado.

Uno de los tratamientos mas implementados en areas con brote viricos, consiste
en fumigar los interiores residenciales con sustancias de accién residual, focalizada en
lugares oscuros y sombrios, usualmente habitados por el vector.!™ Por lo general, esta
técnica emplea pequefias dosis de agentes quimicos de potencial toxico prolongado,
con una aplicacién de una o dos veces por afio. Otro tipo de tratamiento vectorial es la
fumigacion inmediata de interiores a través de una niebla insecticida con efecto
residual a corto plazo, reduciendo su utilidad.***

Otra forma de tratar los exteriores urbanos es la fumigacién focalizada. En este
caso, el insecticida se distribuye como un aerosol emitido por un vehiculo que circulas
por los accesos terrestres de las regiones infestadas de mosquitos. De este modo, los
paises con proliferacién indiscriminada de vectores han minimizado la densidad
poblacional del mismo, logrando tasas sostenibles.

Por otra parte, el uso de compuestos quimicos de aplicacién espacial o tdpica,
con capacidad de evitar la interaccién entre el huésped y el vector, representa la
estrategia mas utilizada a nivel global. Entre estas sustancias, prevalecen los
insecticidas domésticos, repelentes naturales o sintéticos, materiales impregnados con
insecticida o pinturas elaboraras con sustancias de accién repelente, como el
piretroide denominado metoflutrin.'*

En general, los piretroides son los principales ingredientes activos de los
repelentes corporales e insecticidas domésticos de venta libre, por su eficacia sobre los
mosquitos y baja toxicidad en mamiferos.

Actualmente, existen numerosos repelentes comerciales con una amplia
variedad de formulaciones y modos de aplicacién, como aerosoles o unglientos que se

109



aplican en la ropa o en la piel. Estos compuestos contienen ingredientes activos
basados en productos naturales o sintéticos. Entre los repelentes de venta libre mas
utilizados, sobresalen aquellos que tienen como ingrediente activo DEET (N, N-dietil-3-
metilbenzamida), [IR3535 (3- [N-acetil-N-butil] — éster etilico del acido
aminopropidnico) o lcaridina (4cido 1-piperidincarboxilico 2-(2- hidroxietil)-1-
metilpropilester).?

Otra de las estrategias antivectoriales consiste en instalar trampas tratadas con
insecticidas de accidn téxica selectiva, tal como los compuestos piretroides. Esta
estrategia se caracteriza por brindar una accion repelente de 1 a 3 afios.

El despliegue de las trampas para mosquitos impregnadas con agentes tdxicos
logré reducir considerablemente las enfermedades transmitidas por el A. aegypti L.;
asimismo, minimizé su longevidad y capacidad de propagacién. Aunque, estos
artefactos de control presentan diversas limitaciones, ya que protegen Unicamente
areas especificas de las viviendas.

4.9 El desarrollo de la resistencia a los insecticidas

Acorde a la OMS, la resistencia a los insecticida se define como la capacidad de
un insecto para resistir los efectos téxicos producidos por un agente quimico, ya sea
por mutacion o seleccién natural.’*® ™7 El estudio de la resistencia a los insecticidas
requiere diferentes herramientas bioldgicas, bioquimicas y moleculares para identificar
los complejos mecanismos que envuelven el desarrollo de la resistencia en el insecto,
tanto a nivel individual como poblacional.

A través de diversos estudios cientificos enfocados sobre la resistencia, fue
posible establecer diferentes modos de resistencia en mas de 500 especies de insectos
alrededor del mundo. De este modo, se comprobdé que al menos 20 especies de
mosquitos del género Aedes (Diptera: Culicidae) presentaban algun tipo de resistencia
a los insecticidas, atribuida principalmente a la aplicacién frecuente y excesiva de un
mismo conjunto de sustancias quimicas sobre una determinada poblacién de
vectores.'®

Frecuentemente, los casos resistencia en insectos se producen sobre una clase
guimica especifica, que por lo general, es el ingrediente activo del producto. Es decir,
los efectos de resistencia suelen manifestarse sobre todos los productos quimicos
comerciales basados en una misma clase quimica; este fenédmeno se conoce como

resistencia cruzada.**® *?°

Si bien la resistencia es un fendmeno que depende de la naturaleza del insecto y
su entorno, diversos factores antropogénicos generados por los agroquimicos
empleados en el tratamiento de los cultivos o en los programas de control de
enfermedades, han afectados de manera indirecta la susceptibilidad de los mismos,
provocando otro modo de resistencia, denominada resistencia multiple. Este modo de
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resistencia radica en la habilidad de los insectos para soportar los efectos de tdxicos
producidos por diferentes clases quimicas de compuestos, que poseen mecanismos de
accién similares, como es el caso de los organofosforados y los carbamatos.

Hasta ahora, la cantidad de productos quimicos seguros y eficaces para el
tratamiento, control o eliminacidn de los vectores es limitada y con bajas expectativas
de aumento en un futuro cercano.'® Es importante reconocer que el desarrollo de la
resistencia a los insecticidas de uso comun constituye una amenaza para combatir la
proliferacion de virus transmitidos por insectos.**!

En consecuencia, existe una profunda necesidad por modificar los insecticidas
actuales o disefiar nuevos recursos quimicos racional y selectivamente; de tal forma
qgue, sea posible eludir los problemas de resistencia actuales. Para esto, resulta vital
promover las investigaciones enfocadas en identificar los mecanismos y modos de
accién de los diferentes casos de resistencia en insectos reportados hasta ahora; en
particular, acerca de las diversas formas de resistencia desarrollada por el principal
vector de los virus DENV, CHIKV y ZIKV, el mosquito A. aegypti L.*>

4.10. Modos de accion y mecanismo de resistencia a los insecticidas

A nivel general, los programas de vigilancia y control de mosquitos se enfocan en
intervenir todas las etapas del ciclo de vida del vector. Las acciones de monitoreo y
control de las etapas inmaduras del A. aegypti L., se concentran en aplicar de manera
conjunta o individual, diferentes herramientas bioldgicas, quimicas o ambientales
disefiadas para disminuir o eliminar la densidad poblacional de larvas o pupas; ya sea
por fumigacion o alteracién de los criaderos.”

Por otra parte, en las gestiones enfocadas en el control de la etapa adulta se
realizan fumigaciones sobre las dareas endémicas por brotes de enfermedades

2122 Entre los insecticidas mas eficientes para el

transmitidas por vectores (VBDs).
control de mosquitos, sobresalen los compuestos organoclorados, organofosforados,
piretroides y carbamatos, por su eficiencia al atacar el Sistema Nervioso Central (CNS)
del insecto. Estos agentes quimicos presentan dos principales mecanismos de accién

en el CNS, que provocan la sobrexcitacion y muerte del organismo atacado.

En el caso particular de los compuestos organofosforados y carbamatos, ambos
presentan un mecanismo de accién similar, basado en la inhibicion de Ia
acetilcolinesterasa (AChE), enzima reguladora encargada de transmitir los impulsos
nerviosos entre las neuronas, mediante la hidrolizacion del neurotransmisor
acetilcolina (ACh).*??
fabricados en el laboratorio, modulan los canales de sodio controlados por voltaje,

Por otra parte, los compuestos piretroides y organoclorados

desencadenando un rapido desequilibrio en el organismo atacado.'**

Ciertamente, se puede verificar la insuficiente diversidad de mecanismos de
accién para eliminar mosquitos y otros artrépodos transmisores de patégenos. Si bien
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existe una gran cantidad de insecticidas comerciales, estos se caracterizan por tener
una eficacia y selectividad para controlar los vectores, que depende exclusivamente de
dos modos de accion dentro del CNS del insecto.

Por el contrario, la variedad de sustancias quimicas usadas en la proteccion de
los cultivos, contemplan numerosos mecanismos de defensa y preservacion, que
benefician al sector agricola y alimentario.**

Esta particularidad, promovid la existencia de multiples mecanismos alternativos,
que le permiten al insecto tolerar la accion de los insecticidas actuales. Estos se
pueden agrupar en cuatro categorias: () resistencia metabdlica, (I1) resistencia del sitio
molecular objetivo, (lll) resistencia del comportamiento por penetracidon reducida y
(IV) perturbaciéon del comportamiento. Cada categoria se detalla a continuacién:

(). Resistencia metabdlica: La resistencia metabdlica es el principal mecanismo
de resistencia en insectos. Esta resistencia se enfoca sobre los sistemas enzimaticos
gue todos los insectos poseen como herramienta de desintoxicacién frente a los
agentes nocivos de origen natural o sintético.

Comunmente, los sistemas de desintoxicacion del insecto se relacionan con la
evolucion de los mecanismos de defensa de las plantas o con diferentes tipos de
enzimas, que actuan como medios de proteccidon contra diversas toxinas vegetales e

126 Epy este contexto, la sobrexpresion enzimatica es un modo

insecticidas comerciales.
de defensa a los insecticidas, que realiza la sustitucion de los aminoacidos presente en
la enzima, con el fin de alterar su afinidad con uno o varios compuestos insecticidas, de

manera que se genere la resistencia a los mismos.**” %%

En el caso de los mosquitos, la resistencia metabdlica mas comun es el
incremento de la expresién de los genes de codifican las principales enzimas
metabolizadoras de multiples xenobidticos. El funcionamiento de este mecanismo se
basa en la sobrexpresion de enzimas normalizadoras de toxinas, ya sea mediante la
ampliacién del gen, duplicacion del gen o cambios en los elementos reguladores de la
regién promotora del gen.

Estas alteraciones genéticas traen como resultado un incremento significativo de
la produccién de enzimas con capacidad de metabolizar o degradar las sustancias

insecticidas, antes de que estas puedan ejercer un efecto toxico en el insecto.*?*?°

En consecuencia, existen tres familias de enzimas vinculadas en los procesos
metabdlicos de los insecticidas, las citocromo monooxigenasas P450 (P450s), las
glutation transferasas (GST) y las carboxil/colinesterasas (CCE). Cada familia se encarga
de catalizar una amplia variedad de reacciones de desintoxicacién; por tanto, son
consideradas la primera defensa enzimatica contra los agentes téxicos. Ademas, estas
familias de enzimas son responsables de eliminar numerosas sustancias metabdlicas,
ejercer funciones esenciales en diferentes rutas biosintéticas y participar en la
comunicacién quimica entre las células.*°
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Recientemente, pese a los numerosos compuestos xenobidticos producidos por
el hombre, principalmente los insecticidas; la acelerada expansioén y diversificacion de
los genes de desintoxicacidn en los insectos, favorecieron su rdpida adaptacién en los
nichos ecoldgicos y elevaron su longevidad.?* 3

(I1). Resistencia del sitio molecular objetivo: La resistencia del sitio objetivo
molecular ha sido registrada como el segundo mecanismo de resistencia a los
insecticidas de uso comun. Los insecticidas de tipo organofosforado, carbamato,
piretroide y organoclorado, presentan como modo de accién la interacciéon con un sitio
molecular especifico del CNS del insecto. En las cepas de insectos resistentes, el sitio
molecular objetivo presenta alteraciones genéticas que impiden su interaccién con el
insecticida y restringen los efectos téxicos en el organismo tratado.'*

Principalmente, este tipo de resistencia se enfoca en presentar una sensibilidad
reducida del sitio activo, atribuida a diferentes mutaciones del gen que codifica el sitio
activo de la proteina, objetivo de los insecticidas. En particular, los insecticidas de tipo
organofosforado y carbamato, despliegan como mecanismo de toxicidad la inhibicién
de la AChE, presente en la sinapsis colinérgica de las células nerviosas.

La AChE es una esterasa tipo B que cataliza la hidrolisis del neurotransmisor ACh,
liberado en el espacio sinaptico de las neuronas. La AChE tiene un sitio activo
conformado por dos partes, la parte anidnica y la parte estedrica. Esta ultima parte, es
el objetivo de los insecticidas organofosforados y carbamatos, encargados de inhibir la
AChE mediante un enlace covalente.’® En el caso de los insectos resistentes, se han
encontrado diversas mutaciones que minimizan la interacciéon covalente entre el
insecticida y la parte estearica de la AChE.

Otro tipo de resistencia del sitio molecular objetivo, orientada principalmente
sobre los compuestos organoclorados y piretroides, se denomina Resistencia
Knockdown (KDR) o resistencia al desplome. Esta resistencia radica en la habilidad del
insecto con genes dominantes para resistir prolongadamente a los insecticidas sin
desvanecerse.

El desarrollo de la resistencia KDR se atribuye a las mutaciones no similares del
gen del canal de sodio dependiente del voltaje, que buscan reducir la unién del
insecticida con este canal localizado en la envoltura del nervio, y asi eludir la perdida

de coordinacién y eventual pardlisis del insecto.'** 1%

Alrededor del mundo, existen numerosas mutaciones del gen del canal de sodio
dependiente del voltaje, las cuales son responsables de la resistencia KDR. Entra las
mas conocidas, se encuentran las mutaciones S989P; 11,011M; 11,011V; V1,016Il;
V1,016G; F1,534C y D1,794Y. Todas estas mutaciones asociadas a la resistencia KDR
fueron identificadas en el mosquito A. aegypti L, localizado en las regiones de

Centroamérica, Suramérica y el Caribe.*****
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(1M). Resistencia del comportamiento por absorcion reducida: La resistencia del
comportamiento por absorcién reducida ocurre cuando el insecto desarrolla un
mecanismo hereditario que reduce o impide el ingreso de una toxina en el organismo
atacado. Los insectos que presentan esta resistencia, por lo general, presentan
modificaciones en el revestimiento de la cuticula o el tracto digestivo, que previene o

retarda el ingreso o absorcién de los insecticidas.™**'*

Particularmente, este tipo de resistencia tiene un mecanismo no especifico, que
disminuye la efectividad de una amplia gama de insecticidas comerciales. Es decir, la
baja absorcion de un compuesto insecticida, frecuentemente se asocia a una
resistencia cuticular, catalogada como un efecto de resistencia menor, que suele
presentarse en los tratamientos aplicados por via oral.

Usualmente, las estrategias quimicas para el control de vectores administran los
insecticidas de sintesis por via espacial o superficial, donde la absorciéon del agente
téxico se realiza mediante los apéndices del insecto. Aunque, diversas observaciones
demostraron que el engrosamiento del revestimiento de la cuticula del mosquito
podria reducir su permeabilidad, y eventualmente, aumentar la biodisponibilidad del
agente quimico sobre otros organismos no objetivos y su entorno.**

(IV). Perturbacion del comportamiento: Como ultimo tipo de resistencia, la
perturbacién del comportamiento en los insectos, puntualmente en los mosquitos, se
basa en los cambios de conducta atribuidos a la exposiciéon prolongada de un
insecticida. Aunque, este modo de resistencia no tiene el mismo impacto que la
resistencia metabdlica, puede contribuir en la modificacion del efecto toxico de un
insecticida.™*

La resistencia por perturbacién del comportamiento se divide en dos principales
respuestas, la irritacidn por contacto directo o la repelencia espacial. Esta ultima
respuesta, se origina particularmente en las areas fumigadas con agentes insecticidas,
donde la accién téxica del compuesto, promueve una rapida reaccion del insecto, que

busca alejarse del drea tratada.'*

Una de las principales consecuencias del fendmeno de resistencia, es su
persistencia en las generaciones de insectos. Por ello, resulta importante encontrar
alternativas quimicas eficientes sobre los vectores de enfermedades, como el A.
aegypti L., que puedan eludir los casos de resistencia y que sean inocuos para la salud
humana y el ambiente.

4.11. Estrategias de gestion y prevencion de la resistencia

En la actualidad, la fuerte dependencia a los insecticidas de tipo
organofosforado, organoclorado, carbamato y piretroide ha promovido el desarrollo
de diferentes modos de resistencia en insectos, basadas principalmente en
alteraciones genéticas de los sitios polimdrficos de las proteinas, que limitan las
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interacciones entre el ligando (molécula insecticida) y el receptor diana (proteina
objetivo)."*” 14¢

Para el mosquito A. aegypti L. se conocen diversas mutaciones en los canales de
sodio controlados por voltaje, los cuales son el objetivo de los organoclorados, tal
como el Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT); agente quimico ampliamente utilizado en

tratamiento de plagas del sector agricola durante el siglo pasado.**!

En la actualidad, existen distintas estrategias para prevenir y controlar la
resistencia de los insectos, que proponen la regulacién de las concentraciones y dosis
aplicadas, la aleatorizacidon constante de los insecticidas y la diversificacion de sus
modos de accion. De esta forma, se estima que la resistencia a un determinado grupo
guimico podria reducirse, y eventualmente desaparecer de una poblacién de insectos.

Sin embargo, el éxito de cualquier estrategia de prevencién o manejo de la
resistencia, ya sea por rotaciones, mosaicos, mezclas o combinaciones, reside en
conocer el modo de accién, las propiedades fisicoquimicas y la vida residual de los
sustancias quimicas empleadas. Ademas, es necesario integrar las distintas técnicas
bioldgicas, fisicas y genéticas destinadas al control de vectores, con el objetivo de
minimizar el uso de insecticidas y evadir la resistencia en los insectos tratados.

4.12. Estrategias in silico en el control del Aedes aegypti L.

En términos generales, los productos quimicos empleados en el control de
mosquitos se dividen en dos categorias de accion: los agentes larvicidas o pupicidas y
los agentes insecticidas, también conocidos como adulticidas. Estas sustancias difieren
en su modo de aplicacién, propiedades fisicoquimicas y caracteristicas estructurales.

Los compuestos de accion larvicida son usados para reducir la poblacién de los
mosquitos durante su etapa inmadura, es decir, cuando son mas susceptibles y se
pueden localizar en un medio limitado. Por el contrario, los agentes insecticidas estan
destinados a erradicar rapidamente el mosquito adulto, con amplia dispersién
geografica y alta capacidad de transmitir algun virus.

Si bien estas sustancias tienen por objetivo diferentes etapas del ciclo de vida del
vector, su actuacién en conjunto representa mayor control sobre los mosquitos
transmisores de patdgenos a los humanos. Es asi como la participaciéon de diversas
técnicas prospectivas orientadas en la prediccién de las propiedades bioldgicas de
interés en términos de salud publica, como la actividad larvicida o insecticida, han

presentado un incremento paulatino durante los Gltimos afios.**"™**°

Por lo anterior, en esta seccién de Tesis se recopilaron de la literatura
especializada distintas herramientas cualitativas y cuantitativas desarrolladas durante
la ultima década (2009-2019) para predecir la actividad larvicida (LCso o ICso) de
distintas moléculas naturales, semisintéticas y sintéticas sobre el mosquito vector A.
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11, 13, 16

aegypti. Todos los estudios computacionales extraidos de la literatura se

agruparon de acuerdo al origen del conjunto molecular evaluado.
4.13. Compuestos naturales

4.13.1. Benzoquinonas

Inicialmente, Sousa y colaboradores, 2010;**! desarrollaron un ensayo de la
actividad larvicida contenida en compuestos benzoquindnicos, donde se destacaron
seis benzoquinonas conocidas como: p-benzoquinona, 2-metil-p-benzoquinona, 2-
isopropil-p-benzoquinona, 2,6-dimetil-p-benzoquinona, 2,5-dimetil-p-benzoquinona vy
timoquinona.

Estas moléculas provenientes de la naturaleza fueron objeto de estudio en un
analisis SAR, que buscaba identificar el potencial téxico de cada sustancia sobre larvas
de A. aegypti L. en lll instar. Para este fin, los compuestos fueron evaluados en un
rango de concentraciones de 33—-90 ppm.

A partir de los resultados obtenidos, se determiné que el nimero, la posicién y el
tamafo de los sustituyentes estan fuertemente asociados a la bioactividad de los
compuestos.

4.13.2. Monoterpenos

A partir del estudio propuesto por Santos et al., 2011, se realizd un analisis SAR
para identificar las caracteristicas estructurales asociadas con la actividad larvicida de

14 monoterpenos sobre el A. aegypti L.1>2

Con este analisis, los autores determinaron que la presencia de heterodtomos en
la estructura base de isopreno y la sustitucion de dobles enlaces por epdxidos mas
reactivos, reducen el potencial larvicida. Asimismo, identificaron que los doble enlaces
conjugados exo, favorecen la actividad.

Otro andlisis basado en monoterpenos y sus analogos, fue conducido por
Alencar-Filho et al.,, 2016. En este caso, los autores se enfocaron en el disefio y
aplicacion un modelo matemdtico para predecir la actividad larvicida de 31

monoterpenos, incluidos en la Figura 4.8.>*

La digitalizaciéon y el refinamiento de las estructuras moleculares se realizé con el
programa Gaussian, donde se aplicd un nivel de teoria basado en el método de la
Teoria del Funcional de Densidad (DFT), con funcional B3LYP y base 6-31+G (d, p).

A partir del conjunto molecular optimizado se calcularon 1666 descriptores
moleculares provistos por la plataforma libre E-Dragon, distribuidos entre descriptores
constitucionales, topoldgicos, electrénicos y geométricos. Para seleccionar los
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descriptores moleculares mas apropiados se utilizd la técnica lineal de seleccion de
variables PLS acoplada con el algoritmo de Seleccidn de Predictores Ordenados (OPS).

Los autores obtuvieron el modelo QSAR expresado en la Ec. 4.1, conformado por
un descriptor geométrico GETAWAY (R8e+) de autocorrelacién maxima en una
distancia de 8 enlaces, ponderado por electronegatividad de Sanderson.

El descriptor MAXDN, es un indice topolégico que describe los valores de maxima
variacién negativa electrotopdlogica. Por ultimo, nCt detalla el nimero total de
Carbonos terciarios (sp3) presentes en cada compuesto.

Log (LC,,) =—18.28(R8e+) + 0.57(MAXDN) + 0.18(nCt) + 1.62 (4.1)

La combinacion de estos tres descriptores moleculares del programa E-Dragon,
proporciona predicciones acertadas de la LCso sobre larvas A. aegypti. De tal forma que
los parametros estadisticos considerados exhibieron valores aceptables del coeficiente

de determinacién (R’) y la desviacién estandar (S), tanto para el conjunto de

calibracion (Rfa, =0.83, S, =0.19) como en el conjunto de prediccion (Rpred =0.89,
S,..q =0.34); ademas de superar la prueba de CV-LOO con un valor de R, =0.77.
R;
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Figura 4.8. Estructuras moleculares de 31 monoterpenos evaluados por Alencar-Filho
etal., 2016."
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4.14. Compuestos modificados quimicamente

4.14.1. Compuestos naturales y sus derivados

En el campo de los compuestos naturales y sus analogos semisintéticos, se han
desarrollado diferentes estudios in silico para determinar la toxicidad aguda LCso sobre
larvas A. aegypti L. Bajo esta consideracidn, un conjunto molecular de 55 agentes
naturales y semisintéticos de tipo oxigenados, terpenos, terpenoides, fenilpropanoides
y cetonas de la Figura 4.9; fue el objeto de estudio en el trabajo quimico-informatico

desarrollado por Scotti et al., 201454

Las técnicas PCA, PCA-consensuado y PLS fueron empleadas para examinar 128
descriptores moleculares 3D de Campos de Interaccion Molecular (MIFs) acoplados a
descriptores de campos de fuerza GRID, contenidos en el programa Volsurf+.

POO G T Gl Q.
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8- R;=0COCCls 16- R,=OCOCH,CHj
9- R4=0COCH,CHj 17- R,=OCOPh
10- R4=OCOPh 18- R,=OCH,CH,
12- R4=OCH,COOH 20- R,=OCH,COOH
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Figura 4.9. Estructuras moleculares evaluadas por Scotti et al., 2014.
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Los resultados obtenidos revelaron que la técnica PCA proporciona mejores
predicciones de la actividad larvicida expresada como LCsy, en relaciéon a las otras
técnicas de seleccion de variables contempladas. Los parametros estadisticos

presentaron valores apropiados en el conjunto de calibracién (Rfa, =0.71), prediccion (

R> ~ =0.68)y en CV-LOO (R?

ored ‘oo =0.67). Entre las conclusiones del trabajo, se destacé
gue el potencial larvicida sobre A. aegypti L. esta asociado con la hidrofobicidad de las

moléculas.

A partir del trabajo anterior, De et al., 2018,*> propusieron un modelo QSAR
para predecir la actividad larvicida de 61 compuestos derivados de las plantas, con
base en la estrategia estadistica PLS acoplada a Algoritmos Genéticos (GA). Esta técnica
de seleccion de variables fue programada por los autores y se encuentra disponible
junto con una herramienta de Validacion Cruzada Doble (DCV), de acceso libre en:
(http://teqip.jdvu.ac.in/QSAR Tools/).

Particularmente, este estudio logrd establecer una correlacion entre la actividad
larvicida y las caracteristicas estructurales determinadas por descriptores topoldgicos
simples, denominados indice de Atomo Topoquimico Extendido (ETA), calculados a

través del programa de acceso libre PaDEL.™®

En este caso, no fue necesario realizar un analisis exhaustivo de la conformacién
de las estructuras moleculares. Después de realizar el filtrado de los descriptores, se
obtuvieron 42 descriptores ETA con intercorrelaciéon absoluta menor a 0,95 para
disefar el modelo.

Los resultados de esta investigacion exhibieron un modelo lineal conformado por
de 5 descriptores topoldgicos detallados en la Ec. 4.2, para estimar la LCso sobre larvas
A. aegypti L.

pLC., =5.9+1.2ETA_EtaP _F —5.3ETA_dEpsilon _D—13.4ETA _dAlpha _B
4.2
—6.1ETA _BetaP _s—2.1ETA _dEpsilon _C (4-2)

N_, =41,R* =0.73,Q" =0.63,R},, =0.52,RMS_, =0.25,S_, =0.27,F =32.7
N,., =20,Q;, =0.67,Q;, =0.65, r; ., =0.53,RMS_, =0.29,S ., =0.33

m(pred) pred pred

Donde Q° el coeficiente de correlacion de la técnica CV-LOO; RMS el error

cuadratico medio; S desviacion estandar; F radio de varianza; @2,y Q7, los coeficientes

de correlacion del conjunto de prediccion.

El modelo obtenido exhibié valores aceptables de los parametro estadisticos que
evaltian el conjunto de calibracion (R2, =0.73,RMS,, =0.25,S,,, =0.27 ) y de prediccion

(@, =067, @, =065, RMS__, =029, S

pred

cal

=0.33). Ademas, la prueba de CV interna

pred

presento un valor admisible (Q° =0.63).
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Por medio del andlisis de los coeficientes de los descriptores topoldgicos ETA, se
determind que el descriptor ETA_dEpsilon _D tiene mayor contribucion sobre la
respuesta biolégica evaluada; esto revela que la presencia de grupos quimicos
donantes de electrones favorece la bioactividad de las moléculas.

El segundo descriptor en términos de contribucion es el ETA _Etap _F, definido
como indice de funcionalidad relativa al tamano molecular, con la cual se obtiene una
medida de presencia de heterodtomos y enlaces multiples.

El descriptor ETA _dAlpha _B, tiene el tercer grado de importancia sobre la
actividad. Esta variable provee informacién acerca del area de la superficie polar, y
determiné que el aumento de la superficie polar, disminuye el poder larvicida de la
molécula.

El descriptor ETA_BetaP s se basa en los valores B sumados para todos los

enlaces sigma de acuerdo con el numero de vértices, como lo indica la Ec. 4.3. Por ello,
ETA BetaP _s realiza el recuento de los atomos electronegativos de la molécula en

relacién a su tamafio molecular. Segun el coeficiente de este descriptor, a medida que
aumenta su valor, disminuye drasticamente la actividad larvicida.

D B.=DB./N, (4.3

El grado de importancia del descriptor ETA _dEpsilon _C es inferior a los

anteriores. Esta variable topoldgica mide la electronegatividad la molécula e indica que
a menor electronegatividad, mayor sera el poder larvicida.

Por ultimo, los autores concluyeron que la actividad larvicida sobre A. aegypti L.
estd fuertemente asociada a la presencia de: (i) grupos electrodadores como —OH, —
NH, y —SH (Figura 4.10.A); (ii) compuestos con heterodtomos o multiples enlaces
(Figura 4.10.B); (iii) grupos electroatrayentes, como halogenuros de alquilo (Figura
4.10.C). Ademas, determinaron que una extensa superficie polar, reduce el efecto
larvicida de las moléculas.

Figura 4.10. Compuestos bioactivos sobre larvas A. aegypti. Fuente: De et al., 2018,

Un estudio mds reciente reportado por Dos Santos et al., 2018, utilizé el
conjunto molecular reportado por Scotti et al., 2014,* para establecer un modelo
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QSAR con capacidad de predecir la actividad larvicida sobre el vector de multiples
flavivirus, el A. aegypti L.

Aqui, los autores analizaron el poder predictivo de dos modelos QSAR definidos
como cladsico y multidimensional, que difieren en el tipo de descriptores moleculares
analizados y el método aplicado para disefiar el modelo. La optimizacién de la
geometria molecular de cada compuesto se ejecutd bajo el método semiempirico
Hamiltoniano PM®6, seguido de un refinamiento basado en el nivel de teoria DFT-
B3LYP/6-31+G(d), incorporado en el paquete Gaussian09W®.

En el disefio del modelo QSAR clasico, se empled el programa Dragon6 para
calcular 5.000 descriptores moleculares de tipo constitucional, topoldgico, electrénico
y geométrico. Los cuales fueron sometidos a un procedimiento de selecciéon de
variables a través del algoritmo OPS, basado en vectores informativos iniciales, que
provee las mejores relaciones entre variables dependientes e independientes.
Adicionalmente, emplearon la técnica PLS para la seleccidon y validacion del mejor
modelo QSAR, mediante el programa BuildQSAR.

Para determinar el poder predictivo del modelo, los autores dividieron el
conjunto molecular total (N=55 moléculas) con el procedimiento de arranque para
obtener dos subconjuntos de analisis; un conjunto de calibracion (N=45 moléculas) y
uno de prediccion externa (N=10 moléculas), utilizado para evaluar el poder predictivo.

Como resultado, fue seleccionado un modelo QSAR clasico que vincula 5
descriptores moleculares tedricos, expresados por la Ec. 4.4, para predecir el efecto
toxico ICsg sobre larvas A. aegypti L.

pIC., =—0.60MATS7e —1.47 VE1Sing _A—0.11nCt +0.29MlogP+0.34R8u+2.32 (4.4)

=0.284,R>._ =0.68,R>  =0.85

LOO pred

N=45,R’ =0.75,S,,

El modelo QSAR clasico, involucra 5 descriptores moleculares obtenidos
mediante el programa comercial Dragon6 definidos de la siguiente manera: MATS7e
detalla un descriptor de autocorrelacion 2D de Moran, que expresa los valores de
electronegatividad de los &tomos separados por una distancia topoldgica de 7 enlaces.
El descriptor VE1Sing _A se basa en una matriz 2D, donde la matriz de adyacencia

representa el conjunto completo de conexiones entre pares de dtomos adyacentes.

La variable nCt indica la importancia del nimero total de carbonos terciarios en
la estructura molecular de los larvicidas naturales. Acorde con el coeficiente de
regresion de este descriptor, a medida que aumenta el nimero de carbonos sp3 se
reduce el poder activo de las moléculas.

Seguidamente, MlogP es un descriptor basado en la medida experimental del

coeficiente de particidon octanol-agua de Moriguchi,™® que expresa el caracter hidréfilo
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o hidrofobo del compuesto. La ultima variable del modelo vincula un descriptor
geométrico GETAWAY, que revela la influencia de los atomos a una distancia
topoldgica de 8 enlaces en el sistema molecular.

Posterior a esto, Dos Santos y colaboradores desarrollaron un modelo QSAR
utilizando el mismo conjunto molecular, donde se consideraron descriptores
moleculares de tipo geométrico para determinar las caracteristicas moleculares
estéricas y electrostaticas asociadas a la respuesta larvicida. Este modelo
multidimensional exhibié una clara interpretacién del sentido fisico de los campos
involucrados en el modelo clasico reportado previamente.

Entre las conclusién de esta investigacion se determind que las moléculas que
presenten mayor numero de vértices, una cadena hidrofébica enlazada a un
ciclohexano y menor volumen en el centro de estructura molecular, como ocurre con
el compuesto ciclohexano orto, para sustituido, altamente lipofilico; presentan mejor
perfil toxico sobre la especie A. aegypti L. en etapa larval.

4.15 Compuestos de sintesis en el laboratorio

4.15.1. Compuestos organoestdnnicos

El uso de compuestos organoestannicos en el control de insectos no representa
una novedad. Sin embargo, los efectos que estas sustancias puedan generar sobre los

19 sintetizaron una

mosquitos, son aun desconocidos. Por esta razdn, Song et al., 2007,
serie de compuestos triorganoestannicos, denominados 2,2,3,3—
tetrametilciclopropanocarboxilatos, incluidos en la Figura 4.11; donde R corresponde a

los sustituyentes -CHs, -C;,Hs, -n-C3H5, -n-C4Hg, -CgHs 0 -CgH11.

SnR
0]

Figura 4.11. Estructura molecular base de los agentes organoestannicos bajo estudio.
Autores: Hanschy Verma.'®®

Los compuestos de la Figura 4.11, fueron empleados en un estudio QSAR

160

desarrollado por Hansch y Verma en 2009, para calcular ICsq. En este caso, el

momento principal de inercia a lo largo del eje z (r;) se incluyé como descriptor
molecular. Los resultados brindaron un paralelismo racional entre el descriptor n, y la

actividad larvicida de los compuestos organoestannicos, expresado en la Ec.4.5.

log1/IC,, =0.54, +5.19 (4.5)

=0.24,R’

LOO

N =6,R>

cal

=0.81,S

cal

=0.57,Q=3.80,F =17.16
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La Ec. 4.5 presenté valores aceptables en cada pardmetro estadistico analizado.
En este caso se dedujo que la toxicidad aguda ICsy se asocia con la hidrofobicidad de
los grupos sustituyentes. De modo que, a mayor hidrofobicidad del grupo R, mayor
actividad larvicida.

Seguidamente, fueron seleccionadas aleatoriamente dos moléculas
organoestdnnicas (Figura 4.11 con R=n-C3H; y R= CgHs) para conformar el conjunto de
prediccidn externa; y los compuestos restantes formaron el conjunto de calibracién del
modelo. Esta prueba dio como resultado la Ec. 4.6.

log1/IC,, =0.51m, +5.12 (4.6)

=0.18, R’ , =0.74,Q=5.2, F=24.67

pred

N=4,R: =0.92,S,,

Por medio del modelo 4.5, se alcanzaron valores residuales para las moléculas 1
y 2 de 0.24 y 0.48, respectivamente. Por otra parte, los autores encontraron una
importante correlacién (R?=0.94) entre el momento principal de inercia a lo largo del
eje z (m,) y la Refractividad Molar (MR) del grupo R, expresada en la Ec. 4.7.

log1/IC,, =0.55MR, +5.15 (4.7)

N=6,R, =0.89,S

cal cal

=0.18,R%, =0.78,Q="5.24,F =32.69

181 sintetizaron 11 compuestos

Posteriormente, los cientificos Duong et al., 2006,
definidos como trifenilestafio p-sustituidos benzoatos, con estructura base A, ilustrada
en la Figura 4.12. Adicionalmente, diseflaron 11 triciclohexilestafio p-sustituidos
benzoatos, los cuales tienen por estructura base B. El sustituyente R corresponde a los

grupos: -H, -F, -Cl, -Br, -I, -OCHs, -OH, -NO,, -NH;, -CH3 y —C(CH3)s.

R R
O. O.
SnPh3 Sn(CBH11)3
O O
A B

Figura 4.12. Estructuras moleculares base de trifenilestafio p-sustituidos benzoatos y

triciclohexilestafio p-sustituidos benzoatos. Fuente Duong et al., 2006.'%*

Posteriormente, se realizaron pruebas del potencial larvicida sobre la especie A.
aegypti L. de cada compuesto. Los autores Hansch y Verma utilizaron los datos
experimentales de la ICso de los derivados de A para establecer un modelo de
prediccidn de la actividad larvicida, expresado por la Ec. 4.8. En este caso, el modelo se
calibré en ausencia de los compuestos cloro- sustituidos.
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log1/IC,, =—0.217, +0.32MR, +5.73 (4.8)

N=10,R’

cal

=0.79,S

cal

=0.08,R%, =0.74,Q=11.38,F =13.09

Posterior a esto, seleccionaron aleatoriamente 3 andlogos de A con R= -I, -NO,,
C(CHs)s3, para constituir el conjunto de prediccién externa. Las moléculas restantes
conformaron el conjunto de calibracién del modelo expresado en la Ec. 4.9.

log1/IC,, =—0.17 7, + 0.40MR, +5.69 (4.9)

=0.06,R?_, =0.75,Q=15.02, F=17.23

pred

N=7,R}, =0.89,S,

A partir de la Ec. 4.8, obtuvieron valores residuales de 0.20, 0.08 y 0.19, para los
analogos de R= -1, -NO, y -C(CHjs)3, respectivamente. Posterior a esto, desarrollaron un
modelo para estimar la ICso de los derivados de B, excluyendo el andlogo R= -OCH3.

Asi, lograron el modelo de la Ec. 4.10, que vincula el descriptor Es denominado

S-R”’

parametro estérico de Taft’s para los sustituyentes R.

logl/IC,,=0.22m, +0.13Es, , +5.74 (4.10)

N=10, R}, =0.85, S, =0.08, R},, =0.59, Q=11.51, F=19.68

Seguidamente, fueron seleccionados aleatoriamente 3 analogos de B con R= -F, -
NO,, -C(CHz)s, para conformar el conjunto de prediccidon externa. Los 7 compuestos
restantes se utilizaron para calibrar el modelo expresado en la Ec. 4.11.

logl/IC,, =0.17m, +0.12Es, , +5.71 (4.11)

N=7, Rfa, =0.94, S, =0.04, Rf,red =0.65, Q=24.25, F=31.89

La Ec. 4.10 presento datos de residuos de 0.15, 0.24, 0.08 para las 3 moléculas
incluidas en el conjunto de prediccién. Por otra parte, los cientificos Song et al., 2004;
162 realizaron un trabajo enfocado en la sintesis, caracterizacion estructural y medida
de la actividad larvicida sobre A. aegypti L. de 15 compuestos (X(p)-CeH4)3SnY, con X=-
H, -Cl, -F, -CH3 y -SCH3, y Y=-Cl, -OH y -OAc.

Los datos de toxicidad aguda obtenidos del conjunto molecular previo, fueron
empleados por Hansch y Verma en el desarrollo de un modelo matematico para

180 Este estudio involucré el

predecir el potencial activo sobre larvas A. aegypti L.
analisis de descriptores topoldgicos, como indice de forma Kappa y una forma

modificada de este.
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Los resultados obtenidos exhibieron un modelo QSAR con capacidad de
prediccidon de la ICso aceptable, representado en la Ec. 4.12. Aunque, los derivados con
X=-SCH3 y Y= -Cl, -OH y —OAc fueron omitidos por no contar con datos experimentales
de actividad larvicida.

log1/IC,, =6.461, —8.91m, +1.490; +5.28 (4.12)

N=12, R =0.85, §=0.11, g° =0.66, Q=8.02, F=12.23

La relacion parabdlica de m, en la Ec. 4.12, sugiere que la actividad letal de los

compuestos sobre el mosquito A. aegypti L. incrementa a medida que aumenta la

hidrofobicidad de los sustituyente X, hasta un valor éptimo de m, =0.36 y luego

decrece.

Asimismo, se destaca que el desarrollo de un modelo QSAR mono y

. sy . . , 2
biparamétrico con 1, y ITX,IT)Z(, conduce a valores sobresalientes del parametro r*. El
signo positivo en o,, involucra que los sustituyentes en X con fuerte potencial

electroatrayente, tal como -NO,, -CN, -CHO, -CF3 y -COCF3, podrian aumentar el poder

. . 1
toxico de los compuestos destinados al control de larvas.*®°

Seguido a esto, los autores desarrollaron un nuevo modelo que considera un
conjunto de validacién externa conformado por los compuestos con sustituyente X= -
CH3, -F 0 —Cl y Y=0H; los cuales fueron elegidos aleatoriamente del conjunto molecular
total. Los 9 compuestos restantes fueron utilizados para calibrar el modelo expresado
enla Ec. 4.13.

logl/IC,,=6.37m, —8.887, +1.480; +5.28  (4.13)

N=9,R*=0.86, $=0.12, ¢° =0.50, Q=7.47, F=9.98

Los valores residuales determinados por la Ec. 4.13 para cada compuesto del
validacién sustituido en X por grupos -CH3, -F o -Cl fueron de 0.12, 0.04 y 0.16,
consecutivamente.

Posteriormente, la Ec. 4.11 y 4.12 fueron utilizadas para predecir el potencial
larvicida de los compuestos sustituidos en X= -C=CH, -COOC;Hs o -4-piridinil, y en Y= -
Cl, -OH o OAc. De este modo, se identificd que la estructura molecular mas activa
sobre larvas A. aegypti L. es el derivado sustituido en X= 4-pirinidil.

En orden de agrupar toda la informacidn experimental disponible de los agentes
organoestannicos con actividad larvicida sobre A. aegypti L, los autores Hansch y
Verma desarrollaron un modelo QSAR basado en los datos reportados por Song et al.,
2004, Duong et al., 2006 y Song et al., 2007,"% *® 12 3 excepcion de tres sustancias sin
valores de medida experimental.
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log1/IC,, =0.15 logP —0.33/, —0.46/, +5.28 (4.14)

N=37,R*=0.71, $=0.18, g° =0.64, Q=4.58, F =27.06

Los resultados obtenidos, indican que la Ec. 4.14 constituye un paralelismo
racional entre la actividad larvicida y los descriptores moleculares semiempiricos y
tedricos, como la variable del coeficiente de particidn octanol-agua (log P); el
descriptor /5, representado por valores binarios de 0 o 1, que indican la presencia de
compuestos triciclohexilestano p-sustituidos benzoatos. Asimismo, el descriptor /4, que
codifica la presencia de compuestos organoestannicos tris-(fenil-p-sustituidos).

Ademads, los autores indicaron que el disefio del modelo QSAR monopardametrico
vinculé al descriptor logP con R*=0.32; es decir, carente de informacién para

describir el fendmeno asociado a la toxicidad sobre larvas A. aegypti L.

Por ultimo, para validar la relacion estructura-actividad expresada en la Ec. 4.13,
se estableci6 un conjunto de validacion externo conformado por 9 compuestos
seleccionados aleatoriamente del conjunto molecular total (N=37). Los compuestos
guimicos restantes se usaron para definir el modelo expresado por la Ec. 4.15. La cual
se utilizd para estimar el poder larvicida del conjunto de validacién externo, logrando
valores residuales en un rango de 0.05-0.43.

log1/IC,, =0.15 log P —0.30/, —0.40/, +5.19 (4.15)

N=28, R* =0.67, $=0.19, g° =0.55, Q=4.32, F =16.02

Por otra parte, Freitas et al., 2010 desarrollaron un modelo matematico para
predecir la poder larvicida de los compuestos organoestannicos mencionados

anteriormente sobre el mosquito Anopheles stephensi.* %

Este enfoque vinculo descriptores de Analisis de Imagen Multivariante (MIA)
para establecer una correlacién racional entre la estructura molecular y la propiedad
bioldgica. Ante la necesidad de seleccionar los descriptores mas representativos para
la respuesta final considerada, se empled la técnica basada en regresion PLS.

Como resultado de este estudio se estableciéo un modelo QSAR conformado por 5
componentes PLS, con valores aceptables de la estadistica evaluada, con confiabilidad

de R* =0.80 y R’,, =0.52, y capacidad predictiva de R?,, =0.66.""

pred
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CAPITULO 5: APLICACIONES BIOLOGICAS
QSAR DE INTERES EN EL CONTROL DEL Aedes
aegypti L.

5.1 Introduccion

Conforme a la extensa diversidad estructural y funcional de los productos
guimicos utilizados en la industria farmacéutica, textil, agricola, alimentaria, cosmética,
sanitaria y de cuidado personal, se puede deducir que el campo de andlisis de la teoria
QSAR es amplio e involucra numerosas areas de aplicacién. Generalmente, las
aplicaciones QSAR se encuentran clasificadas segun el tipo de efecto final evaluado, ya
sea una respuesta final activa, toxica o fisicoquimica.™?

En este contexto, las investigaciones QSAR orientadas en predecir la respuesta
biolégica (actividad), se enfocan sobre todas las sustancias quimicas destinadas a la
produccion de farmacos, suplementos, alimentos, aditivos, conservantes, cosméticos y
fitosanitarios. En general, estos compuestos se caracterizan por presentar diversas
respuestas activas, tal como antioxidante, repelente, antiparasitaria, anti-HIV,
analgésica, antibacterial, antidepresiva, insecticida, anticolinérgica, antimicético,
inhibicion del crecimiento u ovicida.

Por otra parte, las propiedades fisicoquimicas han sido supervisadas a través del
enfoque de las Relaciones Cuantitativas Estructura—Propiedad (QSPR). Los modelos
QSPR evaltan cualquier tipo de producto quimico que produzca un efecto sobre los
recursos naturales y el entorno.’

El modelado QSPR permite estimar el nivel de peligrosidad o biodisponibilidad de
los agentes antropogénicos, a partir de la observacién o prediccién de diferentes
parametros fisicoquimicos, como el punto ebullicién, presiéon de vapor, coeficiente de
particién octanol/agua, refractividad molar, solubilidad acuosa, punto de fusion, entre
otros.

El nivel de peligrosidad de los compuestos quimicos depende directamente de la
dosis, la concentracidon y el tiempo exposicidon a los mismos. Por lo tanto, el esfuerzo
por anticipar el grado de toxicidad de cualquier tipo de sustancia, involucra diferentes
medidas experimentales in vivo, in vitro e in situ, que en general son complejas,
costosas y a largo plazo; en especial si se trata de evaluar amplios conjuntos
moleculares.”*
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Ante estas limitaciones, las respuestas toxicolégicas de las moléculas son
supervisadas de forma rdpida y acertada por medio de las Relaciones Cuantitativas
Estructura—Toxicidad (QSTR). Los estudios QSTR mdas comunes buscan medir
tedricamente la toxicidad aguda en peces, toxicidad acuosa, toxicidad oral, cutdnea e
inhalatoria aguda, genotoxicidad, citotoxicidad, carcinogenicidad, sensibilidad cutanea,
cardiotoxicidad y toxicidad en modelos animales (peces, ratas, ratones, conejos o
perros).>®

En particular, diversas investigaciones orientadas en el modelado QSAR han
permito reducir de forma significativa el tiempo, los costos y el nimero de ensayos in
vivo o in vitro requeridos para realizar la evaluacion del potencial de riesgo o medir la
respuesta activa de cualquier sustancia quimica comercial, nueva o hipotética.

Cabe destacar que los modelos basados en QSAR tienen la capacidad de proveer
datos a priori de la actividad contenida en amplios conjuntos de moléculas sin requerir
la sintesis y caracterizacién de las mismas.’

Conjuntamente, el creciente interés de los gobiernos y los organismos
reguladores por controlar el almacenamiento, distribucion y administracion de
diferentes productos comerciales de uso comun clasificados como peligrosos para la
salud humana y los ecosistemas, promovié el disefio y aplicacién de numerosas
herramientas computacionales, como alternativas rapidas y coherentes para obtener
informacién especifica y suficiente en la toma de decisiones regulatorias;
especialmente ante la ausencia de datos o evidencia experimental.8

Una de las caracteristicas mas novedosas de la teoria QSAR es su participacion
como estrategia computacional asociada al concepto de las 3Rs; el cual busca Reducir
el nimero de animales utilizados para obtener resultados precisos, Reemplazar el uso
de mamiferos adultos de gran tamafo por embriones animales; y Replantear los
protocolos basados en pruebas in vivo, con el fin de excluir la crueldad, el sacrificio o el

maltrato animal.>™*?

Con base en lo anterior, el presente capitulo de Tesis contiene diferentes
estrategias QSAR basadas principalmente en los aspectos no conformacionales de las
estructuras moleculares. Cada modelo fue disefiado, validado y aplicado a partir de
varios conjuntos moleculares heterogéneos extraidos de la literatura especializada,
constituidos por moléculas provenientes de la naturaleza o de modificaciones quimicas
realizadas en el laboratorio.

Las caracteristicas estructurales de cada compuesto fueron codificadas por miles
de descriptores moleculares generados con diferentes programas de calculo de
descriptores disponibles y de acceso libre. En cada estudio, la busqueda de la relacién
estructura—actividad mas apropiada se logrd a través del enfoque de MLR, supervisado
por la técnica RM.

144



Todos los modelos QSAR cumplieron con diferentes criterios de validacidn
interna y externa. Asimismo, se consideraron los 5 principios propuestos por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE) para su pertinente
aceptacion.

Puntualmente, las herramientas QSAR incluidas en el presente capitulo de Tesis
fueron desarrolladas con el objetivo de proveer una guia computacional para el disefio
racional, selectivo y sustentable de nuevas entidades quimicas menos téxicas, con
actividades especificas y efectos favorables para la salud publica mundial y la
conservacién del medio ambiente.

Resulta importante destacar que entre los farmacos mas efectivos para tratar los
trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer (AD), se destacan
los inhibidores de la enzima AChE (IsAChE). Este tipo de sustancias quimicas acttdan en
el CNS, incrementado la actividad colinérgica cerebral. Este modo de accién también se
implementa en el disefio de los pesticidas mas novedosos y eficientes para controlar
las plagas y los vectores de enfermedades, como el mosquito A. aegypti L.

5.2. Analisis QSAR en inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)
derivados de Tacrina

La Enfermedad de Alzheimer (AD), la forma mas comuin de demencia, es un
trastorno neurodegenerativo cronico caracterizado por el deterioro cognitivo
progresivo y la pérdida de memoria. Acorde con la OMS, en el mundo existen 50
millones de personas que padecen esta enfermedad y cada ano se registran
aproximadamente 10 millones de casos nuevos, con mayor incidencia en adultos de la
tercera edad.

A partir de esto, se estima que el nimero de pacientes con Alzheimer aumente a
82 millones en 2030 y 152 millones en 2050." En Argentina, esta enfermedad
representa la quinta causa de mortalidad en adultos mayores, perjudicando alrededor
de 300 mil argentinos hasta la fecha. Asimismo, segun la organizacién Alzheimer’s
Association, Argentina es el primer pais en sur América donde la poblacién mayor de

65 afios tiene mas probabilidades de desarrollar Alzheimer.*> *

De acuerdo con la hipétesis colinérgica, la AD se atribuye principalmente a la
disminucién gradual del neurotransmisor acetilcolina (ACh), encargado de transmitir
las sefiales en el proceso sinaptico de las células nerviosas.'” La descomposicién de
este neurotransmisor se atribuye principalmente a la accién de la AChE. Esta enzima
esta codificada para hidrolizar el ACh, y asi regular su concentracidon en diferentes
regiones del Sistema Nervioso Central (CNS). Con base en esto, todos los
procedimientos terapéuticos desarrollados hasta el momento para tratar la AD, se

enfocan en la inhibicidn de esta colinesterasa.'®*°
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Entre los diferentes farmacos inhibidores de colinesterasa, se destacan la
Rivastigmina, Tacrina, Galantamina y Donepezilo, por su eficacia en el aumento de la
actividad colinérgica cerebral; estos compuestos presentan sobresaliente accién
anticolinesterasa, con valores de Concentracidn Inhibitoria media (ICso) entre 0.2-22
UM para AChE.

No obstante, diversos estudios han demostrado que ademads de su alto valor
comercial, estos farmacos presentan efectos adversos en el organismo, como nausea,
vomito y malestar estomacal; asimismo, exhiben baja selectividad y tendencia a

20, 21

disminuir su actividad inhibitoria a largo plazo. Por lo tanto, el interés por

descubrir nuevos inhibidores selectivos y de facil acceso econdmico continua vigente.

Particularmente, el compuesto Tacrina con estructura molecular exhibida en la
Figura 5.1, fue disefiado en la década de los 70s, y aprobado en 1993 por la FDA US
como el primer farmaco para tratar la AD.?? Aunque, Tacrina es el formaco paliativo
mas antiguo disefiado en funcién de la hipdtesis colinérgica; existe un amplio interés
por encontrar nuevos agentes quimicos mas seguros y accesibles, que superen la
actividad anticolinérgica de Tacrina. De hecho, se ha demostrado experimentalmente
gue los congéneres de bis-tacrina presentan mayor actividad inhibitoria in vitro de la

AChE con respecto a Tacrina.?* %

NH,

I
7

N

Figura 5.1. Estructura molecular 2D de Tacrina. Fuente: Pubchem CID 1935.

Ante este panorama, la posibilidad de emplear estrategias matematicas como la
teoria QSAR,” que permitan vincular de forma cuantitativa las estructuras moleculares
de los compuestos quimicos con una delimitada respuesta bioldgica final, es una gran
ventaja para los investigadores al momento de seleccionar las estructuras mas
prometedoras de un amplio conjunto molecular donde todos los compuestos son
potencialmente activos. Y asi, promover que el disefio de medicamentos sea mas
racional; es decir, que requieran menos tiempo y bajos costos de sintesis,
caracterizacion y ensayo de decenas de moléculas.?

En este contexto, resulta importante destacar que la mayoria de las
investigaciones QSAR enfocadas en predecir la actividad inhibitoria de las AChE
analizan un gran numero de derivados de Tacrina, que involucran medidas de
inhibicidn in vitro de la AChE extraida de diferentes fuentes.
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Puntualmente, este estudio QSAR fue disefiado para establecer las relaciones
cuantitativas de estructura-actividad para diez conjuntos moleculares basados en
analogos de Tacrina, medidos bajo diferentes condiciones bioquimicas.

5.2.1. Datos de la actividad inhibitoria de la AChE

Se recolectd de la literatura especializada diez conjuntos de datos compuestos
por diferentes clases de nuevo derivados de Tacrina como inhibidores de la enzima
AChE proveniente de tres diferentes fuentes animales.

El ensayo in vitro de la AChE se basd en el método colorimétrico propuesto por
Ellman et al., 1961,”” en la AChE extraida de bovino (bAChE) y de eritrocitos humanos
(hAChE); se empled ioduro de acetiltiocolina de 0.53 o 0.13 mM como sustrado de
bAChE y hAChE, respectivamente. Asimismo, se evalud el poder de inhibicién de la
AChE proveniente del pez Electrophorus electricus (EeAChE), con cloruro de acetilcolina
de 29.5 mM como sustrado, a través del método de espectrometria propuesto por
Rappaport et al., 1959.

Los conjuntos de datos se identificaron como a — g. El conjunto a estd compuesto
por 7 pirano[2,3-b]quinolinas, 6 benzonaftiridinas y Tacrina, como sustancia de
referencia,?® con datos experimentales de la inhibicién in vitro de bAChE.

El conjunto b contiene 2 hidrocloruros de 6-clorotacrina y ésteres triciclicos,
yoduro de propidio, 10 dihidrocloruros de la pirano [3,2-c] quinolina-6-clorotacrina y 6-
clorotacrina, con valores de experimentales inhibicién de bAChE y hAChE.*°

El conjunto c consiste en 17 hibridos de tacrina-dihidropiridina, Tacrina vy
Propidio, que presentan valores de inhibicién in vitro de EeAChE y hAChE.*!

El conjunto d involucra 8 derivados relacionados con hibridos de donepezil-
Tacrina, Tacrina y Donepezilo, con valores experimentales de inhibicién de bAChE.**

El conjunto e contiene 12 dimeros basados en Tacrina, bis-(7)-Tacrina y Tacrina
con informacién experimental de inhibicién de hAChE.*

El conjunto f estd conformado por 12 andlogos de Tacrina de 2-aminopiridina-3-
carbonitrilos altamente sustituidos y Tacrina, con datos experimental de inhibicion de
bAChE y EeAChE.>*

El conjunto g incorpora 18 inhibidores de AChE de sitio de union doble basados
en Tacrina inhibidores, Tacrina, 6-cloro-Tacrina, yoduro de propidio y Donepezilo, con
datos experimentales de inhibicion de la hAChE*

Todos los valores experimentales de la actividad inhibitoria in vitro de la enzima
AChE, expresados como log,, IC,, para cada conjunto de datos (a—g) se encuentran

disponibles en el apartado anexo, Tablas 5.2.1 a 5.2.7.
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5.2.2. Descriptores moleculares

Las moléculas estudiadas fueron digitalizadas a través del programa HyperChem
6.03.%° Las estructuras moleculares de los compuestos se optimizan en primer lugar
con el procedimiento Campo de fuerza de Mecdanica Molecular (MM +) incluido en el
paquete Hyperchem.

Las geometrias resultantes se refinan aun mas por medio del Método
Semiempirico PM3 (Método Paramétrico-3), mediante la aplicacion del algoritmo de
Polak-Ribiere y un limite de gradiente de 0.01 kcal.A™.

Se calcularon 4885 descriptores moleculares por medio del programa comercial
Dragon versién 6.0,%” el cual genera 19 clases de descriptores 0D-3D, tal como los
Constitucionales, Topoldgicos, Geométricos, Electrénicos, tipo 3D —Morse, WHIM,
GETAWAY, RDF, recuentos de caminos molecular, descriptores BCUT,
Autocorrelacion 2D, funciones de distribucidn radial, grupos funcionales y fragmentos
centrados en el atomo, entre otras clases.

Ademas, se incorporaron descriptores quimico-cuanticos externos al programa
Dragon, tal como el momento dipolar molecular, la energia total, la energia HOMO vy
LUMO y el GAP de energia HOMO-LUMO (A 38

Homo—Lumo ) °

Luego, se eliminaron los descriptores con valores constantes, casi constantes
(solo 1 valor diferente) y datos ausentes; ademas, se verificd la dependencia lineal de
los mismos. Para finalmente obtener una matriz con 1502 descriptores linealmente
independientes.

5.2.3. Seleccion de los modelos de regresion QSAR

La busqueda de las mejores regresiones lineales se realizé mediante la técnica
RM basada MLR, la cual fue programa por nuestro grupo a través del programa Matlab
7.03%% |4 estrategia RM se utilizé para explorar las caracteristicas estructurales mas
representativas de cada subconjunto de calibraciéon de los conjuntos a-g para la
actividad inhibitoria in vitro de la bACHe, hAChE y EeAChE.

De esta manera, los mejores modelos de MLR conformados por d=1-4
descriptores moleculares, fueron encontrados a partir un grupo de descriptores con
1502 variables independientes. Siempre aplicando el criterio comin de mantener la
dimension (d) del modelo lo mas pequefia posible.

5.2.4. Validacion interna y externa de los modelos

Las estrategias de validacidn tedricas utilizadas para evaluar los modelos QSAR,
consiste en la Validacién Cruzada Interna (CV) Dejar-uno-afuera (LOO), regulada a

a1

, , 2 , .
través de los parametros R;,, Y S,,. Ademas, se considera la prueba de

Aleatorizacién-Y,* para verificar la veracidad de los modelos lineales QSAR.
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Finalmente, también se aplica la practica estdndar que consiste en apartar del
conjunto molecular inicial algunos compuestos para conformar el subconjunto de
prediccion (N, ). El cual sera utilizado para medir la capacidad que tiene cada modelo

QSAR obtenido para estimar los valores de actividad de los compuestos del
subconjunto pred, los cuales no estan involucrados durante el ajuste del modelo.

La construccién de cada modelo QSAR se basa Unicamente en la informacion
quimica del subconjunto de calibraciéon (N_, ). El criterio de seleccién de las moléculas

qgue conforman los subconjuntos cal y pred, consiste en generar subconjuntos
balanceados en relacion estructura-actividad, a partir de la similaridad estructural de
las sustancias derivadas de Tacrina.

5.2.5. Resultados y Discusion

La aplicacion del método de seleccidn de variables RM acoplado a MLR sobre la
matriz de descriptores con d =1502 variables, condujo a los mejores modelos lineales
para cada conjunto de datos constituidos con inhibidores de colinesterasa.

Para determinar el niumero apropiado de descriptores incluidos en la relacidon
estructura-actividad, se considerd el razonamiento de Occam o el concepto de reglas
de pulgar, que sugieren incorporar un descriptor por cada 6 o 7 datos del conjunto de

calibracion (N_, ). A continuacion, se exhiben los mejores modelos QSAR encontrados

cal

para predecir la ICso de cada conjunto molecular (a—g).
- Conjunto de datos a (bAChE):

log,, IC,, =1.34(+2) — 1.05(+0.3)Mor06v — 44.82(+10) G1u (5.1)

N, =12,R=0.90,R* =0.81,5=0.29,F =18.36,p<10*,R, ., =0.43,0(>2.5)=0
R, =0.84,R’, =0.70,S,,, =0.39,5"" =0.31

- Conjunto de datos b (bAChE):

log,, IC,, =—7.24(+0.4) + 6.74(+0.4)GATS2e — 4.47(+0.4)R5e  (5.2)

N, =12,R= 0.98,R*> =0.96,5=0.23,F =143.36,p<10*,R
R, =0.96,R’, =0.92,5,,,=0.37,5"" =0.30

=0.46,0(>2.5)=0

ijmax
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- Conjunto de datos b (hAChE):

log,, IC,, =—18.16(+0.8) + 101.91(+6)Qmean + 35.56(+6)R3m" (5.3)

N, =11,R=0.99,R* =0.98,5=0.22,F =179.5,p<107*,R
R, =0.98,R}, =0.96,S,,, =0.27,5"" =0.27

=0.61,0(>2.5)=0

ijmax

- Conjunto de datos ¢ (EeAChE):

log,, IC,, =—2.61(+0.3)—83.23(+8)R5e* —1.59(+0.1)nNHR  (5.4)

N, =16,R=0.97,R* =0.94,5=0.24,F =109,p<10™*,R
R__=0.95,R>_ =0.90,5 _=0.32,5"" =0.50

LOO

=0.25,0(>2.5)=0

ijmax

LOO LOO

- Conjunto de datos ¢ (hAChE):

log,, IC,, =16.02(+4) — 52.45(+10) X1A (5.5)

N, =9,R=0.90,R* =0.81,5=0.24,F =28.44,p <107 ,R
R, =0.84,R’. =0.70,5,,, =0.30,5"" =0.25

LOO

=0,0(>2.5)=0

ij max

LOO LOO

- Conjunto de datos d (bAChE):

log,, IC,, =—5.51(+0.1) — 1.26(0.1)Mor09u — 32.16(+2.0)R2m" (5.6)

N, =9,R=0.98, R* =0.96,5=0.18, F=98.81,p<10*,R, ., =0.30, 0(>2.5)=0
R0, =0.95, R2,, =0.90, S,,, =0.33, $** =0.26

LOO LOO LOO

- Conjunto de datos e (hAChE):

log,, IC;, =5.38(+2) — 6.66(+1)BELm2 — 2.69(+0.3)Mor27e (5.7)

N, =12,R=0.96,R* =0.92,5=0.29,F =51.70,p<10™*,R, _ =0.04,0(>2.5)=0

R__=0.92,R> =0.87,5__=0.39,5"" =0.46

LOO LOO

ij max

LOO
- Conjunto de datos f (bAChE):

log,, IC,, =—17.54(2) + 1.51(+0.2) AMW — 0.25(+0.2) MEcc  (5.8)

N, =11,R=0.98,R* =0.96,5=0.25,F =21.33,p<10*,R; ., =0.136,0(>2.5) =0
R, =0.96,R, =0.92,S,,, =0.36,5"" =0.39

LOO LOO LOO
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- Conjunto de datos f (EeAChE):

log,, IC., =15.37(+1) + 13.38(+2) F2u + 18.30(+1) HATS6m (5.9)

N, =11,R=0.99,R* =0.98,5=0.19,F =150.88,p<107*,R
R, =0.97,R’,, =0.94,5,,, =0.28,5"" =0.34

LOO

=0.66,0(>2.5)=0

ij max

LOO
- Conjunto de datos g (hAChE):

log,, IC,, = 66.88(+6) + 0.01(+0.1) MPCO9 — 78.66(+6) MATS1m

(5.10)
—6.09(+0.3)RDF020m

N, =19,R=0.98,R* =0.96,5=0.21,F =131.81,p <10 ,R
R, =0.97,R>,, =0.94,S,,, =0.29,5" =0.53

LOO

=0.65,0(>2.5)=3

ij max

LOO

Los pardmetros estadisticos R, R* y S expresados para el conjunto de ecuaciones
(5.1 a 5.10) presentan una bondad de ajuste, capacidad predictiva y veracidad
adecuada en cada modelo obtenido. El parametro R. define el coeficiente de

ij max

correlacién maximo entre pares de descriptores, y o(>2.S) es el numero de moléculas

con valor de residuo mayor o igual a dos veces la desviacidon estandar del modelo.

Todos los modelos QSAR propuestos superaron diferentes criterios de validacion
interna y externa detallados en la seccién 5.2.4. En particular, los valores de los
parametros R, Y S,,, demuestran la estabilidad de los modelos ante la variacion

sucesiva de los coeficientes de regresion de los descriptores. Ademas, la prueba de
Aleatorizacion-Y demostré que los modelos obtenidos son el resultado de una
verdadera relacion estructura-actividad anticolinesteresa con un valor de S_, <S5,

alet

despues de analizar 1.000 casos se tomd el mejor resultado de S .

En la mayoria de los casos, se evidencié que un solo descriptor molecular no
tiene la capacidad suficiente para brindar predicciones acertadas del potencial
inhibitorio de la AChE contenido en las moléculas. Por el contrario, los modelos con 2 o
mas descriptores presentan mejor correlacién con los datos experimentales de la
actividad anticolinesterasa de los andlogos de Tacrina.

Las ecuaciones 5.1-5.10 exhibieron una aceptable capacidad predictiva de la
actividad inhibitoria de la AChE contenida en las moléculas de los subconjuntos de
prediccion. De modo que, cada paralelismo matematico establecido estd capacitado
para cuantificar la capacidad inhibitoria de moléculas derivadas de Tacrina sobre la
enzima AChE extraida de diferentes fuentes animales (bAChE, hAChE, EeAChE).
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Conforme a lo anterior, se buscé verificar el comportamiento predictivo de cada
modelo QSAR graficando la actividad log,, IC,, predicha como una funcién de los datos

experimentales de cada conjunto molecular (a—g).

A partir de la Figura 5.2 hasta la Figura 5.11 (A) se observd una marcada
tendencia lineal de entre los valores del eje de ordenadas (datos de prediccidn) y el eje

de abscisas (datos observados).

Asimismo, los graficos de dispersién de los valores de residuo de cada modelo,
exhibidos en las Figuras 5.2 a 5.11 (B), permiten verificar la tendencia de los datos a

obedecer un patrén aleatorio alrededor de la linea cero del eje Y, lo cual indica que se

cumple el postulado de la técnica MLR dentro del rango de actividad considerado en

cada ecuacion.
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Aunque, se detectaron algunos valores atipicos en la Ec. 5.10, que superan el
valor del parametro 0(2.S); el principal objetivo de este estudio consiste en proponer
modelos generales que tengan aplicabilidad a cualquier biomolécula sin restricciones;
por lo tanto, no se eliminaron datos de los subconjuntos cal.

Los valores de los descriptores moleculares involucrados en las ecuaciones 5.1-
5.10, asi como los datos experimentales y de prediccion del log,, /C,, se encuentran

detallados en el apartado anexo, Tablas 5.2.1a 5.2.7.

En general, los modelos QSAR establecidos involucraron diferentes descriptores
conformacionales y no conformacionales, definidos brevemente en la Tabla 5.2.8 del
material anexo.

155



Particularmente, los descriptores moleculares que resultaron ser mas
representativos para predecir la actividad anticolinesterasa son los descriptores
geométricos de tipo 3D —Morse, WHIM, GETAWAY , RDF ; asi como los descriptores
topoldgicos de tipo Autocorrelacién 2D junto con diferentes indices de conectividad y
los descriptores 0D, tal como el promedio de peso molecular o el nimero de amina
secundarias.

Si bien los modelos QSAR obtenidos fueron disefiados para predecir la capacidad
inhibitoria in vitro de la AChE de diez conjuntos moleculares especificos, basados en
compuestos derivados de Tacrina; inicialmente se buscé desarrollar un modelo QSAR
gue analizara todas las moléculas derivadas del farmaco Tacrina (N=106).

Sin embargo, los resultados exhibieron un importante deterioro en la calidad de
los parametros estadisticos del modelo QSAR resultante, y en consecuencia la
capacidad predictiva y credibilidad del mismo se vieron afectadas. Una explicacién
racional de este comportamiento, se asocia con la diversidad experimental
contemplada para medir la ICsg, y la implementacién de enzimas AChE provenientes de
diferentes fuentes animales.

Conforme a lo anterior, se puede destacar la importancia de disefiar modelos
QSAR generales, a partir de conjuntos de datos con valores concretos, obtenidos por
medio de un protocolo de ensayo estandarizado, con bajo error experimental. Ya que
de esto depende la calidad, veracidad, coherencia y capacidad predictiva del modelo.

5.2.6. Conclusiones

En el presente estudio se desarrollaron diez diferentes modelos basados en las
relaciones cuantitativas estructura-actividad de nuevos inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), encargada de regular la produccién de impulsos nerviosos
en el CNS. Cada modelo QSAR propuesto representa la relacién matematica que existe
entre las estructuras moleculares y la actividad anti-AChE exhibida por las mismas.

Los modelos QSAR obtenidos tienen una capacidad predictiva adecuada, y la
escasa cantidad de observaciones disponibles en cada conjunto de datos se analiza con
éxito mediante la estrategia estadistica MLR acoplada al RM. La importancia de este
estudio radica en la necesidad de encontrar nuevos inhibidores de AChE inspirados en
el fdrmaco Tacrina, con menos efectos secundarios y de facil acceso econémico.

No obstante, ante la continua innovacion de las entidades quimicas destinadas al
tratamiento de diversos trastornos neurodegenerativos que afectan a la poblacién mas
vulnerable, tal como la enfermedad de Alzheimer; es necesario proponer
constantemente diferentes herramientas computacionales con habilidad de evaluar a
priori la respuesta anticolinesterasa final exhibida por amplios conjuntos moleculares
basados en estructuras moleculares nuevas o hipotéticas derivadas de Tacrina u otros
farmacos comerciales.
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5.3. Las Relaciones Cuantitativas Estructura—Actividad antifliingica
(QSAR) de compuestos derivados de cinamato.

Los ésteres de acido cindmico o cinamatos son una familia de ésteres aromaticos
con una estructura como se muestra en la Figura 5.12. Los acidos cindamicos y los
correspondientes cinamatos (ésteres o,[3 insaturados) son compuestos naturales que

pertenecen a la familia de los fenilpropanoides.

Los cinamatos naturales mas importantes se derivan de los siguientes acidos
cindmicos, como el acido ferulico (acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico), el acido
cumarico (acido p-hidroxicindmico), el acido cafeico (acido 3,4-dihidroxicindmico) y el
acido sinaptico (4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamico).*® En general, son sustancias quimicas
bioactivas que exhiben una amplia variedad de propiedades bioldgicas especificas.

En ese contexto, los cinamatos son compuestos organicos relevantes en el
disefio de una amplia gama de productos industriales como lubricantes y plastificantes.
En particular los cinamatos de alquilo se utilizan en la elaboraciéon de productos
cosméticos y saborizantes alimentarios, ya que presentan pronunciados aromas de
frutas o flores.*

0]

S NV0R,

Figura 5.12. Estructura molecular de compuestos cinamatos.

De hecho, los cinamatos con diversas estructuras poseen una variedad de
propiedades biolégicas como: antioxidante, antimicrobiano, anticancerigeno,
antiinflamatorio, entre otros.

Otro compuesto analogo de cinamato de gran utilidad en el tratamiento de
diferentes patologias neurodegenerativas es el imidoalquil cinamato, 2-(N-f-
ftalimido) etil cinamato, un potente inhibidor de la enzima 17-hidroxiesteroide
deshidrogenasa asociada con enfermedades como el cancer de mama, la enfermedad

de Alzheimer y la hiperplasia prostética benigna.* ™

Entre los plaguicidas sustentables y seguros para la salud humana se encuentran
los compuestos provenientes de la naturaleza; entre este grupo, los derivados de
cinamato han contribuido en el control de diversas plagas que causan importantes
pérdidas en el sector agricola.

Especificamente, el cinamato de metilo tiene un efecto insecticida contra el
Sitophylus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) y Musca domestica (Diptera:

49, 50

Muscidae); el cinamato de etilo tiene un efecto antialimentario contra Spodoptera

littoralis (Lepidoptera: Noctuidae).”
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A partir de esta breve revisidon de las propiedades biolégicas que contienen los
compuestos inspirados en la estructura molecular de los cinamatos, se propuso aplicar
un estudio de la teoria QSAR enfocado en los aspectos conformacionales y no
conformacionales de la estructura molecular, con el objetivo de cuantificar la actividad
fungicida de una serie de derivados de cinamato, que exhiben varios patrones de
sustitucion que resultan efectivos contra las especies de hongos Phytium sp vy
Corticium rolfsii; estos pardsitos se destacan por generar importantes pérdidas en la
produccidon de alimentos primarios, se propagan a través de las fuentes hidricas
naturales y son persistentes en el entorno.>

5.3.1. Datos de la actividad antifungica (Gl)

Para iniciar el modelado QSAR, se recopilaron de la literatura especializada los
valores de la actividad antifungica experimental de una serie de 27 derivados del
cinamato, expresada como la Inhibicion del Crecimiento (Gl 100 ppm) contra las
especies Pythium sp y Corticium rolfsii.>> Tanto los valores observados de la actividad
Gl como las estructuras moleculares de los 27 derivados semi-sintéticos se encuentran
disponibles en la Tabla 5.3.1 del apartado anexo.

El principal objetivo de este estudio fue establecer paralelismos matematicos
racionales entre las estructuras quimicas de los analogos de cinamato y la actividad
antifungica exhibida por los mismos. Seguidamente, aplicar el mejor modelo lineal
obtenido para predecir la actividad fungicida de un nuevo conjunto molecular
conformado por 21 derivados de alquil y aril cinamatos, sintetizados en el laboratorio
dirigido por el Dr. Romanelli, ubicado en el Centro de Investigacién y Desarrollo en
Ciencias Aplicadas “Dr. Jorge J. Ronco” (CINDECA) de la UNLP. Las estructuras
moleculares de estos compuestos encuentran disponibles en la Tabla 5.3.2 del
apartado anexo.

5.3.2. Descriptores moleculares

La digitalizacién y optimizacidon de las 27 estructuras moleculares se realizé a
través del programa HyperChem 6.03,%° empleando en primer lugar un procedimiento
de Campo de fuerza de Mecanica Molecular (MM +). Posteriormente, las geometrias
resultantes se refinan ain mas por medio del Método Semiempirico PM3 (Método
Paramétrico-3), con la aplicacion del algoritmo de Polak-Ribiere y un limite de
gradiente de 0.01 kcal.A™.

Las caracteristicas estructurales de las estructuras moleculares optimizadas
fueron codificadas por 4885 descriptores moleculares conformacionales y no
conformacionales generados por el programa comercial Dragon version 6.>” El cual
incorpora 19 clases de descriptores de dimensionalidad 0D, 1D, 2Dy 3D.
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Adicionalmente, se contempld la informacion codificada por diferentes
descriptores quimico-cuanticos como el nimero de electrones, el momento dipolar
molecular, la energia de orbital HOMO y de orbital LUMO vy la diferencia de energia
entre orbitales HOMO-LUMO ( A 38

Homo—Lumo )

Para excluir los descriptores “colineales” (idénticos), los que presentan datos
ausentes y los pares linealmente dependientes fueron identificados dentro del RM, y
solo se conserva una variable de cada par para continuar con el modelado QSAR. Este
proceso de filtrado de generd un conjunto con 1502 descriptores linealmente
independientes.

5.3.3. Seleccion del modelo lineal QSAR

Se recurrié a la técnica de selecciéon de descriptores RM,*® como estrategia de
seleccion de los descriptores moleculares mas relevantes para estimar la respuesta
antifungica final, a partir de la matriz de descriptores con 1502 variables
independientes elegibles.

Este algoritmo fue propuesto por nuestro grupo de investigacion hace algunos
anos para generar modelos QSAR de regresion lineal multivariable con error
minimizado, moderado a través de la desviacion estandar (S) o el error cuadratico
medio (RMS) del subconjunto de calibracion.

5.3.4. Validacion interna y externa del modelo

Entre las estrategias mas comunes para validar tedricamente los modelos QSAR

142 ejecutando mas de 150

se destacan las pruebas de CV-LOO vy la Aleatorizacién-Y,
mil casos por modelo. Como complemento de la validacién tedrica del modelo se

calcularon los parametros propuesto por Golbraikh et al., 2003.>*

Por otra parte, la estrategia mas eficiente para determinar la capacidad
predictiva de un modelo QSAR es a través de la validacidon externa basada en el

subconjunto de prediccion (N__ ), conformado por moléculas extraidas del conjunto

pred
de datos inicial; las cuales no se consideran durante la calibracion de los valores de los
parametros estadisticos de referencia.

En este caso, fueron elegidos dos subconjuntos moleculares de magnitud
N_,=23 y N

rea =4 (15% de los datos iniciales). Esta particion se enfocd en cada
bioactividad, de tal forma que ambos subconjuntos compartan caracteristicas
cualitativas de relacidn estructura-actividad. Cabe resaltar, que el subconjunto cal
debe ser representativo en términos de diversidad molecular aportada por el conjunto
de datos inicial, y cubrir de manera uniforme todo el rango de valores de cada

actividad antiflingica evaluada.
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Un criterio importante para considerar las predicciones de un modelo QSAR
validas, es la apropiada definicion del AD del mismo; este analisis define el alcance
qguimico de sus predicciones. En este caso, se definié el AD por medio de la técnica de
influencia (h),>> basada en distancias. La informacién detallada de esta técnica se
encuentra en el capitulo 3, seccidn 7 de la presente Tesis.

5.3.5. Resultados y Discusion

El andlisis QSAR consiste en buscar diversas relaciones lineales predictivas para
las actividades antifungicas de las estructuras quimicas basadas en cinamato. Para

fines de modelado, se transformaron los valores experimentales en log,,(G/ +50). Las

ecuaciones de regresion lineal dptimas se establecen mediante el enfoque RM, el cual
encontré los descriptores moleculares mas representativos para la actividad,
examinando d =1—4 descriptores.

El tamafio de tales regresiones lineales (d) tiene que obedecer el criterio de
relacién entre las variables dependientes e independientes del modelo; donde por
cada 6 o 7 datos del subconjunto cal se incluye 1 descriptor al modelo, a fin de reducir
los problemas de sobreajuste (N, /d>6).

train

Modelo QSAR para predecir el log,,(G/ + 50) sobre la especie Pythium sp

La exploracién de una matriz de descriptores con d=1502 variables fue
realizada por la técnica RM, con el fin de encontrar modelos de regresiéon mas
apropiados para estimar la inhibiciéon del crecimiento de 27 derivados de cinamato
sobre la especie Pythium sp.

La Tabla 5.1 detalla los pardmetros estadisticos contemplados como criterio de
seleccion de los mejores modelos lineales QSAR, donde el modelo con tres
descriptores (QSAR-3) presenta mejor calidad estadistica en ambos subconjuntos

moleculares, conservando la relacion éptima descriptor/moléculas N, /d=7.7, lo que

train

promueve su habilidad para estimar la bioactividad bajo estudio.

Con el fin de verificar el comportamiento predictivo del modelo QSAR-3, se
graficaron los valores de la actividad antifingica estimados como una funcién de los
valores experimentales, ilustrado en la Figura 5.13.A.

Adicionalmente, el grafico de la Figura 5.13.B exhibe la dispersidn de los valores
de residuo del modelo, donde se puede apreciar un comportamiento aleatorio de los
puntos en torno al valor 0 del eje de ordenadas, y la ausencia de algun tipo de patrén
infrecuente que indique la existencia de factores no modelados.
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Tabla 5.1. Mejores modelos lineales QSAR para predecir Gl de 27 derivados de

cinamato sobre Pythium sp (100 ppm).

Coeficiente de regresion ) .
B Calidad estadistica
(error estandar)
QSAR-1
Intercepto | 2.184 (0.09) N,/d=23,R, =052 R =027,S, =013
0>25=0, R _=0.13, S,,, =0.15,
RDF020m | -0.660 (0.2) i 10 10
Roes =091, S . =0.13, RMS, . =0.09
QSAR-2
Intercepto | 2.659 (0.2) N, /d=115,R, =071 R}, =0.50,5, =011,
roroace | 0-03%7 RZ... =041, 0(2.5)=0, R%, =0.31, S, =0.13,
(0.008)
2 _ _
R6uU’ -9.139 (2) Roes =096, S, =0.17, RMS,,, =0.08
QSAR-3
Intercepto | 2.564 (0.09) N,/d=77,R, =084 R, =071, S, =0.08,
RDFO20u 0.141(0.02) | g2 _ 033, 5(2.5)=0, R, =0.55, Sy, =0.11,
RDF150m 0.238 (0.05) .
2 _ _
HATS2m -1.719 (0.4) Rovea =082, Spey =ND -, RMS, oy =0.07
QSAR-4
Intercepto 1.049 (0.2)
DISPv %%2374 N, /d=57,R, =091 R, =082,S, =007,
(0.007) R, =0.71, 0(2.5)=0, R%, =0.72, S50 =0.08,
RDFO65m -0.106 (0.01) )
2
Mor27v -2.753 (0.3) Roes =094, 5, =ND , RMS,, =0.07
E2e 1.473 (0.3)

*-No Disponible

A partir del grafico de dispersiéon de los valores de residuo (Figura 5.12.B) se
logré determinar que el compuesto 22 presenta un valor de residuo cercano al limite
0(2S). La exclusién de dicho compuesto permitiria mejorar la calidad estadistica del

subconjunto cal para el modelo QSAR-3, pasando de R_,=0.84, S, =0.08 a
R =0.88, 5., =0.07 . gste comportamiento se atribuye a que el derivado 22 presenta
elementos estructurales diferentes en comparacion con los otros compuestos del

subconjunto cal, y esto modifica la capacidad del modelo para predecirlo de forma
acertada.
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Figura 5.13. A). Grafico de los valores de log,, (/G +50) sobre Pythium sp predichos

como una funcién de los experimentales. B). Dispersién de los valores de residuo del
QSAR-3.

Sin embargo, el error de prediccion del modelo mejorado, medido a través del
subconjunto pred (RMSpred =0.076,S__,=0.10) y los resultados la prueba CV-LOO no

pred
son muy distintos con respecto al modelo QSAR-3 original. Por lo tanto, no hay razones
suficientes para excluir dicha molécula. Ademas, se promueve el desarrollo de modelos
QSAR generales, que logren abarcar un espacio quimico importante.

Los valores experimentales de la actividad antifungica (log,,(/G+50)), y los

estimados por el modelo QSAR-3 para cada subconjunto molecular se encuentran
disponibles en la Tabla 5.3.3 del apartado anexo.

El andlisis del dominio de aplicacion del modelo QSAR-3 revela que los 4
compuestos del subconjunto pred se encuentran dentro del area de influencia del

modelo (A, <h" =0.52); por lo tanto, los valores estimados de la actividad antifingica

de los derivados de cinamato pueden considerarse confiables.

En el caso del subconjunto de cal, solo el compuesto 26 excede el limite de
advertencia del modelo (h"), y el 24 se localiza cercano al h". Aunque, presentan un
valor de residuo por debajo del o(2S). Los valores de influencia (h;) para los

subconjuntos cal y pred se registran en la Tabla 5.3.4 del material anexo.

El resultado de la prueba de Aleatorizacion-Y revela que el modelo QSAR-3 no es
producto de una correlacién circunstancial, ya que el error calculado para el
subconjunto cal (S_, <S™™ =0.09) es inferior a la variacidn calculada por medio de

cal

esta prueba.
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Para verificar el comportamiento predictivo del modelo en conjuntos
moleculares externos, se estudiaron y aplicaron los pardmetros de validacién externa
propuestos por Golbraikh et al., 2003;>* los cuales entregan los siguientes valores:

k=1.01y k'=0.98
R =0.79y R} =0.60
1-R2 /R’ ,=0.035y1-R’ /R’ ,=0.26

pred pred

R’ =0.68

Estos resultados promueven la aceptaciéon del modelo lineal QSAR-3 como una
herramienta predictiva de la actividad antifungica sobre Pythium sp. Como una forma
de interpretar los modelos expuestos en la Tabla 1, se brinda una breve descripcién de
los descriptores involucrados en cada expresion matematica en la Tabla 5.3.5 del
apartado anexo. En particular el mejor modelo QSAR conformado por tres descriptores
se basa en dos clases de descriptores diferentes:

Dos descriptores geométricos basados en la Funcién de Distribucién Radial (RDF),
un RDF numero 2.0 sin ponderar (RDF020u) y un RDF numero 15.0 ponderado por
masas atomicas (RDF150m).

Un descriptor geométrico de Ensamblado de Geometria, Topologia y Pesos
Atomicos (GETAWAY) representado como HATS2m, que codifica la autocorrelacion
ponderada por influencia molecular de retraso 6 / y una doble ponderacion por masas
atdmicas.

La matriz de correlacion de estos descriptores geométricos se expresa en la Tabla
5.2; donde se destaca la baja intercorrelacidn entre pares de descriptores del modelo.
Los valores numéricos de los descriptores del modelo QSAR-3 se disponen en la Tabla
5.3.6 del material anexo.

Tabla 5.2. Matriz de correlacidn de los descriptores incluidos en el modelo QSAR-3.

QSAR-3 RDF020u RDF150m HATS2m

RDF020u 1.00 0.57 0.44

RDF150m 1.00 0.10
HATS2m 1.00

. sy . s 2 . .« .
A partir del andlisis del pardmetro b;, calculado a partir de los coeficientes

estandarizados de los descriptores, se puede verificar el grado de importancia que
tienen los descriptores del modelo sobre la actividad antifungica (1G). De modo que, el
descriptor que tenga mayor coeficiente estandarizado serd el mas importante para
estimar la actividad, tal como se muestra a continuacion:

RDFO20u (1.1) > RDF150m (0.7) > HATS2m (0.6)
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En este caso particular, el descriptor RDFO020u basado en la distribucion de
distancias en la representacion geométrica de una molécula, presenta valores
numéricos que varian de acuerdo con las variaciones numéricas de la actividad
experimental. Por lo tanto, es el mds representativo para estimar la respuesta
antifungica final de los derivados de cinamato sobre la especie Pythium sp.

Sin embargo, las magnitudes relativas de los coeficientes estandarizados (1.1, 0.7
y 0.6) sugieren que los descriptores se complementan entre si dentro de la ecuacién
lineal y que tienen una importancia comparable para predecir la actividad estudiada.

Otra forma de interpretar el modelo QSAR-3 es a través de los signos de los
coeficientes de regresiéon de los descriptores. Para este modelo en particular, los
descriptores RDF020u y HATS2m tienen coeficiente de regresidn negativos en el
modelo lineal, y sus valores numéricos son positivos (Tabla 5.3.6 del material anexo);
mientras que RDF150m presenta un coeficiente de regresidn positivo, al igual que sus
valores numeéricos.

Por lo tanto, se puede deducir que a medida que aumenta el valor del descriptor
RDF150m, y de forma simultanea disminuyen los valores de los descriptores RDF020u
y HATS2m), se pueden obtener compuestos de alta efectividad contra el hongo de las
plantas Pythium sp. Tal como ocurre con los compuestos 9, 10, 11, 13 y 25 detallados
en la Tabla 5.3.1 del apartado anexo.

Modelo QSAR para predecir el log,, (G + 50) sobre la especie Corticium rolfsii

Por otra parte, el andlisis QSAR de la actividad antifungica sobre la especie
Corticium rolfsii del conjunto de datos analizado previamente, condujo a obtener los
mejores modelos lineales expresados en la Tabla 5.3, con valores minimos del
parametro S_, segun lo estipulado por la técnica RM.

Tabla 5.3. Mejores modelos lineales QSAR para predecir Gl de 27 derivados de
cinamato sobre Corticium rolfsii (100 ppm).

Coeficiente de regresion

. Calidad estadistica
(error estandar)

QSAR-5
Intercepto | 2.181 (0.07) N, /d=23,R, =0.57 R’ =032, S, =0.10,,
0(2.5)=0, R’ =0.18, S, =0.11,
PHI -0.0425 (0.01) , 23) Loo Ltoo
Rpred =0.82 , Spred =0.08, RMSpred =0.05
QSAR-6
Intercepto | 2.247 (0.05) N, /d =11.5,R_, =0.79 ’ Rcza’ =0.62, S, =0.08,
BELMS8 -0.700 (0.1 2
(0.1) Rijmax =0.80, o(2.5)=0, RLzoo =0.52, 5,,, =0.08,
2
RDFO70v | 0.0794 (0.02) R =074,5, .,=019, RMS,.  =0.09
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QSAR-7

Intercepto | 2.700 (0.1) N,./d=77,R, =087 R, =076,S,=0.06,

BELVS -0.709 (0.1) R =077, o(2.5)=1, R%. =0.60, S,., =0.09,

RDFOSOu | -0.0247 (0.006) ymax Lo 10

13e 0.338 (0.06) Roes =0.98, S, =ND , RMS,, =0.04
QSAR-8

Intercepto | 4.645 (0.5) 5

v 2.585 (0.6) N, /d=57,R, =094 R =0.88, S, =005,

BELV5 -1.063 (0.1) R’ . =0.76, 0(2.5)=0, R?,, =0.80, S,,, =0.06,

RDFOSOu | -0.0255 (0.004) Rl =097,S,,=ND ', RMS,,, =0.04

L3u 0.432 (0.05)

*-No Disponible

Claramente, el modelo QSAR-7 con tres descriptores moleculares representar la
mejor relacion estructura—actividad antifungica encontrada para la especie Corticium
rolfsii, en un radio favorable de N, /d=7.7.

train

La representacién grafica del comportamiento predictivo del modelo QSAR-7, se
encuentra en la Figura 5.14.A, exhibiendo una tendencia lineal entre los datos
estimados y los observados para la respuesta antifungica final. Del mismo modo, la
Figura 5.14.B muestra la dispersion que tienen los valores de residuo de los
subconjuntos cal y pred; donde se destaca la presencia de un comportamiento atipico
del compuesto 12 con valor de residuo superior a 0(2S) y cercano a 0(2.5S).

Seguidamente, el analisis de Aleatorizacién-Y reporto un valor de $7* =0.07,

superando el S_ del modelo QSAR-7. De esta forma, se comprueba la estabilidad del

cal

modelo ante la variacién aleatoria de los valores de la actividad. A partir del analisis de
los pardmetros de Golbraikh et al., 2003; se comprobd la habilidad predictiva del
QSAR-7 con los siguientes valores:

k=0.98 y k'=1.01
R:=0.89y R’ =0.77
1-R/R} ,=008y1-R’/R: ,=0.21

pred pred

R’ =0.69

Con respecto a la definicion del AD,”® los cuatro compuestos del subconjunto
pred se ubican dentro del dominio del modelo QSAR-7, con valores de influencia

h,.<h*=0.52; de modo que, sus predicciones son correctas y coindicen con la

informacién experimental.

Para el subconjunto cal solo dos sustancias exceden en limite critico de influencia

h ; aunque esto refuerza el espacio quimico habilitado para usar el modelo con baja
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incertidumbre. Los valores de influencia h; del modelo QSAR-7 para las moléculas de
caly pred se registran en la Tabla 5.3.7 del apartado anexo.

El paralelismo matematico definido por QSAR-7 involucra una mezcla de
descriptores moleculares 2D y 3D de tres diferentes clases, especificadas a
continuacion:

- Un descriptor topoldgico BCUT representado como BELv5, el auto valor mas
bajo no. 5 de matriz de carga, ponderado por volimenes atdmicos de van der
Waals.

- Un descriptor geométrico RDF representando por RDF080u, indica un
numero RDF 8.0 no ponderado.

- Un descriptor geométrico WHIM dado como [3e, indice WHIM direccional
de tercer componente, ponderado por las electronegatividades atdmicas de

Sanderson.
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Figura 5.14. A). Gréfico de la actividad log,,(/G +50) sobre Corticium rolfsii estimadas

como una funcién de las observables. B). Dispersiéon de los valores de residuo del
QSAR-7.

Los descriptores involucrados en el modelo QSAR-7 no presentan importantes
valores de intercorrelacion entre pares de descriptores, tal como se muestra en la
Tabla 5.4. La informacién numérica de los tres descriptores del modelo QSAR-7 se
encuentra registrada en la Tabla 5.3.6 del material anexo. Después de verificar el grado
de importancia de los descriptores de QSAR-7 sobre la respuesta antiflingica analizada,
se obtuvo el siguiente orden:

L3e (1.6) > BELVS (1.2) > RDFO80u (1.0)

Nuevamente, los tres descriptores toman valores numéricos positivos (Tabla
anexa 5.3.6). Conforme a los signos de los coeficientes de regresion, el aumento de los
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valores del descriptor L3e, junto con la disminucidn de los valores de los descriptores
BELv5 y RDF080u conducirian a estructuras que tienen mayor actividad de inhibicion
del crecimiento contra la especie Corticium rolfsii.

Tabla 5.4. Matriz de correlacién de los descriptores incluidos en el modelo QSAR-7.

QSAR-7 BELv5 RDFO80u L3e
BELv5 1.00 0.76 0.83
RDFO80u 1.00 0.88
L3e 1.00

Aplicaciones de los modelos QSAR-3 y QSAR-7 para predecir la actividad fungicida de
un nuevo conjunto molecular de derivados de cinamato.

Como paso final del presente analisis QSAR, se aplicaron los modelos QSAR-3 y
QSAR-7 para predecir la actividad antifungica (log,,(G/+50)) de 21 derivados de

cinamato de arilo y alquilo sintetizados, detallados en la Tabla 5.3.2 del apartado
anexo. Los cuales no cuentan con informacidon experimental de las actividades
fungicidas sobre las especies Pythium sp y Corticium rolfsii.

El primer paso necesario consiste en calcular los valores de influencia (h;) de los
nuevos compuestos. Los resultados estimados para esta nueva libreria molecular se
exponen en la Tabla anexa 5.3.8. Los derivados 37, 45-48, y de otros analogos de
cinamatos se predicen como activos contra la especie Pythium sp; asi mismo, los
compuestos 36, 40, 44 y 48 son previstos con alto poder de inhibicién sobre Corticium
rolfsii.

Sin embargo, los valores de influencia calculados para este conjunto de datos,
revelan que tales moléculas tienen altos niveles de influencia y se localizar afuera del
AD de cada modelo. Por lo tanto, los valores de prediccion obtenidos presentan alta
incertidumbre, y pueden ser el producto de una sustancial extrapolacion de los
modelos lineales.

Otra posible causa de este comportamiento, se asocia a la diferencia estructural
de los compuestos 45-48 con respecto a las moléculas utilizadas para calibrar los
modelos QSAR-3 y QSAR-7. En particular, el grupo funcional Ftalimidoetilo, no fue
considerado en la construccién de las relaciones lineales estructura-actividad
fungicida.

Entre los nuevos compuestos sintetizados 28-48, se encuentran algunas
estructuras prometedoras, que caen dentro del domino de aplicaciéon de los modelos
QSAR-3 y QSAR-7 con h, <h"; por lo tanto, merecen ser analizadas experimentalmente
a través de bioensayos estandarizados que permitan elucidar la actividad antifungica

contenida en dichas sustancias, especialmente en las moléculas 28, 38 y 42 contra la
especie Pythium sp,y 28 y 34 contra la especie Corticium rolfsii.
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5.3.6. Conclusiones

Con el presente estudio QSAR se logré establecer dos modelos de regresién
basados en descriptores 2D y 3D para predecir la capacidad de inhibicidon del
crecimiento (Gl) de 27 compuestos derivados de cinamato sobre las especies de
pardsito Corticium rolfsii y Pythium sp, catalogados como hongos de diversas plantas,
con importantes efectos negativos sobre los cultivos, ya que son persistentes y suele
propagarse de forma rdpida por medio de las aguas superficiales de riego.

Las herramientas QSAR-3 y QSAR-7 exhiben la habilidad de anticipar la actividad
fungicidas GlI, y en consecuencia, representan una importante guia computacional para
generar conocimiento quimico asociado a una determinada cantidad de estructuras
moleculares requeridas para disefiar novedosos fungidas de alta efectividad,
biodegradables y creados por medio de procedimiento de sintesis ecocompatible.

5.4. Analisis QSAR de compuestos derivados de las plantas con actividad
larvicida sobre el Aedes aegypti L., vector del dengue, chikungunya y el
zika

Actualmente, existen tres principales estrategias de control y prevencion de las
Enfermedades Transmitidas por Vectores (VBDs): las vacunas, los antivirus y los
programas de control de mosquitos. Sin embargo, estas estrategias no han sido
altamente exitosas, ya que los casos de infeccidon y reinfeccién por flavivirus siguen
ocurriendo en diferentes zonas del planeta.

Dentro de los programas de control de mosquitos, se han implementado
masivamente diversos larvicidas de sintesis como el organofosforado temefos por su
efectividad a bajas concentraciones. Sin embargo, el uso repetitivo e indiscriminado de
este tipo de productos quimicos ha provocado impactos ambientales negativos, el
desarrollo de resistencia en las poblaciones de mosquitos y la bioacumulacién en los

organismos no objetivos.56' >

En consecuencia, muchos estudios se han centrado en desarrollar nuevas
estrategias basadas en larvicidas derivados de las plantas y sus analogos
semisintéticos, que permitan controlar las poblaciones de mosquitos en las etapas
inmaduras de forma selectiva, con menor impacto sobre la salud humana y los

recursos naturales, a partir de materias primas renovables y biodegradables.® >

No obstante, el disefio de nuevos agentes larvicidas efectivos es limitado, ya que
requiere tiempo y recursos econdmicos para realizar la sintesis, caracterizacion y los
ensayos bioldgicos y clinicos. Por ello, la busqueda, identificacion y desarrollo de
nuevas biomoléculas selectivas y potentes contra vectores han sido generalmente
asistidas por técnicas in silico.
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En este contexto, el modelado QSAR ha demostrado ser una herramienta exitosa
para predecir las propiedades biolégicas, organolépticas y fisicoquimicas de un
compuesto quimico a través del conocimiento de su estructura molecular.®

Hasta el momento, la cantidad de investigaciones QSAR orientadas en predecir la
actividad larvicida sobre el mosquito A. aegypti L. es reducida. Por ello, el principal
objetivo de los trabajos realizados en la presente Tesis fue estudiar, desarrollar, aplicar
e interpretar mediante el modelado QSAR los conjuntos de datos disponibles de
moléculas naturales o inspiradas en la naturaleza con prominente poder larvicida
sobre el vector la fiebre de chikungunya, el dengue y el zika.

5.4.1. Datos de la actividad larvicida (LCsg)

Se recolectaron de la literatura especializada 62 estructuras moleculares de
sustancias derivadas de las plantas con actividad larvicida sobre el mosquito A. aegypti

L, exhibidas en la Figura 5.15.%%*

Este conjunto de datos estd conformado por estructuras moleculares
heterogéneas de terpenos, cetonas, compuestos oxigenados y fenilpropanoides.

Las medidas experimentales de la actividad larvicida fueron realizadas acorde
con el protocolo propuesto por la OMS para determinar la toxicidad aguda media
(LCso) sobre larvas A. aegypti de llI-IV instar de tamafo, en un periodo de prueba de
24 a 48 horas posteriores al tratamiento quimico.

Cabe destacar que este conjunto molecular de sustancias naturales y sus
derivados, representd hasta 2017 la unica fuente de informacién quimica concreta,
segura y menos toxica para iniciar la busqueda de nuevos fitosanitarios sustentables
mediante un enfoque QSAR.

Los 62 datos de actividad larvicida expresados como LC,, (ug mL') se
transformaron a escala logaritmica (log,, LC,,) para reducir el rango de valores de la
actividad y facilitar el modelado. Los valores de la actividad larvicida log,, LC., de los

62 compuestos derivados de las plantas se disponen en la Tabla 5.4.1.
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Figura 5.15. Estructuras moleculares con datos experimentales de actividad larvicida
(LCsp) sobre el A. aegypti L.
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5.4.2. Descriptores moleculares

Para digitalizar las estructuras moleculares de los 62 andlogos larvicidas se
acudio al programa HyperChem 6.03.%® Para contemplar la informacién contenida en
los descriptores 3D, fue necesario optimizar las estructuras moleculares bajo un nivel
de teoria normal. En este caso, se empleé un procedimiento de Campo de fuerza de
Mecdnica Molecular (MM +); luego, las geometrias resultantes fueron refinadas con el
Método Semiempirico PM3 (Método Paramétrico-3), con la aplicacion del algoritmo de
Polak-Ribiere y un limite de gradiente de 0.01 kcal.A™.

Posterior a esto, se calcularon los descriptores moleculares con el programa
Dragon 6.3” Este programa de descriptores genera un conjunto con 4885 variables
independientes e incluye varios tipos de descriptores que caracterizan los aspectos
multidimensionales de la estructura quimica.

Antes de iniciar la construccién del modelo lineal, se excluyeron los descriptores
con valores constantes o casi constantes, y aquellos con al menos un valor faltante;
luego, se aplicd el andlisis de dependencia lineal entre pares de descriptores, donde
considera solo uno descriptor por par. Con este proceso se logra un conjunto
conformado por 1738 descriptores linealmente independientes.

5.4.3. Seleccion del modelo QSAR

La técnica estadistica MLR ha demostrado ser de gran utilidad en muchas
disciplinas para desarrollar modelos predictivos QSAR. Los modelos lineales son
generales y muestran claramente el efecto de incluir/excluir descriptores en la
ecuacion; por lo tanto, es posible sugerir relaciones de causa/efecto a través de
paralelismos tan simples.

La principal ventaja de desarrollar modelos de regresion lineal es que tienen
menos problemas de sobreajuste, porque el método MLR no requiere demasiados
parametros optimizados durante el disefio del modelo, solo un coeficiente de
regresion por descriptor. Por ello, en este estudio QSAR se considerd que la técnica
MLR acoplada a la técnica RM,*® es la mejor opcidén de busqueda de modelos
predictivos QSAR, especialmente cuando el conjunto molecular es reducido y se cuenta
con pocos datos experimentales disponibles.®

5.4.4. Validacion interna y externa del modelo

Una particidn racional de los subconjuntos de calibracion y prediccion deben
tener relaciones estructura-actividad similares. Ya que la divisidn aleatoria de los
compuestos no conduce a resultados de predicciéon adecuados, fue necesario emplear
una divisién racional del conjunto molecular inicial (N=62) a través del Método de
Subconjuntos Balanceados (BSM).%®
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Esta estrategia fue desarrollada por nuestro grupo y se basa en el método de
andlisis de agrupamientos k-medias (k-MCA) ejecutado en Matlab.*® La idea principal
detras de la técnica BSM es crear grupos k o grupos de compuestos de tal forma que
los compuestos en el mismo grupo sean muy similares en términos de distancias
métricas (distancia euclideas), y los compuestos en diferentes grupos sean distintos.
De este modo, el procedimiento BMS asegura que el subconjunto de calibracién sea
representativo del subconjunto prediccion.

Al igual que en los estudios QSAR previos, para verificar la calidad interna de los
modelos obtenidos se consideraron los criterios de validacion tedricos CV-LOO vy

41, 42

Aleatorizacién-Y. Ademads, se analizaron los parametros postulados por Golbraikh

et al., 2003,>* para confirmar la capacidad predictiva de los modelos lineales.

5.4.5. Resultados y Discusion

En los ultimos anos, ha incrementado el nimero de investigaciones enfocadas en
identificar nuevas sustancias larvicidas de origen natural. En ese contexto, las plantas
constituyen un laboratorio natural de nuevas entidades quimicas, caracterizadas por
presentar diferentes propiedades bioldgicas de interés en el control de insectos plaga
o vectores de enfermedades, como el mosquito Aedes aegypti L.

Para iniciar el procesamiento del modelo QSAR, se empled la técnica BSM para
dividir el conjunto de datos (N=62) en dos subconjuntos equitativos en relacidon
estructura-actividad; denominados subconjunto de calibracién (N_, =52), requerido

para diseifar el modelo, y subconjunto de prediccién (Np =10), constituido por el

red
20% de la informacién del conjunto de datos inicial (moléculas 3, 8, 13, 17, 19, 20, 22,
39,46y 62), y se utiliza para verificar la capacidad predictiva del modelo resultante.

Seguidamente, se establecieron las mejores regresiones lineales a través de la
estrategia RM, empleada para explorar 1738 descriptores moleculares linealmente
independientes generados por medio del programa comercial Dragon6. El método RM
minimiza el parametro S_, y selecciona los mejores modelos conformados por
d =1—6 descriptores mas representativos para la actividad. Asimismo, la seleccion del

2
jjmax *

mejor modelo se evalUa en funcién de los parametros R’ y R

A partir de Tabla 5.5 se logré determinar que el pardmetro S_, mejora a medida

cal
gue aumenta el nimero de descriptores del modelo, y que para el modelo QSAR con

d =6 descriptores el parametro S

s €S SUperior en relacion al resto de los modelos

con d=1-5. La definicidn de los descriptores moleculares incluidos en cada modelo
mencionado se exhibe en la Tabla 5.4.2 del apartado anexo.

Conforme a lo anterior, se determind que el mejor modelo lineal es el que
incorpora cinco descriptores moleculares independientes de la conformacién
expresado en la Ec. 5.11. En este caso, el modelo seleccionado presenta valores
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aceptables de los pardmetros estadisticos R*, Sy R.__ considerados como criterio de

ijjmax

seleccion del modelo.

Tabla 5.5. Modelos QSAR con d=1-6 descriptores mas representativos en 62
moléculas derivadas de las plantas. El mejor modelo se encuentra marcado en negrita.

d R?, Sl Ri,ed Spred R;max Descriptores Moleculares
1 0.30 0.41 0.39 0.43 0.00 | CATS2D_05_LL
2 0.52 0.34 0.80 0.33 0.04 | X5v, BLTF96
3 0.60 0.31 0.74 0.40 0.08 | X4v, MATS5e, BLTF96
Xasol , So(MAD _B(m), GASTS7i,
4 0.64 0.30 0.74 0.39 0.13
BLTF96
J.Dz(i), ATSC5S, JGI7, SpMax2.Bh(m),
5 0.69 0.28 0.78 0.39 0.26 H.052

JGI3, chil_EA(bo), Eig08 _EA(dm),
6 | 074 | 026 | 0.76 | 0.55 | 0.40 | CATS2D 08 DA, F10[C —C],
BLTF96

La capacidad predictiva de la Ec. 5.11 fue definida por medio de las moléculas del
subconjunto pred, el cual tiene un porcentaje de varianza explicada de 78% vy la

dispersion de los datos es S

s =0-39 . Ademas, se obtuvieron valores apropiados de

los pardmetros de validacién interna (Rfoo =0.60 y S,,,=0.32), que garantizan la

estabilidad del modelo d=5, ante la adicion o eliminacién consecutiva de una
molécula de calibracion por vez.

La estrategia de Aleatorizacion-Y verificd que el modelo obtenido no es producto
de una correlacién fortuita, y por el contrario, define una relacidon consisten entre la

estructura y la propiedad bioldgica (57 =0.36), luego de analizar 30.000 casos
posibles se elige el mejor resultado.

log,, LC,, =8.45—0.45(+0.1)J DZ(i) + 0.02(+0.003)ATSC5s +19.89 (+6)JGI7 —

5.11
—1.65(+0.2)SpMax2 Bh(m) + 0.07(+0.01)H.052 (5.11)

N =52,d=5,R? =0.69,S_, =0.28,N
R’., =0.60,S,,, =0.32,5* =0.36

N . =10,R>  =0.78,S _ =0.39

pred pred pred

/d=10,F =20,R?

ijjmax

cal cal =0.26,0(2.55)=1,

Ademas, la Ec. 5.11 cumple con los parametro de validacidén externa propuestos
por Golbraikh et al., 2003. Los valores resultantes de este analisis se exhiben a
continuacion:

k=0.95y k'=1.04
R =0.76y R’ =0.61
1-R2 /R’ ,=0.014y1-R’ /R’ ,=0.21

pred pred
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R’ =0.69

Ahora para examinar la contribucién de los cinco descriptores moleculares
involucrados en el modelo QSAR se brindard una breve descripcidon de cada descriptor
no conformacional a continuacion:

- Un descriptor basado en la matriz 2D representado por J.DZ(i), se obtiene a

partir de un indice de conectividad J de Balaban obtenido de la matriz Barysz
ponderada por el potencial de ionizacidn.

- Dos descriptores de autocorrelacion 2D denominados ATSC5s y JGI7,
proporcionan informacion originada por la autocorrelacion centrada de
Broto-Moreau de distancia 5 ponderada por el estado-l, y el indice de carga
topoldgica media de orden 7, respectivamente.

- Un descriptor de valores propios de carga, representado por pMax2.Bh(m),
que indica el mayor auto valor n. 2 de la matriz de carga ponderada por la
masa atémica.

- Un descriptor constitucional de fragmento centrado en el dtomo de H
catalogado como H.052 que aporta informacién sobre los atomos de H
enlazados a un grupo sustituyente CO (sp3) enlazado a un atomos de
Carbono.

La matriz de correlacidn de la Tabla 5.6 exhibe la ausencia de altas
intercorrelaciones entre los cinco descriptores mencionados anteriormente. Los
valores de cada descriptor molecular y los datos de la actividad larvicida log,, LC,,
experimental y predicha por la Ec. 5.11 se encuentran disponibles en las Tablas 5.4.3 y
5.4.4 del material anexo.

Tabla 5.6. Matriz de correlacidon de los descriptores moleculares incluidos en la Ec.
5.11.

Ec.5.11 1.DZ(j) ATSC5Ss JGI7 pMax2.Bh(m) H.052
J.DZ(i) 1 0.154 0.243 0.034 0.413
ATSC5s 1 0.101 0.389 0.184
JGI7 1 0.514 0.122
pMax2.Bh(m) 1 0.027
H.052 1

La Figura 5.16.A corresponde al grafico de prediccion de los 62 compuestos semi-
sintéticos como una funciéon de la informacién experimental (LCso) reportada para cada
subconjunto molecular. Asimismo, la figura 5.16.B exhibe la distribucién aleatoria de
los valores de residuo dentro del rango de toxicidad aguda delimitado por las
predicciones del modelo. Aunque, se detectd un valor atipico de la propiedad predicha
por la Ec. 5.11. La molécula 55 del subconjunto cal presenta un comportamiento
irregular con respecto a las demas moléculas evaluadas.
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Después de verificar la estructura molecular digitalizada, los valores de los
descriptores moleculares y la fuente de los datos experimentales, se encontré que el
modelo propuesto no tiene la habilidad de predecir acertadamente esta molécula.
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Figura 5.16. A). Gréfico de la actividad larvicida log,, LC,, experimental y calculada por

la Ec. 5.11. B). Dispersién de los valores de residuo.

Conforme al andlisis del AD de la Ec. 5.11, se obtuvo un diagrama de Williams
exhibido en la Figura 5.17. Donde se puede apreciar que el poder predictivo del
modelo no se ve afectado por la valor atipico del compuesto 55, ya que las moléculas
gue comprenden el subconjunto pred se encuentran dentro del AD del modelo; lo que

indica que las predicciones de N, ., =10 son confiables y provienen de una verdadera

red

relacion estructura-actividad.
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Figura 5.17. Valores de influencia (h,), limite de influencia (h" =0.53) y residuo

estandarizado o(2.5S) de la Ec. 5.11.
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Después de verificar el comportamiento de los valores estimados por el modelo
QSAR, se logro apreciar que diferentes moléculas de los subconjuntos cal y pred
exhiben alta capacidad larvicida sobre el A. aegypti L. Los compuestos 7 y 8 son
hidrocarburos ciclicos insaturados con enlaces dobles endo y exo que exhiben un
potencial larvicida efectivo en concentraciones menores a 50ug / mL (log,, <1.7). Los

valores de la actividad larvicida observada y estimada por la Ec. 5.11, asi como los
valores de influencia (h;) del modelo se encuentran exhibidos en la Tabla 5.4.4 del
material anexo

Ademads, los compuestos 55, 19, 21 y 50 derivados de la naturaleza son andlogos
funcionales y estructurales, conformados por un anillo aromatico unido a un grupo
éster activador con sustituyente de tipo hidroxilo, cloro o benceno, y presentan un
poder larvicida similar.

Por ultimo, se encontré que la molécula 59 con estructura molecular alifatica
(CO(CH,),) tiene un importante valor de toxicidad aguda media (LCso), analogo al

poder larvicida de la molécula 55, aunque no son andlogos estructurales.

Conforme a lo anterior, se investigd el rendimiento del modelado QSAR cuando
se evalla un conjunto de datos mas especifico, conformado por moléculas de igual
clase quimicas. Se buscaron las mejores regresiones lineales para dos conjuntos
moleculares mas especificos, basados en el conjunto de datos inicial.

El primer conjunto definido como I, contiene 34 moléculas con un anillo
aromatico (14-30, 32, 33, 36-38, 46-56 y 58). Para iniciar el modelado se aplicé la
técnica BSM, generando los subconjuntos moleculares N_, =27 (14, 16, 19-24, 26-30,

32, 33, 36, 38, 46, 48-50, 52-56 y 58) y N___ =7 (15, 17, 18, 25, 37, 47, 51).

pred

El segundo conjunto denominado Il, comprende 28 compuestos de cadena
carbonada alifatica, aliciclica y biciclica (1-13, 31, 34, 35, 39, 40-45, 57, 59-62); en este
caso, la técnica BSM generd dos subconjuntos, N_, =22 (1, 2, 4-8, 10, 11, 13, 31, 34,
35,41-45,57y59-61)y N =6 (3,9,12,39,40y 62).

pred

La Tabla 5.7 exhibe los mejores modelos de regresion QSAR de d=1-5
descriptores definidos para los conjuntos | y ll, mediante la exploracion coherente de
d =1738 descriptores realizada por la técnica RM.

Para el conjunto | se encontrd el mejor modelo QSAR con cuatro descriptores
moleculares; mientras que para el conjunto I, tan solo dos descriptores simples fueron
requeridos para establecer una correcta relacién estructura-actividad.
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Tabla 5.7. Mejores modelos QSAR con d =1-5 descriptores mas representativos para
los conjuntos de datos | y Il. El mejor modelo se encuentra marcado en negrita.

Conjuntolcon N=34

R Scal Rlei | Soea | Rimsx | Descriptors moleculares
0.27 0.40 0.71 0.20 0 GATS7p

0.44 | 0.36 | 0.71 | 0.24 0.01 | GATS7p,CATS2D _08_DD

WIN|F- | Q

0.56 0.33 0.53 0.32 0.16 MATS1v,MATS7i,Eigl3_ AEA(dm)

GATS5i,Eigl3 _ AEA(dm),C.026,

4| 066 | 029 ) 060 | 038 | 035 | \roop 03 DA

MATS5i,GATS5i,Eigl3_ AEA(dm),

77 | 0.2 71 | 04 .94
510 025 | 0 0.49 | 094 | \7s20 03 _DACATS2D 09 AL

Conjunto ll con N =28

0.62 0.32 0.75 0.27 0 X4

0.83 0.22 0.80 0.33 0.25 ATS2m, Eig10 _EA(bo)

0.93 0.14 0.70 0.50 0.19 nCt,CATS2D _06 _LL,BO1[C —O]

HIWIN |-

0.96 0.11 0.89 0.59 0.18 ICR,Eigl0 _EA(dm),nCt,LLS: _02

ICR,Eig10_EA(dm),nCt,

5| 097 | 010 | 090 | ND* | 0.46
FO2[C —O],LLS 02

*No Disponible

De acuerdo con los resultados de la Tabla 5.7, los modelos QSAR mds especificos
no logran superar el poder predictivo del modelo general definido en la Ec. 5.11. De
este modo, se comprobd que la Ec. 5.11 define la mejor relacidon cuantitativa
estructura-actividad establecida para el conjunto de datos con 62 moléculas larvicidas.

Los valores de los descriptores moleculares involucrados en los modelos QSAR
propuestos para los conjunto | y Il se encuentran disponibles en las Tabla 5.4.5 y 5.4.6
del material anexo. Ademas, se pueden observar los graficos de predicciéon y residuo
para cada conjunto molecular (I'y Il) en las Figura anexas 5.4.Ay 5.4.B.

Otro enfoque considerado durante este estudio fue la busqueda de un modelo
QSAR basado en descriptores moleculares de facil interpretacién y con capacidad de
anticipar el efecto téxico agudo de las moléculas sobre las etapas inmaduras del
mosquito A. aegypti L., puntualmente en larvas de lll y IV instar.

Para esto, se buscaron los descriptores moleculares mas simples entre los 4885
descriptores del programa comercial Dragdén 6. Seguidamente, se empled el método
RM para buscar los mejores modelos QSAR con d =1—-6, explorando un conjunto con
223 descriptores de facil interpretacién exhibidos en la Tabla 5.8.
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Tabla 5.8. Los mejores modelos QSAR con d=1-6 descriptores a partir de un
conjunto de 233 descriptores de facil interpretacion. El mejor modelo se marca en

negrita.

d | R% | S | Roed | Swes | Rimex | Descriptores moleculares

1 0.26 | 0.42 | 0.79 | 0.41 0.00 BO6[C —C]

2 0.49 | 0.35 | 0.79 | 0.33 | 0.03 Rbrind ,BLTF96

3 0.54 | 0.34 | 0.85 | 0.32 | 0.42 Se,Rbrind,BLTF96

4 0.60 | 0.32 | 0.87 | 0.33 | 0.21 TRS,TIE,Ui,BLTF96

5 0.62 | 0.31 | 0.87 | 0.35 | 0.21 TRS,TIE,nR =Ct,BLTF96
nRCOOR,nHAcc,B06[C —C],B10[C — O],

6 0.69 | 0.29 | 0.82 | 0.40 | 0.56
FO5[C —0],Uc

El modelo QSAR, definido en la Ec. 5.12, muestra una capacidad predictiva del
log,, LC,, superior a los otros modelos, e incluye cuatro descriptores de facil

interpretacion, asociados a la respuesta final bajo estudio.

log,, LCs, = 3.38 +0.07(0.02)TRS + 0.02(+0.003)T/E — 0.3(+0.06)Ui +

(5.12)
+0.38(+0.07)BLTF96

N =52,d=4,R’, =0.60,S

cal

/d=13,F =17,R?

ijmax

. =0.32,N
R’,, =0.50,S,,, =0.36,5 =0.40
N,.,=10,R:  =0.87,5  =0.33

pred

=0.21,0(2.55)=2,

cal

pred pred

Los descriptores moleculares simples involucrados en la Ec. 5.12 pertenecen a
tres diferentes clases de descriptores, detalladas a continuacion:

- Dos descriptores de propiedades moleculares representados como Ui vy
BLTF96, que contiene informacidn acerca del indice de insaturacién de los
compuestos y la toxicidad Verhaar de referencia en peces y ecosistemas
acuaticos considerando el parametro MLOG P (mmol/l), respectivamente.

- Un descriptor constitucional de grupo aromatico definido como TRS, con
informacién del tamafio total del anillo aromatico.

- Un descriptor basado en ITs descrito como TIE, que codifica informacién de
los indices topoldgicos de estados-E.

A partir de la Tabla 5.9 es posible apreciar que los cuatro descriptores simples no
presentan inconvenientes de intercorrelaciones demasiado altas. Los valores de los
descriptores mas simples se incluyen en la Tabla 5.4.7 del apartado anexo.
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Tabla 5.9. Matriz de correlacién de los descriptores simples incluidos en la Ec. 5.12.

Ec.5.12 TRS TIE Ui BLTF96
TRS 1 0.013 | 0.026 0.03
TIE 1| 0.452 0.46
Ui 1 0.13

BLTF96 1

Los resultados obtenidos muestran una bondad de ajuste mas baja para el
modelo 5.12 (Rfa, =0.60, S, =0.32), y no logra superar los resultado obtenidos para

el modelo 5.11 (Rfa, =0.69, S =0.28). La Ec. 5.12 involucra dos valores atipicos con

un valor de residuo mayor a 2.5 veces S_, .

Con el fin de verificar la correlacidon encontrada entre los 62 datos observados y
los predichos por la Ec. 5.12, se generd el grafico exhibido en la Figura 5.18.A, y el
grado de dispersion de los valores de residuo se dispone en la Figura 5.18.B.

Si bien la Ec. 5.12 presenta mayor capacidad predictiva de N, req (R;red =0.87,

=0.33) en comparacién con la Ec. 5.11 (R?_, =0.78, S__ =0.39); este resultado

pred

S

pred pred

puede ser casual, ya que la calidad de N_, empeora para el modelo 5.12. Ademas, la

prueba CV-LOO revelo la baja estabilidad de la Ec. 5.12 (RLZOO =0.50, S,,, =0.36) con

respecto a la Ec. 5.11 (

RZ

LOO

=0.60,S

LOO

=0.32), y se ubica en el limite permitido (

2 .
R0 >0.5) por dicha prueba.
4.0 2 1.0 -  Calibracion
Y 0.8 S [ ] Prediccion
- 2 m Valor atipico
35 | o 06 1]
E 6 | Py
B 04 * .
(%] !
30 |5 . o2 /e * .
] *
£ . 02 . *e8
*
25 A ¢ 0.0 *® o
* . 0% o o ‘4
» * . 02 ‘%’ s’ 2
2.0 . ~}’ u YWe o
e/t @ # Calibracién -0.4 4
Prediccion *
15 | valor atipico 06
— Ajuste ideal 08 -
10 Experimental log,, LG, 10 Prediccion logyoLCsy
o 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
A B

Figura 5.18. A). Valores de predicciéon del log,, LC,, en funcién de la informacion

experimental. B). Dispersion de los valores de residuo.
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Conforme a los valores de la prueba de Aleatorizacién-Y (S_, <S57°(0.40)) se

cal

determind que el modelo de la Ec. 5.12 es estable. También, cumple con los criterios
propuesto por Golbraikh et al., 2003, obteniendo los siguientes valores:

k=093y k'=1.07
R2=0.86y R} =0.82
1-R; /R..; =0.005y 1-R’ /R’ =0.05

R’ =0.81

A partir de los resultados alcanzados con este estudio se establecié que la mejor
herramienta in silico obtenida es el modelo QSAR expresado en la Ec. 5.11, que
involucra cinco descriptores independientes de la conformacidon con capacidad de
predecir acertadamente la actividad larvicida sobre el A. aegypti L. de 62 sustancias
guimicas de origen natural o semisintético, requeridas en el disefio ecocompatible de
nuevos larvicidas para reducir los casos clinicos asociados a los virus DENV, ZIKV o
CHIKV.

5.4.6. Conclusiones

Un conjunto de datos conformado por 62 moléculas derivadas de las plantas fue
estudiado a través de tres diferentes enfoques QSAR, donde se considerd un conjunto
de datos general y dos conjuntos de datos especificos de magnitud /=34 moléculas y
Il =28 moléculas, seleccionados segun los fragmentos subestructurales aromaticos o
alifaticos, respectivamente.

Luego, cada conjunto de datos fue divido de forma equitativa a través del
Método de Subconjuntos Balanceados (BSM). Se buscaron los mejores modelos de
regresion lineal por medio de la técnica RM, examinando 4885 descriptores
moleculares del programa Dragon 6.

Los resultados obtenidos mediante la técnica MLR junto con RM fueron exitosos,
con parametros estadisticos de valores adecuados que corroboran la calidad,
veracidad y robustez de las ecuaciones. En definitiva, el mejor modelo QSAR
encontrado incluye cinco descriptores no conformacionales con capacidad de anticipar
la respuesta final larvicida en moléculas nuevas, hipotéticas o carentes de esta
informacién bioldgica.
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5.5. Andlisis QSAR de agentes derivados de las plantas con actividad
larvicida sobre el Aedes aegypti L. mediante descriptores de acceso libre

En particular, la necesidad de disefiar herramientas computacionales aplicables,
reproducibles, sencillas y acertadas para anticipar diversos efectos bioldgicos finales
generados por una o varias sustancias quimicas en un delimitado organismo o entorno,
motivo el desarrollo del presente estudio QSAR enfocado en predecir el poder larvicida
sobre el A. aegypti L. de un conjunto molecular compuesto por 60 metabolitos
secundarios y sus analogos semisintéticos.

A través del modelado QSAR se establecen paralelismos matematicos racionales
gue contemplan Unicamente los aspectos mas simples de la estructura molecular,
codificados por miles de descriptores constitucionales y topoldgicos, generados por
diferentes programas de acceso libre.

La exclusién de los descriptores moleculares geométricos, por ejemplo el
descriptor de distribucion de carga que requiere una representaciéon 3D, evita las
ambigliedades derivadas de la existencia de varios estados conformacionales exhibidos
para una misma molécula, dependiendo de las rotaciones del enlace y el angulo entre

2, 67, 68

enlaces. Por lo tanto, los valores de los descriptores 3D generalmente cambian

segun el usuario, los programas y las aproximaciones de la estructura molecular activa.

5.5.1. Datos de la actividad larvicida (LCsg)

Para desarrollar un nuevo modelo QSAR basado en los aspectos no
conformacionales de las moléculas, se utilizé el mismo conjunto de datos evaluado
previamente por los modelos lineales QSAR expresados por las ecuaciones 5.11y 5.12.

En este caso, fue necesario excluir las moléculas 27 y 56 detalladas en la Figura
5.15, ya que presentaban un importante error de medida experimental de la actividad
larvicida sobre el mosquito A. aegypti L. De este modo, se evalué un conjunto de
moléculas extraido de la literatura con 60 datos de toxicidad aguda media (LCso) sobre

larvas del vector del dengue y el zika.®*®*

5.5.2. Descriptores moleculares

Inicialmente, se dibujaron las estructuras quimicas en un formato bidimensional

h.%% 7% Este recurso

(2D) por medio del programa de acceso libre ACDLabs ChemSketc
gratuito permite digitalizar las estructuras moleculares en diversos formatos de

representacién molecular.

Ademas, permite calcular algunas propiedades atémicas como polarizabilidad,
volumen molar, peso molecular; o propiedades fisicoquimicas de los compuestos como
refractividad molar, constante dieléctrica, indice de refraccidn, tension superficial o el
Log P. Incluso, cuenta con mddulos para verificar las formas tautoméricas.
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Las 60 estructuras quimicas analizadas se generaron tanto en notaciéon SMILES
candnica como en representacion molecular 2D, sin realizar la optimizacién de la
geometria; luego se guardaron en formato MDL mol (V2000).

A partir del conjunto molecular conformado por 60 larvicidas inspirados en la
naturaleza, se codificaron las caracteristicas moleculares independientes de Ia
conformacion a través de los descriptores moleculares e indicadores de fragmentos
incluidos en diferentes programas disponibles de acceso libre.

El primer programa utilizado es el PaDEL versién 2.20 con capacidad de generar
1444 descriptores 0D-2D y 12 tipos de indicadores de fragmentos (16.092 bits).”" ”
Seguidamente, se utilizo el programa gratuito Mold?, programado por la FDA US para
generar 777 descriptores que codifican la estructura molecular bidimensionalmente a

partir de archivos de entrada en formato MLD sdf.”?

Ademas, se agregaron 14 descriptores semiempiricos generados por el programa
libre EPI Suite;’* basado en propiedades fisicoquimicas y estimaciones con aplicacion
ambiental, tal como la constante de la ley de Henry (logK,EPI), el coeficiente de

sorcion del suelo y los sedimentos (logK, EPI) y el logaritmo del coeficiente de

particion octanol/agua (logK, EPI).

Con el procedimiento anterior, se obtuvo un amplio conjunto de descriptores
moleculares con 18326 variables no conformacionales, que brinda mas informacion
acerca de las caracteristicas estructurales mas relevantes de este conjunto de datos,
generando mas posibilidades estructurales para establecer paralelismos matematicos
relacionados con la respuesta larvicida final sobre el A. aegypti L.

Finalmente, a este conjunto de descriptores se le aplicé el anadlisis de
dependencia lineal entre pares de variables, asi como la exclusién de los descriptores
constantes, casi constantes o con valores ausentes. Para finalmente obtener un
conjunto representativo con 1750 descriptores linealmente independientes.

5.5.3. Seleccion del modelo QSAR

La técnica de seleccion de descriptores RM basada en MLR,* *°

se empled para
explorar un conjunto de d=1705los descriptores moleculares mas representativos
para la toxicidad aguda media (LCsp) de un conjunto de 60 moléculas; con el objetivo
de encontrar las mejores regresiones lineales con error minimo, controlando la
) o error cuadratico medio (RMS

desviacion estandar (S ) del subconjunto cal.

cal cal

La técnica RM ha resultado util en diferentes estudios de la teoria QSAR para
descubrir el paralelismo matematico existente entre los aspectos estructurales no
conformacionales de las moléculas y un delimitado efecto biolégico final generado por

las mismas.®¢%®
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Conforme a lo anterior, se buscaron los mejores modelos de prediccién QSAR
basados en los descriptores OD, 1D y 2D mas representativos para estimar la actividad
larvicida sobre las etapas inmaduras del vector de multiples enfermedades endémicas.

5.5.4. Validacion interna y externa del modelo

Actualmente, el analisis de un conjunto de moléculas de prueba externo, no
considerado por el modelo durante la calibracién de sus parametros, se conoce como
el criterio de validacién mas confiable. En este sentido, el conjunto de datos inicial
(N=62) fue dividido por medio del BSM;*® esta técnica ha garantizado la divisién
equitativa de cada subconjunto molecular en diversos estudios de la teoria QSAR.

Asimismo, se utilizaron distintos criterios tedricos para validar internamente el
modelo QSAR, tal como la validacion cruzada (CV) LOO que evalua la estabilidad del
s . . / 41
modelo ante la exclusidn/inclusidon de una molécula.

Del mismo modo, se empled la técnica de validacién cruzada de LMO (donde M
debe ser el porcentaje de moléculas eliminadas del subconjunto cal). En este caso, se
excluye el 15% de los datos de cal (8 moléculas). Después de ejecutar 100 mil casos de
eliminacion aleatoria de datos, los resultados se contemplan a través de los

. s s 2 75
parametros estadisticos RLMOy SLMO.

Ademas, se recurrié al analisis de Aleatorizacidon-Y para medir el nivel de
veracidad del modelo de regresién.*? Al igual que en los estudios QSAR previos, se
evaluaron los pardametros postulados por Golbraikh para regular la capacidad
predictiva del modelo.

Seguidamente, se evalud el pardmetro VIF que indica cuanto se infla la varianza
del coeficiente del descriptor en comparacién con el caso en que los descriptores son
completamente ortogonales entre si. Idealmente, el valor VIF de un descriptor debe

ser inferior a 10.7% 77

Por ultimo de aplicé la técnica de influencia para definir el AD del modelo lineal
QSAR, y determinar el nivel de incertidumbre de sus predicciones; especialmente del

subconjunto pred u otros conjuntos moleculares externos.”> ”

5.5.5. Resultados y Discusion

Un conjunto de datos compuesto por 60 moléculas naturales y sus andlogas
semisintéticas con prominente capacidad tdxica sobre las larvas de A. aegypti L. en llI-
IV instar fue utilizado como objeto de estudio para disefiar un modelo QSAR.

En este caso, se inicid con la divisidon del conjunto molecular en dos subconjuntos
equilibrados en relacién estructura-actividad generados por la técnica BSM; el
subconjunto de mayor magnitud de datos se utilizé para calibrar el modelo (N_, =50),
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y las moléculas remanentes conformaron el subconjunto pred (Np =10), utilizado

red

para medir el poder predictivo del modelo mas adelante.

Seguidamente, se examinaron las caracteristicas estructurales mas
representativas del subconjunto N_, por medio de la técnica RM basada en MLR, con

un criterio de seleccion adecuado para explorar 1750 descriptores OD-2D linealmente
independientes.
El criterio considerado para seleccionar los mejores modelos lineales se enfoca

2 .y o
° : también utilizamos la

ijmax ?

. s g 2
en los valores de los parametros estadisticos R°, S y R
practica comun de mantener el tamafio del modelo lo mas pequefio posible, para
evitar cualquier posible correlaciéon inusual
Con base en los resultados exhibidos en la Tabla 5.10 es posible apreciar que el
parametro S_, disminuye ante el incremento del nimero de descriptores; mientras

que el parametro S, exhibe valores aceptables hasta d =5.

Tabla 5.10. Los modelos QSAR mas representativos de d=1-7 descriptores no
conformacionales de acceso libre. El mejor modelo QSAR se resalta en negrita.

Rfa, S R;,ed Spred R;max Descriptores moleculares
0.43 | 0.36 | 0.71 | 0.31 | 0.00 | C3SP2

0.67 | 0.27 | 0.87 | 0.21 | 0.06 | ATSC3v, logK, EPI

0.79 | 0.22 | 0.92 | 0.20 | 0.40 | SdssC,KR3224,KR3369

0.82 | 0.20 | 0.91 | 0.22 | 0.40 | AATSCOv,SdssC,KR3224,KR3369

cal

W IN ||

0.84 | 0.20 | 0.92 | 0.23 | 0.75 | SP.6,VP.2,TICO,PC2, logK, EPI

ATS3e,SpMAx7 :Bhm,ETA _BetaP _s,
PC544,PC581,D777

6| 087 | 0.18 | 0.88 | 0.33 | 0.44

ATS4p,MATS1m,nHCsatu,MDEO.11,KR2,

7090 | 0.16 | 0.88 | 037 | 0.48 | \borer ook ppy

Conforme a lo anterior, se eligié la relacidon estructura-actividad que contiene
cinco descriptores con alto poder predictivo del conjunto externo de prediccién,
expresada en la Ec. 5.13. El significado de los descriptores moleculares elegidos entre
las mejores regresiones lineales se exhibe en la Tabla 5.5.1 del apartado anexo.

La Ec. 5.13 exhibe una sobresaliente capacidad predictiva del subconjunto N_,,

2

ored = 92% . Asimismo,

donde los porcentajes de la varianza explicada son R’ =84% vy R

se determind que el pardmetro S presenta un nivel bajo de dispersién de los datos de

prediccion de cada subconjunto con valoresde S ,=0.20y S, =0.23.

red
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log,, LC., =3.14 +0.25- SP.6+0.30 - VP.2 — 0.03TIC, +0.30 - PC2
~0.46 -log K, EPI (5.13)

/d=10, R} ., =0.74,0(2.55)=0,

=0.26,5"*" =0.36

N, =50,d=5,R? =0.84,S

z =0.20,N
R, =0.80,5,,, =0.22,R},, =0.72,S
=10,R? , =0.92,S

LOO 77 MO
N pred

cal cal

LMO

=0.23

pred pred

Seguidamente, el modelo QSAR de la Ec. 5.13 superd las pruebas de validacién
cruzada interna LOO y LMO, empleadas para verificar la estabilidad del modelo ante la
=0.80,5,,, =0.22) u 8 datos (R?,, =0.72,5,,,, =0.26) en N_, .

ausencia de 1 ( R? 100 LMo tvo

LOO

Los resultados de la prueba de Aleatorizacién-Y (S_, < S (0.36)) ratifican que

la Ec. 5.13 es una relacidn estructura—actividad larvicida coherente y robusta después
de analizar 100 mil casos de aleatorizacion, e incluso cumple con los criterios de
validacion de Golbraikh et al., 2003 con los siguientes valores:

k=1.01y k'=0.98
R =0.91y R? =0.92
1-R/R} ,=001y1-R’/R}  =23x10"

pred pred

R’ =0.85

A través de la Figura 5.19.A se exhiben las 60 actividades larvicidas predichas
como una funcion de valores observados para las moléculas de los subconjuntos cal y
pred. La informaciéon numérica del grafico se encuentra en la Tabla 5.5.2 del material
anexo. El diagrama de dispersién de los valores de residuo ilustrado por la Figura
5.19.B, revela que los residuos tienden a obedecer un patrén aleatorio alrededor de la
linea cero, siguiendo el criterio de la técnica MLR.

Los cinco descriptores no conformacionales involucrados en la Ec. 5.13 pertenecen
a 4 diferentes clases, detalladas a continuacion:

- Dos descriptores de conectividad chi de PaDEL representados por SP.6,
camino simple de orden 6; VP.2 camino de valencia de orden 2.

- Un descriptor de contenido de informacion denominado TIC,, indice de
contenido de informacién total (simetria de vecinos mas cercanos de orden
0).

- Un descriptor indicador de fragmentos Pubchem definido por PC2, indicador
de la presencia de atomos individuales interpretados por el simbolo Hyg.

- Un descriptor semiempirico representado como logK,EPI, codifica el

logaritmo del coeficiente de particién octanol / agua calculado a partir del
modulo KOWWIN del programa EPI Suite.
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Figura 5.19. A). Valores de prediccion del log,, LC,, en funcién de la informacion

experimental. B). Dispersion de los valores de residuo.

Los descriptores del modelo QSAR obtenido presentan valores de
intercorrelacion bajos, acorde con la Tabla 5.11. Ademas, conforme a los resultados del
parametro VIF, los descriptores de la Ec. 5.13 tienen un valor VIF menor a 10 (VIF=2);
indicando que la multicolinealidad no es un problema en la seleccion de variable de la
técnica RM.

Tabla 5.11. Matriz de los coeficientes de correlacién de los descriptores incluidos en la
Ec. 5.13 y sus valores VIF.

Ec.5.13 SP.6 VP.2 TIC, PC2 logK,, EPI VIF
SP.6 1 0.39 0.74 0.09 0.23 2.4
VP.2 1 0.51 0.15 0.45 1.8
TIC, 1 0.05 0.24 2.8
PC2 1 0.12 1.0

logK,, EPI 1 1.3

Seguidamente, con la exploracion del AD de la Ec. 5.13 se gener6 el diagrama de
Williams expuesto en la Figura 5.20. En este caso, se puede observar que los
compuestos del subconjunto pred se encuentran dentro del AD, con valores de

influencia inferiores al limite (h” =0.36).

Ademas, la mayoria de las moléculas del subconjunto cal presentan valores de
influencia altos (h, =0.22-0.04), otorgando la posibilidad de estimar la actividad
larvicida de diversas moléculas nuevas o aun inexploradas. Y solo una molécula superé
el limite de advertencia h , con h =0.48. Los datos del andlisis de influencia, asi como

los valores de los cinco descriptores estan disponibles en las Tablas 5.5.2 y 5.5.3 del
material anexo.
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Figura 5.20. Valores de influencia (h,), limite de influencia (h"=0.36) y residuo
estandarizado 0(2.5S) de la Ec. 5.13.

Por otra parte, el grado de contribuciéon de los descriptores del modelo fue
evaluado por el parametro bf; donde se determin6 que los descriptores logK,, EPI,
VP.2 y TIC, tienen mayor importancia para estimar la LCsqo sobre larvas A. aegpyti L,

acorde al siguiente orden:

logK_, EPI(1.14) > vP.2 (0.97) > TIC,(0.61) > PC2(0.33) > SP.6 (0.31)

En este contexto, los coeficientes de regresién de los descriptores pueden
elucidar la influencia que tienen sobre la respuesta bioldgica final analizada.

Para el modelo 5.13 se realizé la interpretacidn expuesta en la Figura 5.21; donde
la disminucion de los valores de los descriptores VP.2 y SP.6, junto con el aumento de
los descriptores logK, ,EPI y TIC,, y la ausencia del fragmento codificado por PC2,
contribuye a la obtencién de larvicidas naturales de efectividad plausible sobre el
vector A. aegypti L.

log,, LC,, =3.14 4 0.255P.6 +0.29VP.2 —0.03TIC, [+0.30PC2 [-0.46logK , EPI

se predice solo si Valores bajos Valor= 0 del Valores altos de
menor log,, LCs, de VP2y SP6  fragmento PC2  log Koy EPIY TIC,

Figura 5.21. Interpretacion del grado de influencia de los descriptores de la Ec. 5.13.

Conforme a lo anterior, se comprobd que la interpretacién dada para el modelo
5.13 se cumple en los compuestos 16, 19 y 44 del subconjunto cal y 59 del subconjunto
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pred, los cuales se predicen como activos o inactivos en coherencia con los valores de
los cinco descriptores del modelo, tal como se muestra en la Figura 5.20.

Activos Inactivos
No. | SP6 | VP2 | TIC, | PC2 | log K,y EPI No. | SP.6 | VP2 | TIC, | PC2 | log Ko EPI
16 | 1.8 5 46.8 0 4 44 | 1.7 4.5 31.1 1 2.9
19 1 3.2 30 0 3.6 59 | 19 43 385 1 2.1
62 pg mL? Cl 851 pg mL? 1096 pg mL-
o 69 pg mL? 1
Cl o) OH
o OH / OH
16 19 44 59

Figura 5.22. Moléculas con actividad asociada a las condiciones estructurales
estipuladas por los descriptores de la Ec. 5.13.

Por ultimo, se comprobd que la calidad estadistica del modelo QSAR de la Ec.
5.13 es similar o supera varias herramientas computacionales reportadas hasta el
momento, desarrollas en el siguiente orden:

1. Scotti et al., 2014:

2. Alencar-Filho et al., 2016
3.Deetal., 2018

4. Dos Santo et al., 2018.

La informacién completa de estos estudios computacionales se encuentra
disponible en el capitulo 4, seccién 14. Cabe resaltar que el modelo de la Ec. 5.13
también logré superar la calidad estadistica y el poder predictivo de los modelos QSAR
5.11y 5.12 detallados anteriormente.

5.5.6. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio QSAR se encontrd un
modelo conformado por cinco descriptores independientes de la conformacién,
generados por diferentes programas de acceso libre. Este modelo exhibe un
rendimiento predictivo aceptable del subconjunto pred, y puede cumplir con otras
condiciones matemadticas necesarias, como la CV-LOO o CV-LMO, la técnica de
Aleatorizacidn-Y o el andlisis del parametro VIF. Ademas, el analisis del AD postulé que
para predecir la actividad larvicida de nuevas moléculas con certeza, estas deben

presentar un valor de influencia h; menor al limite de advertencia (h ) del modelo.

Asimismo, el grado de contribucidn de los descriptores moleculares detallado
antes, permite elucidar las caracteristicas estructurales que una sustancia quimica, ya
sea de origen natural o de sintesis debe tener para exhibir un valor de toxicidad aguda
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(LCso) favorable en el control prematuro de los vectores transmisores de diferentes
arbovirus.

Ademads, se logré proponer con éxito un modelo QSAR que no requiere la
representaciéon conformacional de las moléculas, ya que contempla Unicamente los
aspectos constitucionales y topolégicos de las mismas, codificados por medio de miles
de descriptores moleculares disponibles en diferentes programas de acceso libre.

5.6. Estudio QSAR no conformacional de 263 larvicidas derivados de las
plantas sobre el vector del dengue y el zika, el Aedes aegypti L.

Ante el constante interés por desarrollar nuevos modelos QSAR para contribuir al
control del vector A. aegypti L. se buscé proponer un novedoso modelo QSAR
orientado en predecir un amplio conjunto molecular con 263 compuestos derivados de
las plantas, recolectados de la literatura especializada para identificar las principales
caracteristicas estructurales que pueden influir en la actividad larvicida sobre el A.
aegypti L.

El objetivo del presente estudio fue encontrar modelos simples basados
Unicamente en los aspectos estructurales 0D, 1D y 2D de las moléculas, codificados a
través de los descriptores moleculares incluidos en los programas libres detallados en
la seccién anterior, junto con un nuevo programa de calculo de descriptores
denominado QuBiLs-MAS.”® 7

La principal ventaja de no analizar las conformaciones moleculares es que los
Unicos datos experimentales necesarios para desarrollar el modelo QSAR es la
informacién experimental de la actividad bajo estudio. En este caso, los datos de la
toxicidad aguda media (LCso) reportados para las 263 sustancias quimicas evaluadas.

5.6.1. Datos de la actividad larvicida (LCsg)

Un conjunto de datos con 263 compuestos larvicidas estructuralmente diversos,
qgue incluyen quinonas, policétidos, fenilpropanoides, cumarinas, terpenoides,
flavonoides, terpenos, alcaloides y diversos analogos semisintéticos, fue utilizado

como objeto de estudio para desarrollar un nuevo modelo QSAR.%%?

En este caso, la actividad larvicida se define como la Concentracion Letal media
(LCs0), que indica la concentracion a la que el 50% de la poblacion de larvas entre Il y
IV instar muere después de 24 a 48 horas de tratamiento con la solucién de prueba.

El conjunto de datos fue extraido de la literatura especializada y cada valor se
convierte en escala logaritmica (log,, LC,,) para fines de modelado. La lista completa

del conjunto molecular estudiado y los valores experimentales de la actividad larvicida
se proporcionan en el la Tabla 5.6.1 del apartado anexo.
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5.6.2. Descriptores moleculares

El conjunto de descriptores tedéricos y semiempiricos basados en los aspectos no
conformacionales de la molécula se generd a través de los programas de acceso libre
PaDEL,’" "> Mold2,”® y EPI Suite.”* Ademas, se estudid y utilizé el programa QuBilLs para
calcular otro tipo de descriptores bidimensionales calculados a partir de los mapas
cuadraticos bilineales y N-lineales,”® ”° empleando las matrices de densidad electrénica
tedricas de grafos y el mddulo de ponderaciones atdmicas MAS, del programa
multiplataforma gratuito ToMoCoMD-CARDD.

El médulo algebraico QuBiLs-MAS tiene la capacidad de generar 8448 indices
basados en tensor que pertenecen a 176 tipos de mapas algebraicos bilineales,
cuadraticos y lineales, establecidos sobre indices métricos espaciales (matrices de
disimilitud y ponderaciones atémicas).

Las matrices de N-tuplas se usan para representar las relaciones entre dos, tres y
cuatro atomos, y también se pueden usar para codificar informacion relacionada con
grupos o tipos de dtomos que pertenecen a un fragmento molecular especifico.”

Para ejecutar el programa de acceso libre QuBiLs-MAS se deben seleccionar las
siguientes opciones: formas algebraicas Bilineales (B), Cuadraticas (Q) y Lineales (F);
restricciones dobles Basadas en Atomos (AB) y No Quirales (nCi). Formas de matrices
de orden maximo 15 No Estocdstica (NS), Estocastica Simple (SS), Estocastica Doble
(DS) y Matriz de Probabilidad mutua (MP). Grupos totales Mantener Todo (KA)
cortado.

Ademas, las propiedades incluidas son: el Log P (A) basado en Ghose-Crippen,
Carga (C), Electronegatividad (E), Masa (M), Polarizabilidad (P), Area de Superficie Polar
(PSA), Refractividad (R), Masa y volumen de van der Waals (V); Distancia euclidea (N2),
Media Aritmética (alfa = 1) (AM) y Desviacién Estandar (SD) invariantes con opcién no
estandarizada.

Posteriormente, se obtuvo una matriz de descriptores conformada por 26775
descriptores no conformacionales que codifican las estructuras moleculares del
conjunto de datos para iniciar el estudio de la actividad larvicida. Luego, se
identificaron los pares de descriptores linealmente dependientes, y solo se elimina una
variable de cada par.

Con respecto a los descriptores irrelevantes; es decir, aquellos con valores
constantes o casi constantes o con al menos un valor faltante, fueron excluidos de la
matriz de descriptores original para minimizar la informaciéon redundante. De este
modo, se obtiene una matriz con 10604 descriptores no conformacionales con alto
contenido de informacién y linealmente independientes.

190



5.6.3. Seleccion del modelo QSAR

Se empled la técnica de seleccion de variables RM basada en MLR, con el fin de
generar modelos lineales explorando una matriz inicial conformada por d=10604
descriptores para obtener una matriz éptima con d descriptores (d <<D) de menor
desviacion estandar (S

) o error cuadratico medio (RMS__,) para el subconjunto cal.

cal cal

Conforme a lo anterior, se buscaron los mejores modelos lineales basados en
diferentes tipos de descriptores moleculares independientes de la conformacion (0D,
1D y 2D) mas representativos para predecir el efecto larvicida LCso sobre el mosquito
A. aegypti L de 263 compuestos derivados de los productos naturales.

5.6.4. Validacion interna y externa del modelo

Como parte del procedimiento del modelado QSAR, se dividié el conjunto de
datos con 263 compuestos derivados de las plantas mediante el método BSM en tres
subconjuntos moleculares denominados calibracion (cal), validacién (val) y prediccién
(pred).

El subconjunto cal sirve para calibrar y obtener los parametros del modelo QSAR,
mediante la técnica RM; mientras que el subconjunto val ayuda a calibrar y validar de
formar parcial el modelo al predecir la bioactividad de las moléculas no incluidas en
cal. Seguidamente, el subconjunto pred contiene las moléculas no contempladas
durante la construccion del modelo a través de los subconjuntos cal y val, y asi puede
demostrar el poder predictivo real del modelo QSAR obtenido.

Por otra parte, la validacion tedrica del modelo se ejecutd a través de pruebas
comunes de validacién como CV LOO y LMO. Se determind la estabilidad del modelo
ante la inclusién o exclusion de 1 molécula o del 30% de las moléculas de cal (40

moléculas), medida por los pardmetros estadisticos R’ _, RMS RMS

2
Loo’ LoO y RL3O%O 4 L30%0 ?

respectivamente.

Ademas, se aplicaron otras pruebas de validacién interna como Aleatorizacién-Y,
ejecutando mas 150 mil casos de aleatorizacidn de los datos de la actividad. Se evalud
el parametro VIF para los descriptores del modelo. La evaluacion de los pardmetros de
validacion tedrica postulados por Golbraikh et al., 2003, siempre resulta necesaria
para verificar la calidad predictiva del modelo QSAR obtenido.

Adicionalmente, acorde con los cinco postulados de la OCDE para definir la
funcionalidad, aplicabilidad y reproducibilidad de un modelo QSAR, es necesario
establecer la regidn tedrica de aplicacién del modelo con respecto a un nuevo
conjunto molecular. Por ello, es indispensable definir el AD de cada modelo de
prediccidn mediante un método adecuado para el conjunto de datos. En este caso, se
ejecutd la técnica de influencia basada en criterios de distancia, detallada en el
capitulo 3, seccion 7, subseccién 4 de la presente Tesis.
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Finalmente, para verificar el grado de contribucién de los descriptores

moleculares del modelo se calculd el parametro bf basado en los valores

estandarizacién de los coeficientes de regresion de los descriptores. Los valores
numéricos se encuentran disponibles en la Tabla 5.6.5 del material anexo.

5.6.5. Resultados y Discusion

A partir de un amplio conjunto molecular constituido por 263 larvicidas derivados
de las plantas contra el vector de A. aegypti L., se inicid el andlisis QSAR. Luego, se
dividié el conjunto de datos inicial a través de la técnica BSM en tres subconjuntos
equilibrados en términos de relacién estructura-actividad, definidos como cal (

N, =133), val (N, =65)y pred (Np =65); donde los compuestos de calibracién

red
incluidos en los subconjuntos cal y val constituyen el 75% de todo el conjunto de
datos. Las estructuras moleculares de los 263 compuestos quimicos, asi como los
valores de la actividad larvicida experimental y la identificacion de los miembros de los
subconjuntos val (*) y pred (") se encuentran en la Tabla 5.6.1 del material anexo.

Las caracteristicas estructurales mas relevantes del subconjunto cal fueron
examinadas por medio de la técnica de RM, que proporciona una forma de explorar los
10604 descriptores linealmente independientes. Los criterios de seleccion del modelo

2
ijmax *

QSAR se enfocan en el valor minimo de RMS, el méaximo del R* y el minimo de R

De este modo se obtuvieron los mejores modelos de MLR con d=1-8
descriptores, detallados en la Tabla 5.12. El significado de los descriptores moleculares
mas representativos para los 263 larvicidas analizados se encuentra en la Tabla 5.6.2
del material anexo.

A partir de los resultados de la Tabla 5.12 se aprecia claramente que los

pardmetros R’ y RMS,_, mejoran a medida que aumenta d en la ecuacidn lineal hasta

cal

d =8. Por lo tanto, se logro verificar el funcionamiento adecuado de la técnica de RM.

Principalmente, se buscé mantener la dimensién del modelo lo mas pequefia
posible, lo que condujo a seleccionar el modelo con siete descriptores expresado en la
Ec. 5.14, cuya calidad estadistica es aceptable en los subconjuntos de cal y val.
Ademas, es el Unico modelo de la Tabla 5.12 capaz de cumplir con las pruebas de
validacién interna y externa propuestas en la seccién anterior.
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Tabla 5.12. Los modelos QSAR basados en MLR mads representativos para 263
larvicidas de A. aegypti L. El mejor modelo se resalta en negrita.

d Rfa, Sl sza, Sval R,-fmax Descriptores moleculares
11031063 | 042 | 0.59 0 D590
2| 042 | 058 | 0.64 0.46 0.01 AATS5v,Sub282
31050054065 046 0.01 | AATS5i,KR1592,5ub282
4 | 0.56 | 050 | 0.67 | 0.44 0.20 | PC34,PC777,S5ub282,D589
51062 | 047 | 0.69 0.43 0.06 VE2 Dze,PC34,KR1592,5ub282,D589
6 | 065|045 | 0.70 | 0.42 0.47 | nRing,PC34,KR1592,KR3584,S5ub282,D589
M16,PC34,PC199,KR1592, AP653,
7 | 0.68 | 0.43 | 0.72 | 0.41 0.19 Sub282, D589
VE1 Dze,PC34,KR1592,AP653,5ub282,
8 | 071 | 043 | 0.69 | 0.46 0.25 KRC4736,D178, D589

Para demostrar que la Ec. 5.14 no es el resultado de una correlacién casual, se
empled la técnica de Aleatorizacién-Y, obteniendo que RMS , << RMS™(0.64); de

cal

esta manera, se propone una relacién estructura-actividad larvicida valida.

log,, LC,, = 5.6 +0.8(+0.3)M16 — 1.8(0.3)PC34 + 0.6(:0.2)PC199 — 0.7(+0.2)KR1592

+1.1(+0.3)AP653 — 1.2(+0.2)Sub282 — 1.2(+0.1)D589
(5.14)

Ncal = 133'd = 7’ Rfal = 0'681 RMSCa/ = 0-43' N
0(35)=0,R},, =0.64,RMS,,
N,, =65,R;, =0.72,RMS,,, =0.41

val
N _ =65R>  =0.58,RMS _ =0.37

pred

/d=19, R’

ijjmax

=0.19,VIF™ =1.1,
=0.5,RMS™" =0.64

cal

=0.46,R% ., . =0.55,RMS

L30%0 L30%0

pred pred

Los criterios de validacion de Golbraikh et al., 2003,>* fueron contemplados para
el modelo QSAR de la Ec. 5.14 para garantizar su poder predictivo a través de los
siguientes valores:

k=0.97 y k'=0.97
1-R2/R} ,=002y1-R’/R: =02

pred pred =

R’ =0.52

Se verificd el comportamiento predictivo de la Ec. 5.14 a través del grafico
exhibido en la Figura 5.23.A, que contiene las actividades larvicidas calculadas por el
modelo como una funcién de los valores experimentales. La figura 5.23.B representa la
dispersion de los valores de residuo, con una marcada tendencia a obedecer un patrén
aleatorio alrededor de la linea cero del eje Y; lo que sugiere que la Ec. 5.14 predice
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todo el conjunto de datos sin errores sistemdticos o un sesgo residual amplio. Los
valores usados para generar los graficos se proporcionan en la Tabla 5.6.3 del apartado

anexo.
2.0 - o
> 2 o « Calibracion
Y 3 o Validacion
4 3 15 'g 4 Prediccion
_o o
3 6 1.0
kel
2 8 0.5 ‘
a
1 0.0 o &
[
*
0 + Calibracion -0.5
O Validacion
-1 4 Prediccion -1.0
—Ajuste ideal
-2 -15
3 Experimental log,, LC;, 50 Prediccion log,LCs,
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 -2.0 -1.0 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
A B

Figura 5.23. A. Valores de prediccion del log,, LC,, en funcién de la informacion
experimental. B. Dispersién de los valores de residuo.

También se analizd el pardmetro R>__ de la Ec. 5.14, que es el coeficiente de

ijjmax
2
ijmax

correlaciéon maximo entre pares de descriptores. Un R; _ =0.19 indica que no hay

problemas serios de superposicion de informacion estructural.

Del mismo modo, la matriz de correlacién del modelo proporcionada en la Tabla
5.13 muestra que los siete descriptores incluidos en el modelo QSAR tienen

max

intercorrelaciones muy bajas; y el valor VIF™ de todos los descriptores es mucho

max

menor (VIF™ =1.1) que 10, lo que indica que no hay problemas de multicolinealidad

entre los descriptores seleccionados por la técnica de RM.

Es de amplio conocimiento que un modelo QSAR es exitoso cuando supera el
proceso de validacidn externa. Por esa razén, verificamos la capacidad del modelo para
predecir la actividad larvicida de compuestos derivados de las plantas que no se
consideraron durante la calibracion del mismo.

Tabla 5.13. Matriz de correlacién de los siete descriptores incluidos en la Ec. 5.14.

Ec.5.14 | M16 | PC34 PC199 | KR1592 | AP653 | Sub282 | D589 VIF
M1i6 1| 0.0004 | 0.0015| 0.0008 | 0.0002 | 0.0763 | 0.0049 | 1.0
PC34 1| 0.0023 | 0.0013 | 0.0004 | 0.0005 | 0.0062 | 1.0

PC199 1| 0.0055| 0.0015| 0.0419 | 0.1852 | 1.1

KR1592 1| 0.0008 | 0.0011 | 0.0072| 1.0

AP653 1| 0.0003 | 0.0157 | 1.0

Sub282 1| 0.0148| 1.0
D589 1| 11
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La Ec. 5.14 presenta un poder predictivo aceptable para el subconjunto de
prediccion conformado por 65 compuestos con informacién experimental no
contemplada en la construccidon del modelo. A partir de los valores de los pardmetros

R?  =0.58y RMS

ored s =0-37, se corrobord que este modelo QSAR puede ser dtil para
predecir nuevos compuestos larvicidas carentes de informacion experimental sobre la

toxicidad aguda media (LCsp) en vectores de enfermedades.

Ahora, es posible dar una breve descripcion de cada descriptor no
conformacional incluido en la Ec. 5.14, la cual involucra siete variables independientes
gue pertenecen a dos clases de descriptores moleculares: seis descriptores indicadores
de fragmento y 1 descriptor topoldgico Mold?, detallados a continuacion:

- Un descriptor indicador de fragmento MACCS: M16 se refiere a estructuras
que tienen cicloalcanos de 5 0 6 miembros, unidos a un sustituyente hidroxilo
(-OH), acetilo (-Ac) o acetoxi (-OAc).®

- Dos descriptores indicadores de fragmento PubChem: PC34 indica la
presencia o el recuento de dtomos quimicos individuales representados por el
simbolo atémico 2S; PC199 denota cualquier anillo que no comparte tres
atomos consecutivos con ningun otro anillo en la estructura quimica (ESSSR).
En este caso PC199 define la presencia de cualquier anillo de 6 miembros,
que tiene un anillo ESSSR.®*

- Un descriptor indicador de fragmento Klekota-Roth: KR1592 indica la
presencia de una subestructura SMART que representa 3,3'-Dimetil-1,1'-
bifenilo.

- Un descriptor indicador de fragmento de pares de atomos 2D: AP653 denota
la presencia de pares de dtomos (O-Br) a una distancia topoldgica 9.

- Un descriptor indicador de subestructura: Sub282 que simboliza la presencia
de una subestructura quimica con un anillo de 5 o0 6 miembros que contiene
un atomo de oxigeno y un enlace acetal en la posicién 2.

- Un descriptor topoldgico de Mold?: D589 codifica el auto valor mas alto de la
matriz de simetria de Burden ponderado por la polarizabilidad de orden 2.

Una ventaja de los estudios QSAR radica en lograr relacionar de forma coherente
las caracteristicas moleculares de un conjunto de datos con la propiedad evaluada,
para guiar la sintesis de nuevos compuestos inspirados en las plantas mas activos. En
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este contexto, se analizé grado de contribucién de cada descriptor (b;) de la Ec. 5.14,

exhibiendo el siguiente orden de importancia:

D589 (0.65) >PC34 (0.34) > Sub282 (0.32) > PC199 (0.24) > KR1592(0.20) > AP653 (0.17) > M16 (0.12)

Los valores numeéricos de estos descriptores se proporcionan en la Tabla 5.6.4 del
material anexo. A partir del coeficiente de regresion de cada descriptor involucrado en
la Ec. 5.14, fue posible plantear una posible interpretacion de la relacién matematica
existente entre los aspectos estructurales codificados por los siete descriptores y la
actividad larvicida sobre el A. aegypti L.

Por lo tanto, se propone una serie de condiciones Utiles para guiar la sintesis
guimica de nuevos larvicidas derivados de las plantas en la Figura 5.24.

e Descriptores PC34, Sub282 y KR1592 >0

e Descriptores PC199, AP653y M16 =0 Mayor efecto larvicida
e Descriptor topoldgico D589 con valores (LCs,) sobre A. aegypti
altos

Figura 5.24. Valores adecuados de los descriptores de la Ec. 5.14 para obtener
larvicidas afectivos.

Dichas caracteristicas estructurales se encuentran en las moléculas 27-30 de
calibracion, 15, 26 y 31 de validacion y 24 de prediccidn, las cuales exhiben valores de

toxicidad aguda media (log,, LC,,=4ugmL") sobresalientes contra las larvas A.
aegypti L.

Por otra parte, el andlisis del dominio de aplicacion del modelo basado en la
técnica de influencia generd el diagrama de Williams ilustrado en la Figura 5.25.
Dentro del enfoque de influencia, una molécula del subconjunto de cal o val con valor
alto h, reforzaria el modelo, pero si dicha molécula pertenece al subconjunto pred su

actividad larvicida serd predicha de forma poco confiable, como resultado una
extrapolacion sustancial del modelo.?”

Los valores de influencia (h) obtenidos para cada compuesto quimico de los
subconjuntos cal, val y pred se encuentran disponibles en la Tabla 5.6.2 del material
anexo. Estos datos revelan que las moléculas 115 y 246 del subconjunto pred superan
el limite de advertencia del modelo (h" =0.18). Cabe resaltar que dicho
comportamiento puede atribuirse a la alta heterogeneidad del conjunto de datos
modelado. No obstante, la Figura 5.25 exhibe que la mayoria de las moléculas de
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prediccién tienen valores h.<h"; por lo tanto los valores de log,, LC,, estimados para

este subconjunto pueden considerarse confiables.

6.0 - + calibracion
50 | 3 o validacién

2 4 prediccién
40 | @ - - limite de influencia
30 b limite de residuos
2.0
1.0 + o

. *
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Figura 5.25. Valores de influencia ( h;) para la Ec. 5.14, el limite de influencia (h =0.18)

y residuo estandarizado 0o(3S).

El modelo de regresion expresado en la Ec. 5.14 ha demostrado ser capaz de
cuantificar con éxito la actividad larvicida de 263 moléculas derivadas de plantas. Por
ello, se verifico la capacidad del modelo para clasificar las sustancias larvicidas en dos
principales grupos activo e inactivo.

Para verificar la capacidad de clasificacion del modelo se consideraron los datos
de prediccion para definir el umbral de actividad larvicida, donde las moléculas con
LC,, <40ugml™* son consideradas activas y las moléculas con LC,, >40ugml™" se

toman como poco activas o inactivas. Debido a que la OMS no ha decretado un nivel
de concentracién que defina la efectividad larvicida de las sustancias quimicas. En este
estudio, se utilizé el nivel de clasificacién propuesto por Cheng et al., 2013.%°

7 se calcularon tres parametros

Luego, a través de las estadisticas de Cooper,®
estadisticos principales: precision (A%), referida al grado de concordancia de la
clasificacidn; sensibilidad (SE), mide la cantidad de compuestos téxico clasificados de
forma correcta; y especificidad (SP), verifica la cantidad de sustancias no toéxicas
clasificadas correctamente. Las ecuaciones consideradas para calcular estos

parametros son las siguientes:

_VP+VN
TOTAL

%

(5.15)
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SE=— 5.16
5 (5.16)
VN
SP=— (5.17)
N

Donde el pardmetro VP indica el numero de compuestos toxicos estimados de
forma correcta; VN es el nimero de compuestos no tdxicos estimados correctamente;
P es el numero total de compuestos identificados como toéxicos; N es el nimero total
de compuestos identificados como no toxicos.

Los resultados obtenidos de este analisis demuestran que la Ec. 5.14 tiene
aceptable precision, sensibilidad y especificidad para clasificar la actividad larvicida del
subconjunto pred. Ademas, para corroborar la habilidad del modelo para clasificar las
65 moléculas de prediccidén, se dividieron en cuatro categorias segun los datos de
prediccion de la LCso.

De este modo, se evidencid que 27 moléculas toxicas se predicen como toéxicas
(VP) y 9 como no téxicas (FN); ademas, 20 moléculas no toxicas se predicen como no
téxicas (VN) y 9 como toxicas (FP). Por lo tanto, el 73% de las moléculas de prediccion
se predice correctamente.

En definitiva, los productos de origen natural involucran una gran variedad de
estructuras moleculares con diversas propiedades bioldgicas. Por ello, se buscd
ampliar el espacio quimico de la actividad larvicida, recolectando de la literatura un
conjunto de datos con 237 moléculas derivadas de las plantas con actividad larvicida
indeterminada sobre el A .aegypti.

Se aplicé el modelo QSAR expresado en la Ec. 5.14, basado en el protocolo de la
OMS para predecir la actividad larvicida del conjunto molecular desconocido,
denominado N

desc *

El primer paso para predecir la toxicidad aguda media (LCso) consiste en verificar
el AD del conjunto N,

lesc *

Las 237 estructuras moleculares, los valores estimados de la
actividad larvicida (log,, LC,,) y valores de influencia obtenidos para las moléculas se

encuentran en la Tabla 5.6.5 del material anexo.

El analisis del AD exhibid que solo 27 moléculas del conjunto N, tienen valores
h.superiores al limite de advertencia del modelo (h" =0.18); de modo que, las

predicciones estas moléculas se consideran inconsistentes y poco confiables. No
obstante, las 210 moléculas restantes se localizan dentro del AD, un rango de
influencia inferior al limite h"; demostrando la sobresaliente capacidad de la Ec. 5.14
para cuantificar la actividad larvicida sobre el A. aegypti L. de este novedoso conjunto
molecular nunca antes estudiado a través de la teoria QSAR.
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5.6.6. Conclusiones

La presente investigacion dio origen al primer modelo lineal QSAR basado en un
conjunto de datos conformado por 263 larvicidas sobre el mosquito A. aegypti,
altamente heterogéneo e inspirado en fitoquimicos. Con este modelo se logré predecir
acertadamente el 78% del conjunto de molecular total en rango de actividad larvicida
de 0.02-790 ugmL*. Ademads, la relacién estructura-actividad obtenida superé

diferentes condiciones matemadticas necesarias para su aceptacién, tal como las
prueba de CV-LOO y LMO, Aleatorizacién-Y y el parametro VIF.

Para estructuras quimicas que caen dentro del AD de este modelo, se
proporciond una guia QSAR para la sintesis o identificaciéon de nuevos larvicidas
derivados de plantas. En este contexto, el modelo QSAR independiente de la
conformacion propuesto logré que el 89% de las moléculas del conjunto desconocido
se localizara dentro del AD, suministrando predicciones acertada de la actividad
larvicida contenida en las mismas.

Por lo tanto, la simplicidad del modelo lineal QSAR, la facil interpretacién vy
disponibilidad de los descriptores moleculares involucrados, asi como el adecuado
poder predictivo han hecho que este enfoque sea atractivo para guiar el disefio de
nuevas moléculas potencialmente activas basadas en materias primas renovables.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
FUTURAS

En las estrategias de evaluacion y determinacién de la respuesta activa de las
moléculas, se emplean diferentes pruebas in vivo e in vitro que proveen
informacién acerca de los efectos nocivos o benignos que estas entidades
quimicas generan sobre un modelo animal o un cultivo celular. Este tipo de
ensayos son considerados de alta complejidad, ya que al momento de evaluar
grandes librerias moleculares, requieren mayor tiempo e insumos de alto costo.
Ademads, la mayoria de los protocolos de ensayo in vivo son éticamente
inaceptables ante la comunidad cientifica internacional por involucrar el
sacrificio o maltrato animal.

Como alternativa a los ensayos in vivo e in vitro en la presente Tesis Doctoral se han
estudiado, disenado, validado y aplicado diferentes modelos lineales de la teoria
QSAR enfocados en diversos conjuntos moleculares altamente heterogéneos
conformados por sustancias quimicas de origen natural, semisintético y de
sintesis de amplio interés entre las estrategias publicas para controlar el
mosquito Aedes aegypti L., principal transmisor de multiples enfermedades
endémicas como dengue, zika, fiebre amarilla y de chikungunya, que afectan la
salud publica mundial.

Todos los modelos QSAR fueron disefiados y validados en coherencia con los 5
principios propuestos por la Organizacidon para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémico (OCDE) para su pertinente aceptacidon ante la comunidad cientifica
internacional.

Puntualmente, las herramientas QSAR incluidas en la presente Tesis fueron
desarrolladas con el objetivo de proveer una guia computacional para el disefio
rapido, racional y selectivo de nuevas entidades quimicas seguras, especificas,
con efectos favorables para la salud y el ambiente, con respuestas finales
inéditas y provenientes de un recurso renovable. Especialmente, que puedan
sustituir el uso indiscriminado de agrotdéxicos comerciales o mejorar el poder
farmacolégico de los medicamentos actuales.

Con cada estudio QSAR propuesto en la presente Tesis se adquirieron conocimientos
valiosos acerca de la funcionalidad, aplicabilidad, facilidad y certeza que tienen
los modelos QSAR cuando son desarrollados a través de metodologias validas,
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que incorporen diferentes tipos de descriptores moleculares representativos,
algoritmos inequivocos y definidos para seleccionar las mejores relaciones
estructura-actividad, y estrategias de validacién adecuadas, que garanticen la
coherencia y certeza de las predicciones del modelo.

Los programas computacionales empleados para desarrollar cada modelo QSAR son de

Otro

En la

codigo abierto. Dichos programas sirven para digitalizar las estructuras
moleculares y calcular diversos descriptores tedricos o semiempiricos, que
codifican los aspectos constitucionales, topoldgicos, electrénicos y lipofilicos de
las moléculas investigadas. En particular los programas ChemSketch, PaDEL,
Mold?, EPI Suite y QuBiLs-MAS, se encuentran disponibles en la web y son de
acceso libre. Ademas utilizan un modo grafico que facilita su manipulacién.

aspecto relevante de los modelos predictivos QSAR obtenidos se basa en
considerar las caracteristicas estructurales independientes de la conformacion de
diversos conjuntos moleculares para extraer informacion acerca de las
respuestas bioldgicas o los efectos toxicos finales generados por los mismos. Este
enfoque representa un analisis alternativo de gran interés en el desarrollo de
nuevas herramientas computacionales de prediccién basadas en los aspectos
estructurales invariantes de la molécula para anticipar el efecto final que
produce sobre un organismo o entorno definido.

actualidad, existen muchos campos de aplicacion en términos de salud publica,
conservaciéon de los ecosistemas, minimizacién de las pruebas en animales y
obtencidn de productos naturales activos donde la teoria QSAR podria contribuir
de forma favorecedora. Entre las investigaciones QSAR que contindan en
desarrollo en el marco de la presente Tesis Doctoral se encuentran:

1. Obtener un modelo lineal QSAR para predecir la Concentracion Letal media (LCso) de

un conjunto molecular heterogéneo de pesticidas comerciales con datos de
toxicidad medidos a través del novedoso bioensayo del pez cebra Danio rerio,
catalogado como una prueba de Toxicidad Embrionaria en Peces (FET)
éticamente viable, sustentable y de bajo costo, que brinda informacién de la
toxicidad in vivo e in vitro de los compuestos quimicos.

2. Desarrollar modelos QSAR con capacidad de estimar la capacidad inhibitoria in vitro

de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) de un conjunto molecular proveniente de
fuentes naturales, altamente requeridos en la produccion de nuevos
fitosanitarios mas seguros, asi como de farmacos mas accesibles y con menores
efectos secundarios para tratar distintos trastornos neurodegenerativos.
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3. Analizar a través de la teoria QSAR diferentes conjuntos moleculares constituidos
por mezclas complejas, como los aceites esenciales y extractos de plantas,
reconocidos por contener una amplia variedad de propiedades bioldgicas, tal
como actividad larvicida sobre el mosquito Aedes aegypti L. La principal ventajas
de estas sustancias naturales es que presentan efectos sinérgicos que potencian
el efecto toxico sobre las larvas, y no quieren de procedimientos complejos de
extraccién y purificacion.

4. La busqueda, aplicacion y difusion de nuevos programas disponibles de acceso libre
para calcular nuevos descriptores moleculares, que puedan considerar mas
aspectos estructurales potencialmente asociados a las actividades de las
moléculas.

5. La exploracion y aplicacion de nuevos criterios de validacion interna y externa de los
modelos de regresion QSAR, que promuevan la credibilidad, certeza vy
aplicabilidad de estas herramientas computacionales.
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