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SINTESIS

El numero de personas que viven con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) o con SIDA en el
mundo alcanz6 los 33.2 millones a finales del afio 2007 y se estima que sera responsable de la muerte de
mas de la mitad de los adultos en paises subdesarrollados del continente africano, asiatico y
Latinoamérica. En la actualidad no existe un tratamiento eficaz de la enfermedad, y la rapida aparicion de
cepas de virus resistentes a los farmacos actuales, agravan la situacion. En este sentido, los inhibidores no
nucleosidicos de la transcriptasa inversa (INNTIs), han jugado un importante rol debido a su potencia
antiviral, alta especificidad y baja toxicidad comparada con sus analogos nucleosidicos. Aun asi, los
INNTIs no estan exentos de efectos toxicos, siendo el principal de estos su nivel de toxicidad sobre
celulas sanguineas. De aqui la necesidad de encontrar un agente antiretroviral efectivo con un perfil de
seguridad adecuado. En este sentido, los métodos de optimizacion multiobjetivos (OMO) introducen una
nueva filosofia para la optimizacioén basada en la obtencion de compromisos entre varios objetivos de gran
utilidad para el tamizaje virtual de moléculas empleado en el desarrollo racional de farmacos. A pesar de
la disponibilidad de numerosos objetivos de optimizacion, las técnicas OMO han sido s6lo recientemente
aplicadas al area de los estudios QSAR. Lo anterior apunta hacia la necesidad de proponer una estrategia
de tamizaje virtual basada en estudios QSAR globales que consideren simultaneamente los perfiles
farmacologicos y toxicologicos de candidatos tipo INNTI, para la identificacion y seleccion racional de
candidatos con perfiles de eficacia y seguridad simultaneamente optimizados. Esto es implementado
mediante el empleo de una metodologia de OMO y ordenamiento basado en las funciones de deseabilidad
de Derringer denominada MOOP-DESIRE, acrénimo de MultiObjective Optimization based on the
Desirability Estimation of Several Interrelated REsponses. La metodologia propuesta fue aplicada a una
biblioteca de 109 compuestos reportados en literatura con el objetivo de optimizar simultdneamente su
actividad inhibitoria sobre la TI del VIH-1 y la toxicidad sobre células sanguineas MT4; ordenar los
compuestos incluidos en esta libreria con respecto al candidato ideal identificado durante el proceso de
OMO vy filtrar los candidatos més prometedores de la misma. Los valores obtenidos de las medidas de la
calidad estadistica de la funcion de deseabilidad global (R°»/Q°p ~ 0.69/0.62) indican que la optimizacion
simultanea de los perfiles farmacoldgicos y toxicoldgicos de candidatos del conjunto de 109 INNTIs
puede ser llevado a cabo con un nivel adecuado de confiabilidad. Basados en el porcentaje de calidad (R;)
del esquema de ordenamiento obtenido, se infiere que su aplicacion a nuevos andlogos tipo INNTI
ordenara correctamente el 76,16% de estos. Todos estos resultados sugieren que la aplicacion de la
metodologia MOOP-DESIRE, puede derivar en una herramienta 1til para la identificacion racional de
inhibidores no nucledsidos de la TI del VIH-1 con perfiles de eficacia y seguridad simultineamente

optimizados.
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INTRODUCCION

“The beginning is the most important part of the work.”
Platon

En mayo de 1981, los primeros casos de pacientes homosexuales afectados por enfermedades que hasta
entonces habian sido raras, como la neumonia por Pneumocystis (PCP) y el sarcoma de Kaposi, fueron
publicados (1-3). En esa etapa Robert Gallo en Estados Unidos y Luc Monatgne en Francia, aportaron casi
simultaneamente la evidencia de que un virus era la causa de la nueva enfermedad (4, 5). Pronto quedo claro que
esta enfermedad afectaba también a otros grupos de la poblacion, mayormente consumidores de drogas
inyectables. Transcurrieron casi dos afios hasta que en 1983 fue aislado el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) tipo 1 (VIH-1) (6-8), y el tipo 2 (VIH-2) en 1986. Estos dos virus se han identificado durante casi 20 afios
como la causa primaria del Sindrome de InmunoDeficiencia Adquirida (SIDA).

Hoy en dia el SIDA se ha convertido en una epidemia mucho mas grave y extensa de lo que predecian las
estadisticas hace casi tres décadas. De acuerdo con el informe titulado “La epidemia del SIDA: situacion en
diciembre de 2007”, dado a conocer por el Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre VIH/SIDA
(ONUSIDA) y la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (9, 10), se estima que el nimero de personas que
viven con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) o con SIDA en el mundo alcanz6 los 33.2 millones a
finales del afio 2007. Desgraciadamente, el SIDA sera responsable de la muerte de mas de la mitad de los adultos
en algunos paises subdesarrollados del continente africano, asiatico y Latinoamérica.

Ciertamente, la epidemia ya no estd fuera de control en los paises desarrollados, gracias a las nuevas
combinaciones de medicamentos contra el VIH contintian reduciendo de manera significativa las defunciones a
causa del SIDA. Sin embargo, en la actualidad no existe cura para el SIDA, y lo que es mas grave, la terapia del
SIDA se enfrenta al problema de la rapida aparicion de cepas de virus resistentes en tratamientos tanto en
monoterapia como en terapias combinadas. Sin embargo, no todo es negativo, el desarrollo constante de la
terapia antirretroviral nos indica que la prevenciéon y un tratamiento efectivo de la infeccion por VIH serian
factibles y abriria nuevas paginas en la historia de la medicina.

El aislamiento del VIH como agente etioldégico del SIDA (6, 11), y su identificacion (1984) como
miembro de la familia de los retrovirus, ha estimulado enormemente la busqueda de agentes capaces de bloquear
la replicacion del virus y frenar asi la enfermedad. Los retrovirus son asi denominados porque en su ciclo
replicativo, la informacion fluye del ARN al ADN, en una direccion inversa a la habitual. En este proceso esta
implicada una enzima viral denominada Transcriptasa Inversa (TI). Debido a su asociacion Unica a retrovirus, la
TI es considerada uno de los objetivos mas atractivos en el disefio de compuestos selectivos frente a retrovirus y
mas concretamente frente al VIH (12, 13). Al estar presente la TI unicamente en las células infectadas por el
virus, la inhibicion de dicha enzima supone un punto de ataque selectivo sobre la replicacion del VIH (14).

Recientemente, la estructura del complejo de un inhibidor con en el sitio activo de la TI ha sido
determinado, lo que unido a la creciente sensibilidad social ocasionada por la fatal epidemia de SIDA da un

impetu adicional para el diseflo racional y el screening virtual con el objetivo de encontrar en el menor tiempo y
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Introduccion 2

costo posibles, inhibidores que tengan perspectivas de llegar a farmacos y ser utilizados en la terapia
antiretroviral.

En particular, los inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa (INNTIs) desempefian un papel
esencial en la represion de la replicacion del VIH-1. A diferencia de los inhibidores nucleosidicos de la
transcriptasa inversa (INTIs), los INNTIs generalmente muestran una baja toxicidad, ya que no se unen a las
polimerasas celulares, sino que interactuan con un sitio alostérico especifico adyacente al sitio de la polimerasa
del VIH-1 dando lugar a un mecanismo no-competitivo. Aun asi, los INNTIs no estan exentos de efectos toxicos,
siendo el principal de estos su nivel de citotoxicidad (principalmente sobre celulas sanguineas tipo MT4 y CEM)
(15, 16). En este sentido, en los dos ultimos decenios se han realizado esfuerzos para desarrollar farmacos
efectivos y seguros para el tratamiento de la infeccion por VIH. Actualmente se han identificado y aprobado para
su uso clinico mas de 30 clases estructuralmente diversas de INNTIs.

Como cualquier medicamento, desarrollar un farmaco antiretroviral exitoso es el resultado del
descubrimiento del mejor compromiso entre numerosos objetivos que muy a menudo compiten entre si. El
fracaso de un candidato a farmaco con una potencia adecuada durante el proceso de desarrollo es usualmente
debido a multiples factores involucrados; principalmente a una pobre biodisponibilidad, y/o toxicidad (17). En
una forma muy simplificada, el firmaco ideal deberia tener la mayor eficacia terapéutica y biodisponibilidad y la
minima toxicidad posible; lo que evidencia la naturaleza multiobjetiva del proceso de descubrimiento y
desarrollo de farmacos.

En la actualidad es ampliamente aceptado que la principal causa de fallas en el proceso de descubrimiento
de farmacos es precisamente un pobre perfil farmacocinético y toxicologico del candidato a farmaco (18-21).
Esto sugiere que en la fase de optimizacion del lider, la capacidad de mejorar el perfil terapéutico del candidato
seleccionado basandose solamente en su actividad farmacoldgica se ha sobreestimado, lo que refuerza la
necesidad de considerar las propiedades toxicologicas y farmacocinéticas del candidato paralelamente a sus
propiedades farmacoldgicas en etapas anteriores a la optimizacion, durante la fase de identificacion del lider (18,

21).

Todo lo anterior ha llevado tanto a la academia como a la industria farmacéutica a una reconsideracion del
paradigma secuencial de las fases de identificacion y optimizacion del lider a favor de un enfoque multiobjetivos
del proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. Este cambio de paradigma marca un avance
significativo hacia la racionalizacion del proceso (18, 22). En este sentido, los métodos de optimizacion
multiobjetivos (OMO) introducen una nueva filosofia para la optimizacion basada en la obtencion de
compromisos entre varios objetivos. Por medio de los métodos OMO es posible encontrar una soluciéon 6ptima

global mediante la optimizacion simultanea de multiples propiedades interrelacionadas (23).

A su vez, el paradigma de las relaciones cuantitativas estructura-actividad (identificado por sus siglas en
inglés, QSAR) por mucho tiempo ha sido de interés para el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos

(24), redireccionando nuestro pensamiento a una reestructuracion de la quimica medica (25). Sin embargo, a
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Introduccion 3

pesar de los avances logrados en el campo de la quimioinformatica, la naturaleza multiobjetiva de los
medicamentos todavia es ignorada por estos métodos al optimizar secuencialmente cada propiedad involucrada

en el perfil terapéutico global de un candidato (26-41).

A pesar de la disponibilidad de numerosos objetivos de optimizacion, las técnicas OMO han sido so6lo
recientemente aplicadas al area de los estudios QSAR y han estado dirigidas a la optimizacion del modelo.
Realmente, muy poca informacién existe acerca de la aplicacion de métodos OMO a estudios QSAR (42-44).
Hasta hoy es raro el reporte de estudios QSAR aplicados a la optimizacion simultinea de multiples objetivos
directamente relacionados con el perfil terapéutico global del farmaco como la eficacia terapéutica,
biodisponibilidad y/o toxicidad del mismo.

Por todo lo anterior se plantea el siguiente problema cientifico:

Los farmacos tipo INNTIs empleados en la actualidad en la terapia del VIH-1, aunque eficaces, no estan
exentos de efectos toxicos, siendo el principal de estos su nivel de toxicidad sobre células sanguineas; lo que
sugiere que la optimizacion del perfil terapéutico del candidato anti-VIH-1, basdndose solamente en su actividad
farmacologica se ha sobreestimado.

Como via para solucionar el problema cientifico se formula la siguiente hipotesis:

La aplicacién de una estrategia de tamizaje virtual basada en estudios QSAR globales que consideren
simultaneamente el perfil farmacoldgico y toxicoldgico de una familia de candidatos, puede derivar en una
herramienta 1til para la identificacion racional de inhibidores no nucledsidos de la TI del VIH-1 con perfiles de
eficacia y seguridad simultaneamente optimizados.

Para demostrar la anterior hipotesis y dar respuesta al problema cientifico planteado, se propone el

siguiente objetivo general.:

Objetivo General

Proponer una estrategia de tamizaje virtual basada en estudios QSAR globales que consideren
simultaneamente la actividad inhibitoria sobre la TI del VIH-1 y la toxicidad sobre células sanguineas MT4 de
una familia estructuralmente diversa de analogos no nucleosidicos, para la identificacion y seleccidn racional de

candidatos con perfiles de eficacia y seguridad simultaneamente optimizados.

Objetivos especificos
» Conformar una base de datos consistente, estructuralmente diversa y representativa de inhibidores no
nucleosidicos de la TI del VIH-1 que contenga informacion relativa a su actividad inhibitoria sobre la TI
del VIH-1 y su toxicidad sobre células sanguineas MT4.
» Determinar los niveles de las variables predictivas necesarios para obtener un analogo no nucleosidico
con una combinacion Optima entre su actividad inhibitoria sobre la TI del VIH-1 y su toxicidad sobre
células sanguineas MT4, mediante el empleo de un método de OMO basado en funciones de

deseabilidad de Derringer.
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Introduccion 4

» Ordenar los compuestos inhibidores no nucleosidicos de la TI del VIH-1 incluidos en la serie de
entrenamiento con respecto a su similitud estructural con el candidato optimo identificado durante el

proceso de OMO mediante el empleo de un método de ordenamiento basado en funciones de

deseabilidad.

» Utilizar el criterio estructural de ordenamiento obtenido, como esquema de ordenamiento y filtrado de

nuevos candidatos tipo INNTI con perfiles de eficacia y seguridad simultaneamente optimizados.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 VIH/SIDA. GENERALIDADES

“Since the measuring device has been constructed by the observer,
we have to remember that what we observe is not nature in itself,
but nature exposed to our method of questioning.”

Werner Karl Heisenberg

1.1.1 Elementos clinicos, epidemiolégicos y transmisién del VIH/SIDA

Desde la descripcion de los primeros casos en 1981, el SIDA se ha convertido en la primera pandemia del
siglo XXI. A pesar de los avances terapéuticos, que han modificado el espectro de la enfermedad en los paises
mas desarrollados hasta convertirla en una "infeccion cronica manejable", la epidemia sigue avanzando a nivel
mundial (45).

Tres décadas han pasado, mas de 60 millones de personas se han infectado por el VIH. Actualmente es la
primera causa de muerte en Africa subsahariana y la cuarta en el 4ambito mundial. En muchas partes del mundo
en desarrollo, la mayoria de las nuevas infecciones ocurren en adultos jovenes, con un aumento creciente de la
prevalencia en mujeres jovenes. Aproximadamente una tercera parte de las personas que actualmente viven con
el VIH tienen entre 15 y 24 afios de edad, y la mayoria de ellas desconocen que son portadoras de la infeccion
(46).

Nuevas estimaciones arrojan cambios considerables en el numero estimado de las personas viviendo con
VIH en todo el mundo. La cifra estimada es de 33.2 millones, una reduccion de 16% comparado con lo

publicado en 2006 http://www.unaids.org/.

Tabla 1.1: La epidemia del SIDA*

Adultos y Prevalencia del Nueva Defunciones
nifios vivian VIH en adultos  infecciones diarias por causa

con VIH (15-49) [%] por dia** del AIDS**
Africa Subsahariana 22.5 millon 5.0 4,700 4,400
Asia de Sur y Sureste 4.0 millén 0.3 900 740
Europa Oriental y Asia Central 1.6 millén 0.9 410 210
América Latina 1.6 millon 0.5 270 160
Asia Oriental 800,000 0.1 250 90
Africa del Norte y Oriente Medio 380,000 0.3 100 70
América del Norte 1.3 millon 0.6 130 60
Caribe 230,000 1.0 50 30
Europa Occidental y Central 760,000 0.3 80 30
Australia, Nueva Zelanda y Regién Pacifico 75,000 0.4 40 3
Total 33.2 millon 0.8 6900 5800

*Adaptado de WHO: Epidemia de SIDA Actualizado en diciembre de 2007, http://hiv.net/link.php?id=227
** En adultos y nifios
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La transmision del VIH puede ocurrir a través del contacto con fluidos corporales infectados. Se asume
que las principales vias de transmision del virus son los fluidos celulares como la sangre, el semen y las
secreciones vaginales; transmision de madre a hijo (transmision vertical) y mediante la lactancia materna siendo
mas efectivos estos que fluidos deficientes de células como saliva, orina y lagrimas. La transmision puede
ocurrir a través de membranas mucosas o la piel dafiada durante el contacto sexual (heterosexual y homosexual),
pero esta también puede ocurrir via intravenosa con agujas o productos sanguineos infectados.

La manera en que este virus causa la enfermedad es a través de infeccion y eventual destruccion de los
linfocitos TCD4+. Estos tienen una funcion central en el desarrollo de las respuestas inmunitarias contra agentes
infecciosos; pero no so6lo se involucran en el reconocimiento de los agentes infecciosos, sino que también
estimulan y coordinan la actividad de todas las células implicadas en la respuesta inmunologica. De alguna
manera, este compartimiento celular se ha comparado con el director de una sinfonica, ya que el resto de los
elementos de la inmunidad —que serian los musicos— obedecen en armonia las sefiales de las células TCD4+. Al
destruirse ¢€stas, el sistema inmune se vuelve andrquico y, aunque puede demostrarse la integridad de muchas de
sus funciones efectoras —como la produccidon de anticuerpos—, la respuesta ante otros organismos patogenos
simplemente no es eficiente. Asi, en pacientes en quienes ya se han destruido una gran cantidad de células
TCD4+, concurren infecciones por gérmenes oportunistas.

El virus VIH tiene un gran nimero de trucos que lo ayudan a evadir la defensa del organismo, que incluye
una rapida y alta capacidad de mutacion. Esto implica que una vez que el VIH esta dentro, el sistema inmune
nunca logra deshacerse totalmente de €l.

La infeccion por VIH no presenta una sintomatologia evidente. Una persona infectada por VIH puede
sentirse perfectamente durante muchos afios sin saber que esta infectada. El problema mas grave, desde el punto
de vista epidemiologico y social, es que por cada individuo con la forma cadena de infeccion, existen de tres a
cuatro personas, cuando menos, que estan infectadas por el virus, que no tienen manifestaciones clinicas, que
muchas de las veces ignoran estar infectadas, pero que si son capaces de transmitir la infeccion a sujetos sanos.
Las personas asintomaticas infectadas por el VIH son las mayores responsables de la diseminacion de la
epidemia, maxime cuando son ignorantes de su situacidn, de cudles son los factores de riesgo y los mecanismos
de transmision de la enfermedad, dado que no adoptan cambios en su conducta sexual, ni en su actitud hacia la
donacion de sangre.

En esta etapa de la enfermedad, la infeccion sélo es detectable mediante examenes de laboratorio que, en
su mayoria, buscan anticuerpos contra el VIH en la sangre, cuya presencia indica la exposicidn a este virus. Las
pruebas para investigar estos anticuerpos son de dos tipos y deben hacerse en forma secuencial. En primera
instancia, en individuos con factores de riesgo, esta indicada la realizacion de pruebas de escrutinio o tamizaje,
la mas acreditada es la prueba conocida con el acronimo de ELISA, que corresponde a las siglas en inglés del
método que se usa para su investigacion (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), pero que no es sinénimo —
como popularmente se emplea— de un examen para detectar el SIDA. Las pruebas de escrutinio se emplean para

descartar la infeccion, por lo que un resultado negativo permite afirmar, con una certeza mayor al 98%, que el
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sujeto no esta infectado por el VIH. El resultado positivo, sin embargo, lejos de considerarse como diagnostico
de infeccion, indica la necesidad de ratificar el resultado y, de ser repetidamente positivo, se procede a realizar
una prueba confirmatoria. El resultado positivo de la prueba confirmatoria si establece el diagnostico de
infeccion por el VIH. En ocasiones excepcionales, o circunstancias especiales, pueden requerirse otras pruebas —
como la investigacion de antigenos o genes del VIH— para establecer el diagnodstico de infeccion de manera

definitiva (46).
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Figura 1.1. Historia Natural de la Infeccion por VIH

La gravedad de la enfermedad es determinada por la cantidad de virus en el cuerpo (carga viral) y el grado
de supresion inmune (recuentos de CD4 descendentes). A mayor carga viral, mas rapida es la supresion inmune.
Hay dos formas en que el virus del SIDA ocasiona la muerte: indirecta (permitiendo las infecciones, el cancer...)
y directamente. La primera coprende infecciones oportunistas relacionadas con el VIH. Los gérmenes
oportunistas se conocen a todos aquellos microorganismos de baja o nula virulencia que en las personas sanas
causan, si acaso, infecciones banales; sin embargo, en estos pacientes, o en los afectados por otras
inmunodeficiencias, producen formas graves de enfermedad.

Las infecciones que caracterizan al paciente con SIDA son la candidiasis en las vias respiratorias y el
esofago, el Herpes zoster recurrente, la listeriosis, nocardiosis y criptococosis extrapulmonar, la

coccidioidomicosis diseminada, la criptosporidiosis intestinal que dura mas de un mes, la infeccion por el virus
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citomegalico fuera del bazo, higado y ganglios linfaticos, formas diseminadas de Herpes simple, histoplasmosis
diseminada, infecciones por Mycobacterium avium y Mycobacterium kansassi, la neumonia por Prneumocystis
carinii, y la toxoplasmosis cerebral. Aun cuando no es una infeccién oportunista, la tuberculosis se considera
como una infeccion asociada al SIDA pues, antes del inicio de la pandemia, practicamente ya se habia
erradicado en el ambito mundial (46).

En un reciente articulo de la revista New York presuntuosamente titulado "La Ultima Palabra en lo que
Concierne a Evitar el SIDA", el autor declara abiertamente: "La gente no muere del SIDA, muere de otras
enfermedades contra las cuales no pueden luchar". Sin embargo, los investigadores saben que el virus del SIDA
puede matar directamente, al afectar seriamente al cerebro, sin la presencia de ninguna infeccién oportunista y
sin destruir el sistema inmunologico. El virus del SIDA por si solo destruye las células del cerebro y causa la
enfermedad progresiva de éste (Encefalopatia por el virus del SIDA). Los reportes médicos indican que la
enfermedad cerebral producida por el SIDA es uno de los aspectos mas importantes de la infeccion de esta
enfermedad (46, 47).

Debido a que actualmente el VIH-1 es la principal causa de SIDA a nivel mundial, nuestra discusion se

centra principalmente en la infeccion por VIH-1.

1.1.2 Estructura y morfologia del VIH-1

El VIH-1 es un retrovirus que pertenece a la familia de los lentivirus (46, 48). En general, estos virus
tienen una serie de caracteristicas especificas que son determinantes en la compleja patogenia de la infeccion por
el VIH:
> Gran diversidad genética (virus ARN) y genoma muy complejo (lentivirus)
> En su ciclo vital hay 2 fases: virion infectante (ARN) y provirus (ADN). Esta fase intermedia de

integracion en el genoma huésped le permite prolongados periodos asintomaticos (latencia), a pesar de

una viremia persistente.

> Se replica mediante un mecanismo inverso al habitual en los virus ARN.

> Sus células huésped son los linfocitos CD4+, macroéfagos, células nerviosas de la microglia y células
dendriticas residentes en mucosas (células de Langerhans).

Las particulas virales del VIH-1 tienen un diametro de aproximadamente 145 nm y estan rodeadas por una
membrana de lipoproteina que contiene varias partes: (i) una interna que contiene dos moléculas de ARN, la
nucleoproteina y algunas enzimas virales, la transcriptasa inversa, la proteasa y la integrasa (TI, PR, IN); (ii) una
intermedia, la capside, constituida por un nucleo icosaédrico y (iii) una mas externa que forma la envoltura.

Cada particula viral contiene 72 complejos de glicoproteina que estan integrados en esta membrana
lipidica y cada uno estd compuesto de trimeros de la glucoproteina externa gpl20 y de la proteina
trasmembranal gp41, imprescindibles para la entrada del virus en la célula (49). La unién entre gp120 y gp41 no
es fuerte, por tanto la gp120 se puede liberar espontaneamente y se puede detectar en el suero (50) asi como

también en el tejido linfatico de los pacientes infectados por VIH (51).
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La proteina de matriz p17 esta anclada en el interior de la membrana lipoprotéica viral. El antigeno p24 de
la capside contiene dos copias del ARN del VIH-1. Este es parte de un complejo de proteina-acido nucléico que
estd compuesto por la nucleoproteina p7 y la transcriptasa inversa p66. La particula viral contiene todo el equipo

enzimatico necesario para la replicacion: la T p66, la IN p32 y la PR p11 (52).
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Figura 1.2. Estructura del VIH-1

1.1.3 Organizacion del genoma Viral

La mayoria de los retrovirus competentes para la replicacion dependen de tres genes: gag, pol y env: gag
significa “antigeno de grupo”, pol representa la “polimerasa” y env se refiere a “envoltura” (Figura 1.3.). El
esquema estructural “clasico” del genoma retroviral es: 5’LTR-gag-pol-env-LTR 3°. Las regiones LTR (“long
terminal repeat”) son los dos extremos del genoma viral, que estan conectados con el ADN de la célula huésped
después de la integracion y no codifican para ninguna proteina viral. Los genes gag y env codifican para la
nucleocapside y para las glucoproteinas de la membrana viral; el gene po/ codifica para la transcriptasa inversa

y para otras enzimas. Ademas, el VIH-1 contiene seis genes (vif, vpu, vpr, tat, revy nef) en su RNA de 9kB, que

contribuyen a su complejidad genética (53).
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Figura 1.3. Organizacion del genoma del VIH-1

1.1.4 Ciclo de replicacion

1) Absorcion, fusion e internalizacion del virion en el citoplasma celular: Mediante la interaccion de las
proteinas de la envoltura (gp120 y gp41) con el receptor celular CD4 y el correceptor de la célula T del VIH-1.

i) Transcripcion reversa del genoma ARN en ADN por la enzima transcriptasa inversa

iii) Translocacion al nucleo celular e integracion del genoma viral en la célula por la enzima integrasa.

iv) Expresion temprana de genes reguladores (Tat, Vpu, Nef) durante la transcripcion de genes celulares.

v) Expresion tardia de genes estructurales en forma de precursores poliproteicos (gag, gag-pol y env), las
glicoproteinas de superficie (SU) y transmembranales (TM).

vi) Salida del virion y maduracion proteica completa de gag y gag-pol para dar lugar a las diferentes
proteinas estructurales, proceso llevado a cabo por la proteasa dando lugar a viriones con completa capacidad

infectiva (54).

1.1.5 Capacidad mutagénica y resistencia del VIH

La mutacion genética es una caracteristica inherente a todos los virus ARN y el caso del VIH-1 no es una
excepcion. El desarrollo rapido de las variantes resistentes se debe al elevado recambio del VIH - cada dia se
producen aproximadamente 10 millones de particulas virales nuevas (55). También se debe a la tasa de error
excepcionalmente alta de la transcriptasa inversa del VIH. Esto causa una tasa de mutacion elevada y una
produccién constante de cepas virales nuevas, ain en ausencia de tratamiento. En presencia de medicamentos
antirretrovirales las cepas resistentes son seleccionadas como especies dominantes (56). El desarrollo de cepas
virales resistentes es una de las principales razones del fracaso de la terapia antirretroviral.

La relevancia clinica de las mutaciones primarias de resistencia al inicio del tratamiento es evidente. La
prevalencia de mutaciones en pacientes sin tratamiento previo varia entre las diferentes regiones demograficas.

Las mutaciones de resistencia transmitidas pueden limitar las opciones de tratamiento en el futuro. A principios
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del 2005, un paciente en New York sorprendio a todo el mundo por haberse infectado con un tipo de virus que
contiene 7 mutaciones relevantes para INTIs, 2 mutaciones para INNTIs y 12 mutaciones para farmacos
inhibidores de la enzima Proteasa (IP). Después de 4 a 20 meses (no se sabe exactamente el tiempo de infeccion),
el numero de linfocitos CD4 decrecido a 80 célula/uL. La capacidad de replicacion del virus resistente fue
comparable con el virus tipo silvestre. Solamente 2 farmacos tipo ART, el T-20 (Enfuvirtide) y el efavirenz
continuaron siendo activos. Aunque la transmision de virus multi-resistentes y la progresion clinica tan rapida
son eventos raros, este caso reportado es una muestra de las consecuencias posibles de la resistencia primaria a

multiples farmacos (57).
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Figura 1.4. Ciclo replicativo del VIH-1.
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En rojo figuran los inhibidores de replicacion viral. En azul estdn indicados los inhibidores del ciclo de

replicacion en fases de desarrollo clinico o preclinico.

\ A

Figura 1.5. Micrografia electronica de una célula T no infectada (a) e infectada cronicamente (b)

por el VIH-1 (ITIIB).

1.2 TERAPIA ANTI-VIH

Los medicamentos contra el VIH (conocidos también como medicamentos antirretrovirales) se usan para
controlar la reproduccion del virus y para detener la progresion de la enfermedad relacionada con la infeccion
por el VIH. La terapia antirretroviral altamente activa (TARAA), es la recomendada para la infeccion por el
VIH. La TARAA combina tres o mas medicamentos contra el VIH en un régimen diario. Por supuesto los
medicamentos contra el VIH no curan la infeccion del mismo y las personas que toman estos medicamentos
pueden todavia transmitir el VIH a otras personas. Ademas, estan surgiendo nuevos problemas relacionados con
la toxicidad a corto y a largo plazo de los tratamientos con medicamentos y la frecuencia de mutaciones de
resistencia tanto en los virus circulantes como en los transmitidos. El curso de esta pandemia también dependera
de la disponibilidad de una vacuna efectiva de profilaxis en el futuro proximo.

Los farmacos antirretrovirales empleados en la terapia anti-VIH pueden dividirse en cuatro familias: (i)
los Inhibidores de la entrada (ii) los Inhibidores de la Transcriptasa Inversa con dos subfamilias; los analogos
nucleosodicos (INTIs) y los no nucleosidicos (INNTIs); (iii) Inhibidores de la integrasa (INs) y los (iv) los
Inhibidores de la Proteasa (IPs), incorporados recientemente a las terapias antirretrovirales. La parte del ciclo
viral sobre la que actlia cada uno de ellos aparece representada en la Figural.6. Simultdneamente, las
mutaciones de resistencia también pueden clasificarse atendiendo al tipo de fArmaco antirretroviral sobre el que
se ha desarrollado la resistencia.

Los "Medicamentos para el tratamiento de infeccion por el VIH" (2008) aprobados por la FDA, estan

expuestos en la pagina web http://www.fda.gov/oashi/aids/virals.html.
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Figura 1.6. Principales blancos de los farmacos anti-VIH

1.2.1 La Transcriptasa inversa (TI) del VIH, blanco biolégico principal de los farmacos antiretrovirales

Después de la entrada del virion VIH-1 en la célula, las particulas del nucleo viral son liberadas y el ARN
viral es convertido en una doble cadena lineal de ADN por la transcriptasa inversa viral. Una vez que este ADN
fue duplicado y circularizado se integra en los cromosomas de la célula huésped. Este proceso representa un
estadio critico en el ciclo vital del virus. El complejo ADN-ntcleo viral (6 complejo de pre-integracion) es muy
grande para pasar de modo simple por los poros de la membrana nuclear en el proceso de importacion al niicleo
celular. Para el VIH-1, la importacion al nicleo celular es un proceso activo, que depende de la presencia de
sefiales de localizacion nuclear dentro de algunas proteinas del virion. Esto da como resultado que los VIH-1
pueden infectar las células que no se dividen como los macrofagos.

La transcriptasa inversa (una enzima multifuncional) es una ADN polimerasa, dependiente del ARN,
que sintetiza ADN a partir de una plantilla de ARN. También posee actividad hidrolasa, lo que le permite
degradar el ARN de los hibridos ARN. La estructura cristalina de la TI ha sido estudiada y se han logrado

producir varios inhibidores especificos de ésta enzima. Una de las propiedades mas importantes de la TI es que
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no tiene actividad de correccion de lectura. Por ende, no puede corregir los errores que hace durante la sintesis
de ADN, y por tanto la replicacion del VIH-1 tiene una frecuencia alta de mutaciones .

Dicha enzima es un heterodimero formado por dos subunidades, una subunidad de 66 KDa y una
subunidad de 51 KDa (denominadas p66 y p51, respectivamente). En la subunidad p66 residen las actividades
polimerasa y RNasa H mientras que la subunidad p51 actfia como soporte estructural de la subunidad p66,

estabilizando la conformacion activa de dicha subunidad facilitando asi la unién del ADN a la misma.

RNaseld

Connection

Pl pS1 subunit

Figura 1.7. Estructura cristalina de la TI del VIH-1

El dominio polimerasa de la sub unidad p66 puede ser comparado anatomicamente con una mano
derecha, y esta formado a su vez por cuatro subdominios, denominados dedos, palma, pulgar y conexion (ver
Figura 1.7.). El centro activo, (sitio de union del sustrato) de esta subunidad, localizado en el dominio de la
palma, esta formado por una triada catalitica de residuos de acido aspartico (Asp 110, Asp 185, Asp 186). Se ha
propuesto que al menos dos iones Mg”" asisten al proceso de polimerizacion, coordinandose con los carboxilos

de los restos de Asp del centro activo (58, 59) (ver Figura 1.8.).
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Figura 1.8. Centro catalitico de la TI del VIH-1

1.2.2 Farmacos Inhibidores No Nucleosidicos de la Transcriptasa Inversa (INNTI)

La enzima TI de VIH-1 es un blanco atractivo para desarrollo de nuevos farmacos en el proceso de la
lucha contra el SIDA. En la investigacion, los Inhibidores especificos no nucleosidicos de la transcriptasa
inversa (INNTI) han obtenido un importante y definitivo lugar debido a su propia potencia antiviral, alta
especificidad y baja toxicidad.

Desde 1990 y como resultado de amplios programas de screening, se han descrito mas de 30 familias de
compuestos que son inhibidores potentes y altamente especificos de la TI del VIH-1 (60-64). Dichos
compuestos, a diferencia de los 2°,3’-Didesoxinucledsidos (2°,3’-ddN)- inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de nucledésidos (INTI), no afectan a la TI del VIH-2 o a otras ADN polimerasas. Por otro lado, no
inhiben a la TI con un sustrato alternativo, sino que se unen directamente y de manera no competitiva con la
enzima. El complejo que resulta bloquea el sitio de unién, activado por catalizador, de la TI, el cual entonces se
puede unir con menos nucledsidos y la polimerizacion se hace significativamente mas lenta. En contraste con los
INTIs, los INNTIs no necesitan de activacion dentro de las células.

Algunos de estos compuestos tales como la Nevirapina (BI-RG-587, 1), el BHAP (Delavirdina, 2) y la
Benzoxazinona (Efavirenz, 3) estan aprobados para el tratamiento clinico del SIDA (65) en terapias combinadas
con ddN y/o inhibidores de proteasa (60, 62, 65). Otros se encuentran en fases clinicas avanzadas como el a-
APA (Lovirida, 4), la Tiocarboxanilida (UC-781, 5), el derivado de la familia HEPT (MKC-442, 6), derivados
de serie S-DABOs, la Quinoxalina (HBY 097, 8) y el 8-Cloro-TIBO (Tivirapina, 9) (66-68) (ver Tabla 1.2.).
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Tabla 1.2. Lideres tipo INNTI del VIH-1 aprobados para el tratamiento del SIDA o en fases clinicas

avanzadas
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En los ultimos afios se han descrito las estructuras cristalograficas tanto de la apoenzima como de la
enzima formando complejos con distintos inhibidores no-nucleosidicos. Estas estructuras han revelado como se

forma el sitio de union para los INNTIs y las sutiles pero importantes diferencias en su geometria “butterfly-like”
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(69) dependiendo de la naturaleza del inhibidor determinada por los estudios de acoplamiento y dinamica
molecular entre la TI y sus ligandos.

El sitio de union de los INNTIs es una cavidad hidréfoba, flexible y proxima (aunque distinta) al centro
catalitico de la enzima (aproximadamente a 10-15 A del sitio activo de la polimerasa). Este bolsillo no existe
como tal cuando el inhibidor no esta interaccionando con la enzima. La flexibilidad y tamafio de esta cavidad
permite que compuestos estructuralmente tan diferentes ejerzan un mismo tipo de inhibicion, una inhibicion de
tipo alostérico.

Estudios tanto estructurales (70) como cinéticos (59) revelan que la union de los INNTIs a la TI hacen
que la cadena molde/cebador (template/primer) se recoloque en la proteina dando lugar a un distanciamiento de
aproximadamente 2 A entre el canal de union y el sitio activo. Esto provoca una marcada disminucion de la
actividad enzimatica. Por tanto, los inhibidores especificos inhiben la TI de VIH-1 debido a una distorsion de la
triada catalitica de aspartato (sitio activo) en el dominio polimerasa.

Los INNTIs se caracterizan por su baja toxicidad, su alta hidrofobicidad y su elevada potencia antiviral, lo
que les convierte en atractivos agentes anti-VIH. Sin embargo, al igual que los INTIs inducen el rapido
desarrollo de cepas de virus resistentes. El riesgo de resistencia cruzada es muy alto y ésta puede desarrollarse
muy rapidamente; Una mutacion puntual en la posicion 103 (K103N) del sitio de unidn hidrofobico es suficiente

para eliminar a la clase completa de farmacos (71).

Tabla 1.3. Mutaciones mas comunes en aislados clinicos, implicados en resistencia del VIH-1 a

INNTIs.

Mutaciones de la TI que confieren Comentarios
resistencia a los NNIs

K103 Mutacién normalmente seleccionada en terapias con efavirenz.
Ocasionalmente seleccionada en terapias con nevirapina.
Confiere una elevada resistencia a todos INNTIs

V1081 Mutaciones seleccionadas en presencia de nevirapina.

Y181C Confiere un alto nivel de resistencia a nevirapina pero bajo a efavirenz.

Y188C Y188L, a diferencia de Y188C, se observa principalmente en terapias
con efavirenz.

L1001 Mutaciones que se acumulan durante terapia prolongada infectiva a la

V106A mayor parte de los INNTIs.

G190A, G191S

En particular, como un tema que esta en proceso de desarrollo, los INNTIs conocidos y/o nuevos
encontrados se estdn ensayando tanto "in vitro" como "in vivo". Se conocen muchos farmacos que tienen la
capacidad de inhibir al VIH, aunque pocos son capaces de demostrar una eficacia clinica que haga aconsejable

su empleo en los pacientes con VIH/SIDA debido principalmente al nivel de toxicidad mostrado sobre células
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sanguineas, mayormente del tipo MT4 y CEM (15, 16). Entre ellos los que se tiene mayor experiencia clinica se
encuentran los analogos de HEPT, DATAs, N-acylthiocarbamate (ATC) y los S-DABOs. Ninguno de los
analogos antes citados son capaces de inhibir o inactivar por completo la expresion de VIH “in vitro”, como lo
pone de manifiesto los ensayos realizados sobre células MT4, linea de células linfoides T transformadas con
HTLV-1 (Human T-Lymphotropic Virus-1), en las que se ha evaluado (i) el efecto citopatogénico en dichas
células cuando se sometian a una sobre-exposicion con VIH tratado con una composicion antiviral de las
proporcionadas por esta invencion y (ii) la expresion de VIH medida en los sobrenadantes de los cultivos
celulares como expresion de actividad transcriptasa reversa y como deteccion y medida del antigeno P25. El
antigeno P25 se libera cuando se produce la lisis del VIH, por lo que puede detectarse mediante una reaccion de
complejamiento con un anticuerpo anti-P25 y a partir de ahi evaluar la cantidad de virus (15, 16, 72).

Aunque se han ido aportando soluciones y se prevén nuevas alternativas, sigue existiendo la necesidad de
encontrar un agente antiretroviral que sea efectivo y carezca de los efectos tdxicos indeseables previamente

citados.

1.3 TENDENCIAS ACTUALES

Comparado con la rapida aparicion (semanas o meses) de cepas virales resistentes a los diferentes
farmacos empleados en monoterapias, el virus se puede suprimir durante largos periodos de tiempo (meses o
incluso afios) cuando se utilizan terapias combinadas (politerapias) en lo que hoy se conoce como terapia

antiretroviral de alta eficacia (TARAA) (73, 74).

Tabla 1.4. Farmacos (no combinados) INNTIs aprobados por la Administracién de Alimentos y
Medicamentos EE.UU (FDA)

Nombre Marca y otros nombres Fabricante Fecha de aprobacion

genérico por el FDA
Delavirdina Rescriptor®; DLV Pfizer Abril 4, 1997

Efavirenz Sustiva”, EFV Bristol-Myers Squibb Sept. 17, 1998
Entravirina Intelence®, Celsentri®, TMC125, ETR Biotec Enero 18, 2008
Nevirapina Viramune®, NVP Boehringer Ingelheim Junio 21, 1996

La reduccion en la carga viral, conseguida en pacientes tratados en fases tempranas de la enfermedad con
politerapia, hace que la enfermedad no progrese, ya que implica un menor nimero de linfocitos T infectados y
permite, por tanto, una recuperacion del sistema inmune(75, 76). Por tanto, hoy en dia es evidente que, al igual
que en la quimioterapia del cancer y de algunas Enfermedades bacterianas, la estrategia a seguir en la lucha
contra el SIDA es la terapia combinada (77, 78). Una combinacion racional de farmacos puede dar lugar, por un

lado a una menor toxicidad, ya que se emplean concentraciones inferiores de los farmacos que las empleadas
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individualmente, por otro a la prevencion o retraso en la aparicion de resistencias y por ultimo puede aumentar la
eficacia de los agentes terapéuticos debido a efectos sinérgicos o al menos aditivos (79).

Sin embargo, el empleo de terapias combinadas no esta exento de problemas. El primero de ellos es que a
pesar de que en muchos casos la carga viral es indetectable, el virus “se esconde” en ciertos reservorios del
organismo (linfocitos CD4", macréfagos, células dendriticas, vasos linfaticos, etc.), donde estd a salvo de la
accion de los farmacos antiretrovirales, manteniendo su capacidad de replicarse y por tanto de mutar y
desarrollar resistencias frente a dichos farmacos.

Ademas, no siempre la combinacion de fAirmacos da lugar a beneficios terapéuticos. Existen numerosos
ejemplos que muestran el efecto antagonista, el aumento de toxicidad, la interferencia metabolica o incluso una
aceleracion en el desarrollo de resistencias, cuando se combinan ciertos farmacos (79). Por tanto, la eleccion y
combinacion de farmacos debe hacerse de un modo racional.

Otro de los problemas de la terapia combinada surge a la hora de decidir cual es el coctel de farmacos mas
adecuado. A medida que aumenta el nimero de compuestos aprobados para el tratamiento del SIDA, aumentan
las posibilidades de combinacidn y, por tanto se hace més dificil elegir la mejor combinacion.

Los estudios de resistencia cruzada, utilizando el arsenal de compuestos anti-VIH/SIDA hoy disponibles,
y la caracterizacion de cepas mutantes, aportan una informacion muy valiosa para el disefio de estas terapias
combinadas.

La eleccion de la combinacion de farmacos anti-VIH se realiza, de un modo racional, siguiendo distintas
aproximaciones (77, 78, 80-82). (i) La combinacién de compuestos que se unen a distintos sitios de la misma
proteina viral, por ejemplo, dentro de los inhibidores de la TI, se combinan anélogos de 2°,3’-ddN con INNTIs.
(il)) La combinacion de compuestos que actian sobre enzimas implicadas a diferentes niveles del ciclo
replicativo del virus, como por ejemplo, la combinacion de INNTIs e IPs. (iii) Se han disefiado terapias
combinadas que incluyen compuestos que actilan sobre un mismo punto de la enzima pero que presentan un
perfil de sensibilidad/resistencias complementario.

El éxito o el fracaso de la terapia anti-VIH/SIDA esta determinado por la interrelacion de tres factores,
como son el virus, el tratamiento y el enfermo. Esto hace que sea inmensamente complicado predecir el
resultado de un tratamiento y hacer extensible a otros pacientes aquel tratamiento que tuvo €éxito con un paciente
determinado.

Los avances de la comunidad cientifica en el conocimiento, prevencion y lucha contra el SIDA han sido
espectaculares, sin embargo, quedan todavia muchas metas por alcanzar. La aparicion de una tercera cepa de
VIH (83), no detectable por los métodos de deteccion empleados en la actualidad, ha complicado el panorama y
ha puesto de manifiesto la importancia de seguir investigando en este campo. Asimismo, se ha demostrado la
transmision de cepas de virus resistentes (84) a los farmacos que se emplean en clinica. Esto indica que el
“arsenal” actual del que disponemos no es suficiente para controlar la replicacion viral y luchar asi contra la
enfermedad, por tanto, es necesario el disefio de farmacos mas potentes y de menor toxicidad en nuestra lucha

contra el SIDA.
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14 QUIMIOINFORMATICA, QUIMIOMETRIA Y DESARROLLO RACIONAL DE
FARMACOS

1.4.1 Generalidades del proceso de descubrimiento de farmacos

El desarrollo de una terapia para una patologia especifica es un proceso usualmente articulado en tres
pasos.

e FEl primer paso (identificacion del blanco bioldgico o terapéutico) consiste en la identificacién de una
molécula biolédgica, en este caso es la TI, y su mecanismo que conduce a un proceso patologico.

e segundo paso El proposito es identificar una molécula (usualmente moléculas pequefias) con un perfil
biologico interesante capaz de interferir con el blanco terapéutico antes mencionado. Eventualmente, antes de
que el candidato a farmaco entre al mercado.

e Tercer paso (validacion clinica) debe probar su eficiencia y seguridad a través de una evaluacion
extensiva en animales y humanos(85-87).

Durante los ensayos bioldgicos iniciales del ciclo de descubrimiento de farmacos son identificados los
denominados hits o candidatos potenciales: moléculas que muestran una determinada actividad quimica pero que
no necesariamente cumple con los requerimientos de eficiencia de un lead o compuesto lider. A esta fase de
generacion de Aits le sigue la fase de generacion de leads, donde los hits identificados son validados mediante
ensayos confirmativos y refinados estructuralmente con el objetivo de incrementar su potencia con respecto al
blanco. De lograrse una potencia suficiente, se pueden realizar ensayos biologicos adicionales para asegurar que
el compuesto lider no interacciona con proteinas homologas del blanco, con el fin de limitar sus efectos

secundarios(88).

Vale la pena sefialar que la investigacion terapéutica es un proceso en extremo complejo y costoso en
términos de tiempo y dinero. Un estudio reciente que incluyé una muestra de 68 farmacos aprobados en la
década de los 90’s en los Estados Unidos de América, mostrd que el tiempo y el costo promedio para el
desarrollo de un farmaco, desde la identificacion del blanco hasta la obtencion de la aprobacion por la FDA,
estaba alrededor de los 15 afios y US$ 900 millones(22). En las pasadas dos décadas sin embargo, los avances
tecnolodgicos, junto con la progresiva reconsideracion del proceso en si, ha conducido a una gran revolucién del

proceso de encontrar un nuevo farmaco.
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Figura 1.9. Representacion esquematica del proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos.

1.4.2 Tecnologias de alto rendimiento (High-throughput technologies)

A partir de esta seccion los elementos desarrollados se centran en el problema del descubrimiento de
farmacos como tal, esto es, la identificacion de candidatos clinicamente promisorios para un blanco terapéutico
validado. Hasta los afios 80, el paso de generacion de Aits constituia el principal cuello de botella del proceso de
descubrimiento de fairmacos debido al costo (en ambos, tiempo y dinero) de la sintesis y evaluacion de nuevas
moléculas(18, 19). Los avances en las areas de miniaturizacidon y robotizacion en los afios 80 condujeron a la
apariciéon de dispositivos de alta capacidad de ensayo o high-throughput screening (HTS), permitiendo la
evaluacion masiva en paralelo de cientos o miles de moléculas. Hoy en dia, los dispositivos ultra-HTS permiten
a las grandes compaiiias farmacéuticas el procesamiento de hasta 100 000 moléculas por dia(89, 90).

En respuesta a estas nuevas tecnologias, la investigacion quimica desarrolld al mismo tiempo métodos

para sintetizar moléculas en paralelo, permitiendo asi la generacion de grandes librerias de moléculas. En

Hai Pham The- Aplicaciéon de l1a Metodologia MOOP-DESIRE ...



Revision Bibliografica 22

particular, la quimica combinatoria hace posible la generacion de un gran nimero de moléculas a partir de la
combinacion de bloques estructurales elementales a un costo relativamente bajo(91, 92).

En la practica sin embargo, pronto se evidencido que este método a no gran escala era la respuesta al
problema del descubrimiento de fArmacos. Mientras que el numero de hits identificados pudo ser incrementado
sustancialmente, se observo que no existia una correspondencia con el crecimiento del nimero de farmacos que
entraban al mercado, dejando esto claro que el verdadero cuello de botella del descubrimiento de farmacos no
era la generacion de hits, sino los pasos de identificacion y optimizacion del compuesto lider (18, 85). Esta
observacion condujo progresivamente a una reconsideracion y racionalizacion progresiva del proceso de
descubrimiento de farmacos, en la cual los métodos computacionales han venido a desempefiar un papel

determinante(21).

1.4.3 Métodos computacionales

Debido a la necesidad de explotar las cantidades masivas de datos generados por las tecnologias de alto
rendimiento, los métodos computacionales se han ido implementando de manera creciente en el proceso de
descubrimiento de firmacos y de manera general en la quimica. Para unificar la mezcla de los métodos
computacionales y la quimica, F. K. Brown acufié en 1998 el término quimioinformatica definiéndola como “la
mezcla de aquellos recursos de informacion para transformar datos en informacion y la informaciéon en
conocimiento con el propdsito de tomar mejores y mas rapidas decisiones en el area de la identificacion y
optimizacion de compuestos lideres”(93).

El campo de aplicacion de los métodos quimioinformaticos en la investigacion terapéutica es muy amplio.
En esta seccion, se introducen los tres principales pasos en el camino a transitar hacia la racionalizacion del
proceso de descubrimiento de farmacos. Para una revision mas extensa de los métodos quimioinformaticos el

lector puede consultar las referencias(94, 95).

Diseiio de librerias. Tanto la academia como la industria farmacéutica no tardaron en percatarse que el
numero de compuestos que se podria generar por medio de la quimica combinatoria seria tan grande que la
evaluacidn sistematica y aleatoria de librerias combinatorias no era el camino dptimo para el descubrimiento de
nuevos compuestos lideres. Esta observacion motivo una racionalizacion del proceso de evaluacion con el
objetivo de limitar el nimero de ensayos HTS y asi reducir el tiempo y el costo del paso de identificacion del
compuesto lider. Asi, el centro de la investigacion terapéutica moderna ha cambiado de la evaluacion de grandes
librerias combinatorias hacia un proceso de disefio de librerias dirigido a que las mismas sean mas pequefias pero
que a la vez contengan mas informacion(21, 90, 96).

Debido a que el objetivo de los ensayos de evaluacion evoluciona durante el proceso de descubrimiento de
farmacos, el disefio de las librerias a ser evaluadas debe estar relacionado con los avances del proyecto. Con el
objetivo de maximizar la probabilidad de identificar hits estructuralmente diferentes, los ensayos de evaluacion

iniciales deben involucrar librerias diversas de manera que se cubra lo mas ampliamente posible el espacio
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quimico(19). Por el contrario, en el paso posterior “hits to lead”, deben ser disefiadas librerias dirigidas
constituidas por moléculas estructuralmente similares a los kits identificados(21).

Tamizaje virtual o “Virtual Screening”. Tamizaje virtual o in silico es el término usado para denotar el
analisis computacional de bases de datos de compuestos, dirigido a identificar candidatos que posean la actividad
biologica deseada sobre un blanco terapéutico especifico. Esto puede verse como una alternativa al desarrollo de
ensayos experimentales con la principal ventaja de que pueden ser evaluadas cantidades arbitrarias de moléculas
reales o aun sin sintetizar e incluso moléculas virtuales. Con la identificacion de compuestos potencialmente
activos, el tamizaje virtual puede por tanto ayudar a la reduccion del nimero de ensayos experimentales y
motivar la obtencion o sintesis de nuevas moléculas(21, 90). En la practica, el tamizaje virtual requiere del
conocimiento de la estructura del blanco terapéutico, usualmente obtenido por métodos cristalograficos, o bien
de la actividad medida experimentalmente de un conjunto de compuestos.

Si la estructura del blanco es conocida, el enfoque mas comiin para el tamizaje virtual son los estudios de
acoplamiento o docking, los que consisten en la derivacion de una puntuacion o score de la actividad a partir del
posicionamiento optimo del ligando en el sitio activo del blanco(88, 97). Los algoritmos de docking consisten en
dos componentes centrales: un algoritmo de busqueda que se encarga del posicionamiento del ligando, y una
funcién de evaluacion que cuantifica la fuerza de la union resultante en términos de energia a través de la
evaluacion de las fuerzas intermoleculares. El algoritmo de blsqueda necesita optimizar la configuracion
tridimensional del ligando, su conformacion, con respecto a las estructuras espaciales y electrostaticas del sitio
activo. El enfoque del tamizaje virtual basado en docking consiste en acoplar todas las moléculas de una base de
datos y seleccionar aquellas con mas alta puntuacion como las moléculas activas mas prometedoras. Debido a la
presencia de enlaces rotacionales, las moléculas usualmente poseen un gran nimero de conformaciones por lo
que el acoplamiento puede ser un proceso realmente complejo en la practica(98-100).

Si se desconoce la estructura del blanco, los métodos de tamizaje virtual pueden derivarse de un pool de
compuestos con actividad conocida obtenidos de ensayos experimentales previos. Estos métodos se conocen
como enfoques del tamizaje virtual basados en ligandos, en oposicion al enfoque anterior basado en la estructura
del blanco. Un método simple basado en ligandos consiste en el ordenamiento de las moléculas de una base de
datos con respecto a su similitud con un conjunto de compuestos activos conocidos, y la selecciéon de los
candidatos mejor ordenados como los mas prometedores(88). Este método es esencialmente similar a los
algoritmos de agrupamiento y particionamiento empleados para la construccion de librerias dirigidas, que fueron
descritos en la seccion anterior. Sin embargo, este enfoque es mas general ya que el simple criterio de
proximidad en el espacio quimico puede reemplazarse por esquemas de ordenamiento mas evolucionados que
consideren simultdneamente todo el conjunto de compuestos activos(101). Alternativamente, el conjunto de
compuestos activos puede usarse para derivar un modelo farmacoforo que representa un arreglo tridimensional
del fragmento molecular responsable de la actividad (o al menos se cree que lo es). Este modelo farmacéforo
puede entonces usarse como un filtro para eliminar del conjunto de compuestos aquellos que no cumplan con las

condiciones de actividad necesarias(88, 102).
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Debido al hecho de concentrarse solamente en los compuestos activos, las anteriores aproximaciones
pueden ser criticadas por el hecho de no aprovechar al maximo los resultados de los ensayos experimentales(21).
Un enfoque mas general consiste en la construccion de un modelo que correlacione la estructura de las
moléculas con sus respectivas actividades biologicas a partir de un pool de moléculas previamente evaluadas,
integrando asi informacion tanto de la actividad como de la inactividad de los compuestos, la cual es ignorada
por las aproximaciones anteriores. Este problema se conoce como la modelacion de la relacion estructura-
actividad (REA) mas cominmente conocido por sus siglas en ingles OSAR, acronimo de Quantitative Structure-
Activity Relationships, ¢ involucra métodos de los campos de la estadistica y las maquinarias de aprendizaje
(machine learning). Debido a que este tipo de estudio constituye el pilar fundamental de los resultados
presentados en este trabajo, el mismo se abordara con mas profundidad mas adelante.

Finalmente, es posible notar una fuerte sinergia entre el tamizaje virtual y los ensayos experimentales: los
ensayos experimentales suministran datos validos para construir o refinar los modelos provenientes del tamizaje
virtual, los que a su vez optimizan los ensayos experimentales. La combinacion del tamizaje virtual y los
ensayos de alta capacidad en una forma iterativa también conduce a un proceso de evaluacion secuencial(21, 90,
103). Mientras esta sinergia es particularmente obvia en las aproximaciones basadas en ligandos, este esquema
secuencial puede también ser util para refinar los modelos de acoplamiento, donde se sabe que la optimizacion
de la funcion de evaluacion es una tarea dificil en la practica(97).

Integracion temprana del concepto “drug-likeness”. Las propiedades de una molécula que contribuyen a
un perfil farmacoldgico, farmacocinético y toxicologico favorable se denomina en la investigacion terapéutica
moderna a través de un término originalmente definido en ingles: drug-likeness. En la actualidad es ampliamente
aceptado que la principal causa de fallas en el proceso de descubrimiento de farmacos es precisamente un pobre
perfil farmacocinético y toxicologico del candidato a farmaco(18-21). Esta observacion reveld que en la fase de
optimizacion del lider, la capacidad de mejorar el perfil terapéutico del candidato seleccionado basandose
solamente en su actividad farmacoldgica fue sobreestimada, lo que condujo a la integracion del concepto drug-
likeness en etapas anteriores a la optimizacidén, durante la fase de identificacion del lider(18, 21). Esta
reconsideracion del paradigma secuencial de las fases de identificacion y optimizacion del lider marca un avance
significativo hacia la racionalizacién del proceso de descubrimiento de farmacos, lo que representa una severa
reduccion del retraso de la incorporacion a la clinica de nuevos agentes terapéuticos y como consecuencia
también una reduccidn del costo global del proceso(18, 22).

Un ejemplo decisivo de la integracion temprana del concepto drug-likeness lo constituye el trabajo de
Lipinski y colaboradores quienes propusieron un conjunto simple de reglas, conocida como “reglas del cinco”
definida originalmente en ingles como “rules of five”. Estas reglas relacionan la propension de una molécula a
ser absorbida por el organismo con propiedades moleculares generales tales como el peso molecular y el numero
de donadores y aceptores de enlaces de hidrogeno (104). Estas reglas se usan comunmente como un filtro para

remover compuestos durante el proceso de descubrimiento de farmacos. Generalmente es poco probable que una
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molécula sea absorbida si viola al menos dos de estas reglas. Filtros similares han sido propuestos para
considerar otras propiedades involucradas en el concepto drug-likeness, en particular en el contexto de la
toxicidad, donde moléculas potencialmente toxicas pueden ser identificadas mediante la deteccion de
toxicoforos, esto es, grupos reactivos responsables de la toxicidad de la molécula(21, 90).

Considerando el enfoque REA involucrado en el tamizaje virtual, los modelos estadisticos y basados en
magquinarias de aprendizaje que correlacionan directamente la estructura de las moléculas con sus propiedades
“drug-like” son también utiles en este contexto(20, 105). Estrictamente hablando, estos modelos no se relacionan
con los analisis REA ya que el término actividad refiere a la nocion de union con el blanco, y la terminologia
adoptada usualmente es la de analisis de las relaciones estructura-propiedad (REP). No obstante, la integracion
del concepto drug-likeness en el proceso de identificacion del lider puede verse como la reformulacion del
problema del tamizaje virtual y los analisis REA en un marco multidimensional o multi-propiedades mas
general(17-19), si se considera que los términos tamizaje virtual y REA a menudo ignoran este significado mas
amplio.

Finalmente se debe resaltar que estos métodos son altamente complementarios dentro del proceso de
identificacion de candidatos lideres con un perfil terapéutico global (farmacoldgico, farmacocinético y
toxicologico) promisorio. La Figura 1.10 ofrece una vision esquematica de la posible integracion de estos
métodos en el proceso de descubrimiento de farmacos en los casos en que la estructura del blanco terapéutico es
desconocida.

Las moléculas con pobres propiedades “drug-like” son removidas inicialmente del pool de compuestos
disponibles mediante el uso de modelos de relacion cuantitativa estructura-propiedad (Quantitative Structure-
Property Relationships, QSPR) y/o filtros para propiedades “drug-like”. Un pool de tamizaje primario es
subsecuentemente definido a través de la eleccion de un subconjunto diverso de candidatos. El resultado del
tamizaje facilita la construccion de modelos QSAR, los cuales en conjuncion con modelos QSPR, pueden ser
usados en un tamizaje secuencial para el descubrimiento de compuestos lideres con un perfil farmacéutico global

promisorio.
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Figura 1.10. Posible integracion de métodos computacionales en el proceso de descubrimiento de

farmacos.

1.4.4 Representacion y codificacion de la estructura molecular
Representacion de la estructura molecular. Existen diferentes formas de representar la estructura

molecular:
e la representacion molecular mas simple, en una dimension (1D), se define a partir de la constitucion

atdmica de la molécula.
e la representacion molecular bidimensional (2D) se basa en un grafo denominado grafo molecular que

representa los enlaces covalentes establecidos entre los atomos de la molécula.
o finalmente, en el espacio tridimensional (3D), una molécula puede ser vista como un esqueleto,

resultante de la introduccion de coordenadas atomicas en el grafo molecular, o como varias superficies

moleculares que representan la proyeccion de las propiedades fisicoquimicas de los atomos, tales como su
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potencial electrostatico, hidrofobicidad, carga o volumen de Van der Waals, en una esfera que encierra a la
molécula(95). Estas superficies son en particular de gran interés en estudios de acoplamiento (docking) para
cuantificar la complementariedad entre un ligando y un blanco terapéutico. Sin embargo, las moléculas no son
elementos inertes, y debido a la presencia de enlaces rotacionales, estas pueden llegar a tomar varias
configuraciones espaciales de baja energia conocidas como conformaciones. Por tanto, si se considera la
estructura tridimensional de una molécula, surge entonces el problema del analisis conformacional, lo que en la
practica conduce a representar las moléculas como un juego de conformaciones, en un enfoque denominado

multi-conformeros o bien como una estructura flexible en cuyo caso se introducen grados de libertad estructural

5

para cada enlace rotacional en la molécula.

Co Hglly H ;

H

Figura 1.11. Representaciones 1D, 2D y 3D de la molécula de aspirina.

Codificacion de la estructura molecular. La Figura 1.11 muestra diferentes representaciones de la
molécula de aspirina. Desde el punto de vista practico, los métodos quimioinformaticos a menudo no son
capaces de manejar directamente estas representaciones, y se requiere encapsular la informacion estructural en
un conjunto de descriptores capaces de codificar la informacion contenida en una representacion molecular
especifica. Los Descriptores o Indices Moleculares (DMs o IMs) juegan un papel fundamental en la
quimioinformatica y en particular para los estudios QSAR. En la actualidad un descriptor molecular se define
como: el resultado final de un procedimiento logico-matematico el cual transforma la informacion quimica,
codificada dentro de una representacion simbolica de una molécula, en un numero (o conjunto de estos) util(es)
o en el resultado de alguno de los experimentos ya estandarizados(106). El término util tiene aqui un significado
doble: significa que estos niumeros pueden brindar una visiéon mas amplia en la interpretacion de las propiedades
moleculares y/o son capaces de tomar parte en un modelo para la prediccion de propiedades moleculares
interesantes. En este sentido, si la interpretacion del descriptor fuera débil, provisional, o carente completamente
de significado, atin el mismo pudiera estar fuertemente correlacionado con alguna propiedad molecular, lo cual
seria util en la generacion de modelos con poderes altamente predictivos. Por el contrario, los descriptores con
un poder predictivo pobre se pudieran retener de manera util en los modelos cuando estan bien fundados
tedricamente y son, por ende, interpretables debido a su capacidad de codificar la informaciéon quimica
estructural (106). De acuerdo a la naturaleza en su definicion y a la complejidad de los rasgos moleculares

estructurales que codifican, los DMs se clasifican de forma general segin las dimensiones que abarcan en:
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e DMs-0D (Descriptores Constitucionales)

e DMs-1D (Descriptores Unidimensionales)

e DMs-2D (Descriptores Bidimensionales o Invariantes de Grafos)

e DMs-3D (Descriptores Tridimensionales)

e  DMs-4D (Descriptores Tetradimensionales)

Los DMs-0D son descriptores que se obtienen directamente de la formula molecular y son independientes
de cualquier conocimiento sobre la estructura molecular, i.e. nimero de atomos (A), el peso molecular (MW),
conteo de atomos-tipo (Ny) o cualquier funcién de las propiedades atdmicas.

Los DMs-1D estan basados en la representacion unidimensional de la molécula (o representacion que
consiste en una lista de fragmentos estructurales de la molécula), aunque no requieren del conocimiento
completo de la estructura molecular, i.e. descriptores de busqueda y analisis subestructural, como los
Descriptores de Conteo de Fragmentos.

Estos descriptores (0D y 1D) ofrecen poca informacion sobre la estructura molecular y se usan
esencialmente para derivar filtros tales como las reglas del cinco de Lipinski, o en combinacion con otros
descriptores.

Los DMs-2D se basan en la representacion bidimensional o topoldgica de la molécula, o sea, que
consideran la conectividad de los atomos (vértices) en la molécula (pseudografo) en términos de la presencia y
naturaleza de los enlaces quimicos (aristas). Entre los DMs-2D mas extendidos se encuentran los indices
topologicos (ITs), los cuales estan relacionados con la nocion de invarianza del grafo en la teoria de grafos.
Ejemplos representativos de este tipo de descriptores incluyen los ndices de Conectividad de Wiener y Randic,
definidos respectivamente a partir de la longitud del camino mas corto entre pares de atomos, y sus grados en el
grafo molecular(95, 106). En un enfoque relacionado, los vectores de autocorrelacion topoldgica miden la
autocorrelacion de las propiedades fisicoquimicas, tales como la carga o la polaridad, de pares de atomos
separados a una distancia topologica dada, la cual se expresa como la longitud del camino mas corto que conecta
a los atomos en el grafo molecular(107).

Los DMs-3D son derivados de la representacion tridimensional de la molécula y se basan no solo en la
naturaleza y conectividad de los atomos, sino también en la configuracion espacial de la molécula. Una buena
parte de estos descriptores requieren un paso preliminar de alineamiento molecular que consiste en colocar las
moléculas en una orientacion comin en el espacio 3D por medio de operaciones de rotacion y traslacion(106).
La calidad del alineamiento se cuantifica a través de una funcion de puntuacion o scoring function,y se dice que
las moléculas estan alineadas cuando la puntuacién es maximizada. Las funciones de puntuacion tipicas
consideran el numero de atomos idénticos superpuestos en la representacion del esqueleto molecular (108), o el
solapamiento de las nubes de electrones que rodean la molécula (109). Para poder realizar analisis
conformacionales, el alineamiento puede ser flexible en cuyo caso se introducen grados de libertad adicionales

para manejar los enlaces rotacionales, o rigido y basado en el alineamiento optimo de pares de multi-
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conformeros. El alineamiento molecular puede resultar un proceso complejo, por lo que el lector interesado en
los detalles de las técnicas existentes puede consultar a Lemmen y Lengauer (110). Una vez que las moléculas
estan alineadas, los DMs-3D pueden definirse, por ejemplo, mediante el muestreo de la superficie molecular de
acuerdo a los rayos que emanan del centro de masa de las moléculas alineadas (111, 112), o en el caso del
Analisis Comparativo de Campos Moleculares (Comparative Molecular Field Analisis, CoMFA) midiendo la
interaccion entre las moléculas y un atomo problema (por ejemplo, un atomo cargado o lipofilo) en cada punto
de una caja discreta que contiene las moléculas (113).

Un enfoque opuesto consiste en extraer los descriptores independientemente de la orientacion molecular.
A excepcion de los descriptores globales de forma como el volumen de Van der Waals de la molécula o el area
de superficie molecular, la mayoria de los descriptores moleculares independientes del alineamiento se basan en
distancias interatomicas. Por ejemplo, un estudio desarrollado por Pepperrell y Willett propone la caracterizacion
de la estructura molecular a través de su matriz de distancias interatomicas(114). Si bien estos autores proponen
varios métodos para comparar tales matrices, este enfoque no es conveniente del todo ya que no conduce a una
representacion fija de las moléculas. Las representaciones vectoriales estandar pueden derivarse considerando
pares de atomos de la molécula. Los vectores de autocorrelacion topologica por ejemplo, pueden ser extendidos
a vectores de autocorrelacion tridimensional mediante el calculo de la autocorrelacion de propiedades atomicas a
partir de pares de atomos incluidos dentro de un rango de distancia Euclideana especifico, en lugar de una
distancia topologica dada en el grafo molecular(115). Otras representaciones se basan en el conteo del numero
de veces que se encuentran pares de atomos de un tipo especifico dentro de rangos de distancias predefinidos en
la estructura tridimensional de la molécula (116-118). La consideracion de tripletes o conjuntos mas grandes de
atomos conduce a la nocién de farmacoforo. Un farmacoforo se define usualmente como un arreglo
tridimensional de atomos o grupo de dtomos responsable de la actividad bioldgica de una molécula de farmaco
(119, 120). Los atomos que poseen propiedades particulares (por ejemplo, cargas positivas o negativas, alta
hidrofobicidad, capacidad para donar o aceptar hidrogenos, anillos aromaticos) pueden constituir caracteristicas
farmacoforicas tipicas de interés(121). En este contexto, las huellas farmacoforicas o pharmacophore
fingerprints han sido propuestas como la contraparte tridimensional de las huellas de fragmentos moleculares o
molecular fragment fingerprints. Las huellas farmacoféricas representan una molécula a través de una pequefia
secuencia que codifica su contenido farmacoférico, usualmente definido como una lista exhaustiva de los
tripletes o caracteristicas farmacoféricas encontradas dentro de un conjunto predefinido de rangos de distancia en
su estructura tridimensional(122-125), aunque también existen extensiones a farmacoforos basados en
cuartetos(126). Por tanto, las huellas farmacoforicas codifican posibles farmacoforos de las moléculas, y debido
a que el numero de farmacoforos potenciales puede ser muy grande, estas son usualmente fragmentadas(124) o
comprimidas(127, 128).

Finalmente los DMs-4D son descriptores basados no solo en la configuracion espacial de la molécula, sino
también en los campos escalares de interaccion que se originan como consecuencia de la distribucion electronica

en dicha entidad quimica, i.e. Valores de la Energia de Interaccion (106).

Hai Pham The- Aplicaciéon de l1a Metodologia MOOP-DESIRE ...



Revision Bibliografica 30

1.5 QUIMIOMETRIA Y MODELACION DE LA RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Esta seccion tratara lo referente a la construccion de modelos que correlacionen la actividad bioldgica de
una molécula con su estructura a partir de un pool de compuestos de los cuales se conoce su actividad. Este
modelo puede ser subsecuentemente usado en aplicaciones de tamizaje virtual para predecir la actividad de
compuestos que ni siquiera tienen existencia fisica. El término actividad se emplea usualmente en la
investigacion terapéutica moderna en su sentido mas amplio para referirse a cualquier propiedad bioldgica que
determine el perfil terapéutico global de un candidato a farmaco, tales como sus propiedades farmacoldgicas,
toxicoldgicas o farmacocinéticas. Las décadas de investigacion en el campo de la estadistica y las maquinarias
de aprendizaje (Machine Learning) han proveido toda una plétora de métodos utiles en el establecimiento de las
relaciones entre la actividad de una molécula y su estructura, y en general en la investigacion quimica, lo que ha
contribuido al desarrollo de lo que hoy se conoce como guimiometria. Particularmente, en esta seccion se
pretende ofrecer una consideracion metodologica e historica general sobre la aplicacion de estos métodos a la
quimioinformatica, asi como un resumen del basamento teérico que soportan los métodos quimiométricos
empleados en la investigacion terapéutica moderna, lo que dista de ser una descripcion detallada de estos
métodos. Por esta razon se invita al lector interesado en una introducciéon mas profunda a esta tematica a
consultar los libros de texto clasicos(129-131).

Consideraciones Metodologicas. Los modelos pueden agruparse en dos categorias principales segliin la
naturaleza de la propiedad a predecir. Los modelos empleados para predecir propiedades cuantitativas, como por
ejemplo, el grado de union a un blanco, se conocen como modelos de regresion. Por otra parte, los modelos de
clasificacion se encargan de predecir propiedades cualitativas. En los estudios REA, la mayoria de las
propiedades consideradas son en esencia cuantitativas, pero el problema de la prediccion es a menudo enfocado
como un problema de clasificacion binaria mediante la introduccidén de un limite sobre el cual las moléculas se
consideran globalmente activas e inactivas bajo este. El término clasificacion se usa cominmente para referirse a
la clasificacion binaria(132).

Para construir el modelo, el pool de moléculas con actividad conocida es usualmente dividido en una serie
de entrenamiento y una serie de prueba. La serie de entrenamiento se usa para el aprendizaje o entrenamiento del
modelo. El proceso de entrenamiento consiste en construir un modelo capaz de predecir correctamente la
propiedad bioldgica de las moléculas incluidas en la serie de entrenamiento, sin llegar a “memorizarlas”, lo que
se conoce como sobreajuste del modelo. Este fenomeno puede controlarse mediante el empleo de técnicas de
validacion cruzada que cuantifican la capacidad del modelo para predecir un subconjunto de la serie de
entrenamiento que se dejo fuera durante la fase de entrenamiento. La serie de prueba es usada para evaluar la
capacidad de generalizacion del modelo entrenado, que se corresponde con su habilidad para hacer predicciones
correctas de un conjunto de nuevas moléculas que no fueron empleadas en la fase de entrenamiento. Existen

diferentes criterios para este tipo de evaluacion. En los métodos de regresion, la capacidad predictiva es
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cuantificada a través de la correlacion entre los valores predichos y reales de la actividad. En los métodos de
clasificacion, un criterio estandar es la exactitud del clasificador, expresada como la fracciéon de compuestos
clasificados correctamente(132). Sin embargo, si una de las dos clases esta sobre-representada en la serie de
entrenamiento, y/o los costos de clasificaciones erroneas son diferentes, es mas seguro considerar las razones de
clasificacion de verdaderos (falsos) positivos (negativos). La razoén de verdaderos positivos(negativos) ofrece
informacion referente a la fraccion de compuestos positivos(negativos) que son clasificados correctamente
mientras que la razén de falsos positivos(negativos) representa la fraccion de compuestos positivos(negativos)
que son clasificados incorrectamente (129, 132). En las aplicaciones del tamizaje virtual donde normalmente no
es deseable clasificar incorrectamente un compuesto potencialmente activo, se favorecen los modelos con
razones pequefias de falsos negativos, incluso a expensas de un incremento de la razon de falsos positivos.

Puesto que usualmente requieren como entradas un conjunto limitado de variables no correlacionadas, la
aplicacion de modelos a la quimioinformatica requiere condensar la informacién sobre las moléculas en un
conjunto limitado de rasgos, lo cual dista de ser una tarea trivial debido a la gran cantidad de descriptores
moleculares disponibles en la actualidad(94, 95, 106). Una manera bastante extendida de conducir este
problema en la quimioinformatica se basa en la aplicacion de andlisis de componentes principales (ACP)(133-
135) o minimos cuadrados parciales (MCP)(136-139), los cuales definen un conjunto limitado de variables
independientes a partir de combinaciones lineales del pool inicial de rasgos, de forma que sea posible conservar
la mayor cantidad del contenido de informacion. La diferencia entre estos dos métodos proviene del hecho de
que el ACP se basa unicamente en los valores de los rasgos, mientras que el método MCP considera ademas su
correlacion con la propiedad a predecir.

Alternativamente, los métodos de seleccion de rasgos pueden usarse para identificar un subconjunto de
rasgos relevantes para la propiedad a predecir a partir de un pool inicial de rasgos. Entre los métodos de
seleccion mas usados en la modelacion REA, especificamente para reducir el numero de rasgos a seleccionar, se
encuentran los basados en la teoria de la informacion a partir del criterio de informacion mutua o ganancia de
informacion (140) y en criterios estadisticos como la razon de Fisher o el grado de correlacion entre pares de
rasgos. Para la seleccion de rasgos en si, los métodos mas extendidos incluyen la seleccién secuencial hacia
delante (Sequential Feature Forward Selection), la eliminacién secuencial hacia atrds (Sequential Feature
Backward Elimination), el recorrido simulado (Simulated Annaeling) y la seleccion basada en algoritmos
genéticos, siendo esta ultima una de las mas eficientes en el campo de modelacién REA (41).

La eleccion de un modelo de entre la plétora de modelos existentes estd relacionada con el objetivo final
del estudio, y mientras que modelos complejos pueden exhibir un gran potencial predictivo, estos a menudo va
en detrimento de su interpretabilidad.

De forma resumida, los principios de la metodologia REA pueden describirse mediante los siguientes
pasos comunes (132): 1) Formulacion del problema, en la cual se determina el objeto de analisis y el nivel de
informacion requerido; 2) Parametrizacion cuantitativa de la estructura molecular de los compuestos; 3)

Medicion de la propiedad de interés (efectos biologicos u otros); 4) Eleccion del tipo de modelo REA que se va a
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desarrollar; 5) Seleccion de los compuestos (disefio estadistico de la serie); 6) Analisis matematico de los datos y
validacion interna y externa de los modelos obtenidos; 7) Interpretacion de los resultados y aplicacion de los
modelos desarrollados al disefio/descubrimiento de un nuevo compuesto lider, desarrollando procedimientos de
tamizaje virtual. Sin embargo, como ya se ha dicho, el desarrollo de cualquier estudio REA, es un ciclo iterativo.

Tendencias en la modelacion REA. El primer modelo REA fue desarrollado en 1964 por Hansch y Fujita
quienes aplicaron un analisis de regresion lineal miltiple (RLM) para correlacionar la actividad biologica de una
molécula con un par de descriptores relacionados con su estructura electronica y su hidrofobicidad (141, 142).
Los modelos RLM aun son ampliamente usados en la modelacion REA. Los factores y variables latentes
generados por los métodos basados en ACP y MCP, respectivamente, son cominmente usados como entradas en
los denominados modelos de regresion de componentes principales (Principal Components Regression) o
regresion de minimos cuadrados parciales (Partial Least Squares Regression) (139). Este es, en particular, el
caso de la metodologia CoMFA, donde la regresion basada en MCP es el modelo estandar para la prediccion de
la actividad bioldgica de una molécula a partir de una vasta cantidad de puntos en un enrejado que determinan
los campos moleculares (113). Mas recientemente, los algoritmos genéticos han sido introducidos para
solucionar el problema de la seleccion de rasgos como una alternativa eficiente a los métodos tradicionales de
seleccion hacia delante y eliminacion hacia atras (forward selection y backward elimination, respectivamente)
(143). Enfoques lineales pueden aplicarse al problema de la clasificacion a través del andlisis discriminante
lineal (ADL) (144).

Sin embargo, debido a que esta clase de modelos estd limitada a establecer relaciones lineales, este
enfoque puede ser demasiado restrictivo para predecir eficientemente el espectro de propiedades bioldgicas.
Mientras que el desempefio de los modelos puede mejorarse a través de la aplicacion de transformaciones no
lineales de las variables de entrada (145), los estudios REA pueden beneficiarse de manera significativa del
desarrollo de métodos no lineales de modelacion, entre los que sobresalen las redes neuronales artificiales
(RNAs). Desde las primeras aplicaciones, las redes neuronales de propagacion hacia atras (back-propagation
artificial neural networks) dieron cuenta de su superioridad en cuanto a capacidad predictiva, en comparacion
con las técnicas estandar de RLM (146-148). Estudios posteriores han confirmado la capacidad de las RNAs
para predecir propiedades bioldgicas, y hoy en dia constituyen una herramienta estandar de la modelacion REA
(149-151).

Métodos quimiométricos de modelacion REA. La Quimiometria es una disciplina que recopila
herramientas matematicas y estadisticas para tratar con datas quimicas complejas (152-158). En esta disciplina,
las estrategias de caracterizacion principales son: los enfoques multivariados al problema en cuestion, la
busqueda de informacion relevante, la validacion de los modelos para derivar objetos matematicos con altos
poderes predictivos, la comparacion de los resultados obtenidos por diferentes métodos, y, la definicion y uso de
criterios capaces de medir la calidad de la informacion extraida y los modelos obtenidos.

La quimiometria es la herramienta mas util en los estudios REA, areas donde esta disciplina brinda una

bateria bastante completa de métodos disimiles y, por tanto, una base firme para el analisis de los datos y la
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modelacion en general. No obstante, un aspecto relevante de la filosofia de la Quimiometria es la atencion que
presta al poder predictivo de los modelos (el cual se estima con técnicas de validacion), a la complejidad del
modelo, y, a la continua busqueda de parametros adecuados para evaluar la calidad de los mismos, tales como
los parametros de clasificacion y parametros de regresion.

La Quimiometria hoy en dia se intercepta no solo con varios campos de la Matematica y la Estadistica
clasica sino también de la Inteligencia Artificial. Dentro de los métodos y técnicas de interés se describen por
consiguientes:

Andalisis de Regresion. Este término representa un conjunto de métodos estadisticos que usan ecuaciones
matematicas para modelar la relacion entre una respuesta medida u observada y una o mas variables predictoras.

El objetivo de este analisis es doble: modelar y predecir. La relacion se describe en forma algebraica como:

y=f (x)+e con funafuncion en el caso mas simple lineal, de las components del vector x,
En el caso lineal, el problema puede ser expresado en forma matricial Y=BeX+E

Donde, x denota la(s) variable(s) predictora(s), y la(s) variable(s) respuesta(s), f (x) es la parte
sistematica del modelo, y e es el error aleatorio, también conocido como error o residual del modelo. En la
forma generalizada contigua: Y, es el vector de las respuestas para cada uno de los datos de aprendizaje; B es
el vector constante de coeficientes de regresion a ser estimados; X se denomina usualmente la matriz de datos ,
i.e. sus columnas son las variables independientes usadas en el modelo de regresion y sus filas representan los
datos de aprendizaje; E, es el vector de los errores aleatorios intrinsecos al modelo correspondiente. La
ecuacion matematica usada para describir la relacion entre la(s) variable(s) respuesta(s) y la variable(s)
predictora(s) se denomina modelo de regresion (159-162).

El andlisis de regresion incluye no solo la estimacion de los parametros del modelo de regresion, sino
también el calculo de los estadisticos de la bondad de ajuste y la bondad de prediccion, el diagnostico de la
prediccion, el analisis de residuales, y el analisis de influencia (163).

Toma de Decisiones Multi-Criterio. El enfoque de la Toma de Decisiones Multi-Criterio se basa en
métodos orientados a categorizar los objetos estudiados (eventos, moléculas, casos, etc.) sobre la base de
criterios multiples (164, 165). En particular, las Funciones de Conveniencia y las Funciones de Utilidad son
funciones de decision multicriterios capaces de asignar un puntaje a cada objeto de acuerdo a los intereses del
usuario.

Las funciones de decision multicriterios se pueden usar para representar la informacion quimica mediante
la “armonizacion” de la informacion estructural, el conocimiento experimental y otras caracteristicas especificas
del problema estudiado tales como parametros de salud y medioambientales.

Optimizacion. Las técnicas de optimizacion estdn orientados a encontrar el valor optimo (minimo o

maximo) de una funcién numérica f, llamada funcién objetivo, con respecto a un conjunto de parametros p,
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fp1, P2, ..., pp)- Si los valores que los pardmetros pueden tomar estan restringidos, el procedimiento se llama
optimizacion restringida u optimizacidn con restricciones.

Entre las técnicas de optimizacion mas populares y de uso frecuente en nuestro campo, se encuentran: la
Optimizacion Newton-Raphson, la Optimizacion del Ascenso mas Abrupto (Steepest Ascent Optimization), la
Optimizacion del Descenso mas Abrupto (Steepest Descent Optimization), la Optimizacion Simplex, la
Optimizacion por Algoritmos Genéticos, el Recorrido Simulado (Simulated Annealing). (165-167). Las técnicas
de reduccion y seleccion de variables también se consideran en cierto sentido, técnicas de optimizacion, porque
buscan la reduccion de datos maximizando, por ejemplo, la “varianza” que los datos reducidos son capaces de
explicar.

La Inteligencia Artificial aporta las llamadas técnicas de Aprendizaje Reforzado (Reforceiment Learning).
Ellas combinan en cierto sentido, técnicas de aprendizaje supervisado y no supervisado con técnicas de
optimizacion. Por ejemplo: los sistemas multiagentes (Multiagent Systems) son capaces de aprender por la
accion coordinada de multiples “agentes”, sin un supervisor o maestro general, pero hay un “ambiente” o
“entorno” con los cuales intercambian informacién (y que de hecho se convierte en un ambiente supervisor) con
vistas a optimizar una cierta funcion de “ganancia de informaciéon”. En muchos problemas complejos, por
ejemplo, de la bioinformatica, donde ya se refirio la necesidad de multi-clasificadores, el telescopio de busqueda
de herramientas apunta hacia los sistemas multiagentes (168, 169).

Optimizacion Multiobjetivos. Los métodos de optimizacion multiobjetivos (OMO) introducen una nueva
filosofia para la optimizacion basada en la obtenciéon de compromisos entre varios objetivos (23). Por medio de
los métodos OMO es posible encontrar una solucion 6ptima global mediante la optimizacion simultdnea de
multiples propiedades interrelacionadas. EI mayor beneficio de los métodos OMO es que el 6ptimo local
correspondiente a un objetivo puede evitarse considerando simultineamente todos los objetivos lo cual lleva a un
proceso global mas eficaz. Actualmente, la mayoria de los métodos OMO desarrollados para su aplicacion en el
campo del descubrimiento y desarrollo de farmacos estan basados principalmente en dos métodos: La suma
ponderada de funciones objetivos (SPFO) (170) y métodos basados en pareto (23). Varias aplicaciones de los
métodos OMO han sido reportadas en la literatura. Las mismas van desde la mineria de subestructuras hasta
estudios de acoplamiento, incluyendo estudios QSAR y QSPR inverso (23).

En el area de la mineria de subestructuras, las aplicaciones de los métodos OMO se han concentrado en el
alineamiento molecular y la identificacion de farmacoforos. Ejemplos de métodos que atacan el problema de la
mineria de subestructuras desde una perspectiva multiobjetivos incluyen el programa de similitud molecular
basado en algoritmos genéticos (un método basado en SPFO) (171) y algunos métodos basados en pareto tales
como el algoritmo genético para alineamiento molecular multiple (probablemente la primera aplicacion en la
quimioinformadtica de un enfoque basado en pareto) (172), y el algoritmo genético con asignacion lineal para el
alineamiento hipermolecular de bases de datos (173).

Con relacion a los estudios de acoplamiento, varios grupos de investigacion son particularmente activos en

el uso de métodos OMO basados en pareto. Por ejemplo, Janson y colaboradores han introducido una aplicacion
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a un estudio de optimizacion del acoplamiento denominado ClustMPSO, basado en un algoritmo de
optimizacion inspirado en enjambre de particulas, el cual minimiza simultineamente la energia intermolecular
entre la proteina y el ligando y la energia intramolecular del ligando (174). Tambien Zoete y colaboradores han
usado un algoritmo evolutivo multiobjetivos en su programa computacional de estudios de acoplamiento
EADock (175).

Recientemente, los método OMO han sido aplicados a la optimizacion de nuevas entidades quimicas a
través del disefio molecular de novo y estudios QSPR inverso. En esta area existen aplicaciones importantes
como el método CoG introducido por Brown y colaboradores para resolver el problema QSPR inverso (176) asi
como el “Molecule Evoluator” propuesto por Lameijer y colaboradores, donde el usuario asume el papel de la
funciéon de ajuste mediante la seleccion de moléculas candidatas para las proximas evoluciones luego de cada
iteracion (177).

Finalmente, las técnicas OMO han sido so6lo recientemente aplicadas al area de los estudios QSAR. En
este sentido, Nicolotti (42) empledé una variante de un algoritmo evolutivo llamado programacion genética
multiobjetiva que usa un ordenamiento basado en un pareto para optimizar modelos QSAR. Un niimero de
objetivos en conflicto incluyendo la exactitud del modelo, el nimero de parametros, la complejidad interna e
interpretabilidad de los descriptores usados en el modelo, fueron considerados. Por otra parte, Stockfisch (43)
propuso una técnica multiobjetiva no evolutiva llamada particion recursiva de multiples propiedades
parcialmente unificadas (PUMP-RP) para la generacion de modelos QSAR. Este método no basado en pareto se
us6 exitosamente en la construccion de modelos para analizar relaciones de selectividad entre inhibidores de

ciclooxigenasa (COX) 1y 2 (44).
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2. MATERIALES Y METODOS

“Everything you can imagine is real.”
Pablo Picasso

2.1 EMPLEO DE METODOS DE OPTIMIZACION MULTIOBJETIVOS (OMO) Y
ORDENAMIENTO BASADOS EN FUNCIONES DE DESEABILIDAD EN ESTUDIOS
GLOBALES DE CORRELACION ESTRUCTURA-PROPIEDAD

Mejorar el perfil de una molécula para el proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos requiere de
la optimizacion simultanea de numerosos objetivos que a menudo se encuentran en conflicto. En una forma muy
simplificada, el farmaco ideal deberia poseer la mayor eficacia terapéutica y biodisponibilidad a la vez que la
minima toxicidad posible. Debido a la relacién competitiva entre las propiedades antes mencionadas, alcanzar tal
farmaco es casi una quimera y de ser posible, una tarea sumamente dificil, costosa y consumidora de tiempo. Sin
embargo, si desarrollar el farmaco ideal es sumamente dificil, encontrar el mejor compromiso posible entre
objetivos que compiten como la eficacia terapéutica, la biodisponibilidad y la toxicidad es una opcion mas
accesible y realista. De este modo, cuanto mas deseable se torna el perfil de cada uno de estos objetivos mas

deseable sera el candidato a farmaco (ver Figura 2.1.).

LIDER

FARMACO SEGURIDAD

BIODISPONIBILIDAD

Figura 2.1. Representacion grafica del compromiso entre eficacia terapéutica (potencia), biodisponibilidad

(propiedades ADME) y toxicidad (seguridad) requerida para alcanzar un farmaco exitoso.

Con este propdsito, nos proponemos realizar una optimizaciéon multiobjetivos basada en la estimacion de
la deseabilidad de varias respuestas interrelacionadas; lo que permitird conducir estudios QSPR globales
considerando simultdneamente el perfil farmacologico, farmacocinético y toxicologico de un conjunto de

candidatos. La metodologia propuesta (definida originalmente en inglés como Multi-Objective OPtimization
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based on the Desirability Estimation of Several Interelated REsponses [MOOP-DESIRE]) encuentra la solucion
mas deseable que simultdneamente optimiza un problema multiobjetivos de quimica médica empleando las
funciones de deseabilidad de Derringer (178), especificamente dirigida a conferir racionalidad al proceso de

desarrollo de farmacos.

2.1.1 Optimizacion multiobjetivos basada en la estimacion de la deseabilidad de varias respuestas
interrelacionadas

El proceso de optimizacion simultanea de multiples propiedades de un candidato a farmaco es descrito a
continuacion. Con objetivos de generalizacion, en lo adelante los términos de “variables respuesta” y “variables
independientes” en el contexto de descubrimiento y desarrollo de farmacos via métodos QSPR deben ser
entendidos como cualquier propiedad farmacoldgica, farmacocinética o toxicoldogica a ser optimizada y
cualquier serie de descriptores moleculares utilizados para modelar cada propiedad, respectivamente.

1-Desarrollar un modelo de prediccion (MP) para cada respuesta a optimizar.

Cada variable respuesta (Y;) se relaciona con n variables independientes (X,) por una relacion funcional
desconocida la cual se aproxima a una funcion polinomica (usualmente lineal) con el objetivo de encontrar la
respuesta estimada o predicha (¥;). Cada respuesta Y; es estimada por técnicas de regresion basadas en minimos
cuadrados (179).

En algunas situaciones donde estan involucradas varias respuestas, el MP para alguna de las respuestas
puede compartir las mismas variables independientes con el MP para otra respuesta, pero con coeficientes
diferentes. En esta situacion atipica, encontrar el mejor compromiso entre las respuestas a considerar se torna
mas simple. Sin embargo, debido a la multiplicidad de factores involucrados en el perfil farmacéutico de una
molécula no es irrazonable suponer que el mismo subconjunto de factores (variables independientes) no es capaz
de explicar de manera optima todas las respuestas para diferentes propiedades bioldgicas (especialmente
propiedades competitivas como la potencia y la toxicidad). Para esta situacion existe aun una forma de
maximizar simultaneamente la deseabilidad de diferentes tipos de propiedades biologicas.

2-Calcular por separado los valores predichos de cada respuesta usando el MP respectivo y usar estos
para ajustar un modelo que contenga todas las variables independientes usadas en la modelacion de las
respuestas originales.

Aqui las variables independientes usadas para calcular los valores predichos de las respuestas originales se
corresponden con los usados para las respuestas originales. Las variables independientes no usadas en calcular
los valores predichos de las respuestas originales tomaran valores igual a cero.

3-Especificar la funcion de deseabilidad para los valores predichos de cada respuesta.

Para cada respuesta Y;, una funcidon de deseabilidad di(Y;) asigna valores entre 0 y 1 para los posibles
valores de Y. Esta respuesta transformada, llamada d«(Y;), puede tomar varias formas diferentes.

Independientemente de la forma, di(Y;) = O representa un valor completamente indeseable de Y; y di(};) = 1
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representa un valor de respuesta completamente deseable o ideal. Las deseabilidades individuales son entonces

combinadas utilizando la media geométrica, generandose asi la deseabilidad global D:

1

D=(d, xd,x..xd,)* (2.2.1)
donde & denota el nimero de respuestas.

Este valor D codifica de manera global la deseabilidad de la combinacion de los niveles de respuesta.
Claramente el rango de D estard también en el intervalo [0, 1] y aumentara en la medida que el balance de las
propiedades sea mas favorable. Note que si cualquier respuesta Y; es completamente indeseable [dAY;) = 0],
entonces la deseabilidad global serd cero. De esta forma, la maxima deseabilidad se correspondera con los
niveles de las variables independientes que simultaneamente produzcan la maxima deseabilidad, dado los MPs
originales usados para predecir cada respuesta original.

En dependencia de que una respuesta particular ¥; deba ser maximizada, minimizada, o asignado un valor
blanco o diana (un valor unico que se supone sea el ideal), podran ser usadas diferentes funciones de
deseabilidad di(Y;). En este trabajo son usadas las funciones de deseabilidad propuestas por Derringer y Suich
(178).

L;, U;y T; serén los valores minimo, maximo, y diana, respectivamente, que son deseados para la respuesta
Y., siendo L; < T; < U,.

Si una respuesta es del tipo “un valor diana es el ideal”, entonces su funcion de deseabilidad individual

sera:

v | .

— if L, <Y <T,

T, L,

vou |
d(Y)=4 220 if T <Y <U, 2.2.2
l( l) ]‘;_UI f 1 1 1 ( )

0 if )}<Li or I}>UI

Si la respuesta debe ser maximizada, entonces su deseabilidad individual sera definida como:

0 if ¥, <L,
. v-o | .
d,(Y,)= ITLZ if L <Y <T, (2.2.3)
1 if ¥,>T,=U,

Ti en este caso es interpretado como un valor suficientemente grande de la respuesta que puede coincidir con Ui.

Finalmente, si queremos minimizar una respuesta, entonces podriamos usar la siguiente funcion:
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1 if Y,<T =L,
. v-u | .
d,(Y)= {'TU'} if U <Y <T, (2.2.4)
0 if ¥,2U,

Ti denota aqui un valor suficientemente pequefio de la respuesta que puede coincidir con Li.

Aqui, los exponentes s y ¢ determinan qué tan importante es alcanzar el valor diana 7;. Paras =t =1, la
funcion de deseabilidad aumenta de forma lineal hacia el valor 7;. Valores grandes de s y ¢ serian seleccionados
si fuera muy deseable que el valor Y; estuviera muy proximo a T; o aumentara rapidamente por encima de L;. Por
otro lado, valores pequefios de s y ¢ serian especificados si casi cualquier valor de Y; por encima L;, y debajo de
U, fueran aceptables o si el tener valores de Y; considerablemente por encima de L; no fuera de una importancia
critica (178).

De este modo, es posible finalmente predecir la deseabilidad global D de cada candidato a farmaco
determinada por k respuestas Y, las que a su vez estan determinadas por un conjunto especifico de variables
independientes X,. Sin embargo, debido a que la funcion de deseabilidad de Derringer es construida usando las
respuestas estimadas o predichas (¥;) no existe ninguna manera de conocer cuan confiable es el valor predicho de
deseabilidad global D de cada candidato.

Para superar esta limitacion se propone un parametro estadistico, el coeficiente de determinacion de la
deseabilidad global (R*p). Este es capaz de reflejar el efecto del conjunto de variables independientes (X,) usado
para ajustar las respectivas respuestas, en la reduccion de la incertidumbre de la prediccion de los valores D;.

Si la variable respuesta Y; es estimada como una funcioén continua de las variables independientes X,; las
deseabilidadades individuales di(Y;) son una funcién continua de las variables respuesta Y; (ver ecuaciones
(2.2.2), (2.2.3) y (2.2.4)), y la deseabilidad global D es una funciéon continua de d(Y;) (ver ecuaciéon (2.2.1));
entonces D es también una funcidén continua de X,. Consecuentemente, R?) puede ser calculado de forma

i . . . . ., > , 2
analoga al bien conocido coeficiente de determinacion R”. Especificamente, R es calculado usando los valores

de deseabilidad global observados DY’_ (calculados a partir de Yi) y predichos D, (calculados a partir de Y)yen

lugar de usar directamente los valores de respuesta observados (Y;) y predichos ().

S SSE _ _Z(DYi—Dﬁ)z
SSTO > .(D, -D,)’

(2.2.5)

D =

Donde D, y D, , han sido previamente definidos. DY[ es el valor medio de D para las respuestas Y; de cada

caso incluido en el conjunto de datos, SSTO es la suma total de cuadrados, y SSE es la suma de cuadrados debido

al error.
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De manera similar a R% el coeficiente de determinacion de la deseabilidad global ajustado (4dj.R*p) puede
ser calculado si consideramos los grados de libertad totales (n-1) y los grados de libertad debido al error (n-2),
siendo 7z el nimero de casos usados para ajustar los MPs.
2.(Dy =Dy’
SSE 1o n-2_
SSTO D> .(Dy, -D, )’

n—1

Adj.R*p =1— (2.2.6)

Asi, ambos R*p y Adj.R* poseen las mismas propiedades de R’y Adj.R*. Ambos estarian incluidos en el rango
[0, 1] y mientras mayor sea R*,/Adj.R>, menor sera la incertidumbre al predecir D usando un conjunto especifico
de variables independientes X, (179).

Considerando que R’*py Adj.R*, miden la bondad de ajuste en lugar de la capacidad predictiva de un
determinado MP es aconsejable usar una medida analoga al coeficiente de determinacion de la validacion
cruzada dejando un caso fuera (R oo.cv 0 Q) para determinar la confiabilidad del método en la prediccion de D.
Para esto, el coeficiente de determinacién de la deseabilidad global debido a la validacién cruzada (Q7p) puede

ser definido en forma analoga a Rp:

. SSEipcr _Z(DY[ - D, (LOO -CV))?
O b =1 =1 —— (2.2.7)
SSTO >.(D, -D,)

Donde SSE;oo.cr vy D, (LOO-CV) son la suma de cuadrados debido al error en la validacidén cruzada y la

deseabilidad global predicha mediante LOO-CV, respectivamente.

De este modo, podemos tener una medida de la confiabilidad de la optimizacién simultanea de las &
respuestas sobre el dominio de variables independientes.

4-Optimizar simultaneamente las k respuestas (objetivos) maximizando la deseabilidad global D sobre el
dominio de variables independientes.

Como se demostr6 arriba, la funcion de deseabilidad condensa un problema de optimizaciéon multivariado
en uno univariado. Consecuentemente, la deseabilidad global D puede ser maximizada sobre el dominio de
variables independientes X;. Para esto, puede ser usada la opcion Response/Desirability Profiler de cualquiera de
los modulos de Modelos Lineales Generales (MLG), Modelos de Regresion Generales (MRG) o de Analisis
Discriminante General (ADG) implementados en el software STATISTICA 7.0 (180). La deseabilidad global D
es optimizada mediante el método Use general function optimization (el método simplex de optimizacion de
funciones (181-183)) o el método Optimum desirability at exact grid points para realizar busquedas exhaustivas
de la desecabilidad optima. La opcion Use general function optimization es usualmente mas rapida, pero el
método predefinido es Optimum desirability at exact grid points, excepto cuando el numero de valores predichos
que deben ser calculados para realizar la busqueda exhaustiva excede los 200 000, en cuyo caso el método Use

general function optimization se convierte en el método predeterminado.
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Un beneficio adicional del método es la capacidad para representar graficamente D como una funcion de
una o mas variables independientes. Esto permite al usuario encontrar una tendencia en la relacion entre las
respuestas y las variables independientes considerando la forma de la funcion de deseabilidad relacionada a cada
variable independiente lo que permite establecer un rango optimo para cada variable independiente sobre los
valores optimos determinados mediante el proceso de optimizacion.

El resultado final se traduce en encontrar los niveles optimos (o un rango optimo) de las variables
independientes que optimizan simultaneamente las k respuestas determinando la calidad final del producto (en
nuestro caso un medicamento). De este modo, el mejor compromiso posible entre las k respuestas es encontrado
y consecuentemente la mayor deseabilidad global para el compuesto final es alcanzada (o sea, el candidato a
farmaco mas deseable).

Teniendo en cuenta que D es maximizada directamente sobre el dominio de variables independientes y al
mismo tiempo los valores predichos de D dependen de la serie inicial de MPs es necesario considerar el dominio
de aplicacion de cada MP (especificamente los respectivos valores de leverage y residuales estandarizados) para
determinar el nivel optimo de cada variable independiente asi como para la seleccion de las soluciones optimas

(moléculas o candidatos a farmaco).

2.1.2 Ordenamiento de soluciones basado en funciones de deseabilidad

El razonamiento basado en casos se basa fundamentalmente en la suposicion de que casos con una
descripcion similar (determinada por determinados rasgos o caracteristicas; en este trabajo los descriptores
moleculares) debe tener una solucion similar (el objetivo que se persigue en un estudio, en este trabajo las
propiedades involucradas en el perfil terapéutico del candidato a farmaco). Por tanto, tedricamente es posible
determinar la solucion de un caso basandose solamente en su descripcion (184).

Este tipo de razonamiento posibilita proponer un método de ordenamiento basado en parametros
estimados a partir de la descripcion de los casos. Especificamente sera posible ordenar candidatos provenientes
de librerias combinatorias de los cuales solo se conoce su estructura, con respecto a su similitud con el caso
optimo determinado mediante el proceso de optimizacion simultanea de maultiples objetivos descrito
anteriormente.

A; es el parametro usado aqui para describir la similitud entre un caso i y el caso optimo en funcion del
conjunto de variables descriptivas empleadas en el proceso de optimizacion y se define como:

m
A, =006, wy (2.2.8)
X=1
donde J; x es la distancia euclidiana del caso i con respecto al caso optimo considerando el(los) parametro(s) X'y
wyrepresenta el peso o influencia de la variable X sobre la deseabilidad global D del caso i.
La distancia euclidiana £ de un caso i con respecto a un caso j cuando se considera mas de un rasgo o

caracteristica se define como:
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E=[>x,-x,)?]" (2.2.9)

En nuestro caso decidimos determinar la similitud entre un caso i y el caso 6ptimo considerando cada
variable X por separado en lugar de determinarla en funcion del total de variables que describen el caso. Esto
permitira una mayor libertad en la aplicacion de un segundo proceso de optimizacion empleado para la
determinacion del conjunto 6ptimo de pesos wy asociados a las respectivas variables X. Por otra parte, de los
resultados de este segundo proceso de optimizacion se podra inferir la influencia relativa de cada variable X
sobre la deseabilidad global D para un caso i.

En un caso como el nuestro donde solo se considera un rasgo o variable, la distancia euclidiana entre dos
casos coincide con el valor absoluto de la diferencia entre estos dos casos. Consecuentemente, J;; se define

como:
Six =X, = Xopr (2.2.10)

donde X; y Xopr son los respectivos valores del parametro X para el caso i y el caso 6ptimo.

Una vez determinado A,, este parametro es normalizado nuevamente mediante el empleo de las funciones
de deseabilidad de Derringer(178). Especificamente, los respectivos valores de A; son minimizados a través de la
ecuacion (2.2.4) de manera que los menores valores de A; (que indican una mayor similitud con respecto al caso
optimo) tomen los valores mas cercanos a 1 y viceversa. Aqui L; se corresponde con el minimo valor de A;
(Aim) Y U; = Amax- Esto se hace con el objetivo de llevar los valores de D; y A; a una misma escala de manera
que la diferencia entre estos pueda ser minimizada para cada caso.

El conjunto optimo de pesos wy que minimizan la diferencia entre los valores de D; y los valores
normalizados de A; son determinados mediante un proceso de ajuste de datos no lineal basado en minimos
cuadrados. Especificamente, los pesos se obtuvieron usando un algoritmo de optimizacion a larga escala basado
en un método de ajuste de curva no lineal(185, 186) implementado en la funcion "Isgcurvefit" del programa
MATLAB, Version 7.2(187). Este proceso se corrid sobre Windows a un costo computacional muy bajo (~ 1
seg.).

Una vez minimizada la diferencia entre D; y los valores normalizados de A; se obtiene una
correspondencia entre la descripcion (expresada a través de los valores normalizados de A;, determinados estos
por la estructura molecular la que a su vez es representada por el conjunto de descriptores moleculares
empleados) y la solucion de los casos (determinada por los respectivos valores de D; los que representan la
combinacion de las k propiedades involucradas en la calidad final del candidato a farmaco). Esto permite, bajo
los principios del razonamiento basado en casos, ordenar nuevos candidatos de los cuales solo se conoce su
estructura, en funcion de A; y dado que existe una correspondencia entre A; y D; sera posible por tanto conseguir
un ordenamiento en funcion de D;. De este modo sera posible identificar los candidatos mas prometedores los
cuales seran ordenados en los primeros lugares (los de menores valores de A; y por tanto los mas proximos al
candidato optimo determinado por el proceso de OMO) y descartar el resto de los candidatos que estén

ordenados al final de la lista.
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2.1.3 Validacion del método de ordenamiento y estimacion del indice de calidad del ordenamiento

Aun cuando el razonamiento basado en casos sugiera que el proceso de optimizacion (para encontrar los
wy Optimos) nos puede conducir a un ordenamiento adecuado, no es posible tener una idea de la calidad del
ordenamiento logrado a través de dicho proceso. Debido a esto proponemos en este trabajo un nuevo método de
validacion del proceso de optimizacion a la vez que un criterio numérico de la calidad del ordenamiento
obtenido. Para esto es necesario utilizar el conjunto de datos usados en el entrenamiento ya que se conocen tanto
la descripcion (valores de los descriptores moleculares empleados) como la solucion (valores de Y;, d(Y;), y D) de

cada caso.

El método de validacion del ordenamiento incluye los siguientes pasos:

1- Ordenar los casos de mayor a menor en funcion de D y asignarle un orden (1, 2, 3,... ... , n) a cada caso. El
orden de los casos se corresponde aqui con el ordenamiento ideal o experimental de los mismos.

2- Invertir el orden obtenido en el paso 1 (n,... ... , 3,2, 1). El orden de los casos se corresponde aqui con el
peor ordenamiento posible.

3- Ordenar los casos de menor a mayor en funcion de A; y asignarle un orden (1, 2, 3,... ... , n) a cada caso. El
orden de los casos se corresponde aqui con el ordenamiento real o predicho obtenido a través del método.

4- Normalizar mediante el empleo de las funciones de deseabilidad de Derringer (especificamente empleando
la ecuacion [2.2.4]) los valores asignados a cada caso en los pasos 1 al 3 donde L; = 1 y U; = numero de casos
presentes en la serie (n). De este modo se obtienen los valores de ordenamiento normalizados para los
ordenamientos ideal ("d;), peor (“}d,) y real (*"d,).

5- Usar los respectivos valores de ordenamiento normalizados para de determinar la diferencia del

ordenamiento real con respecto al ordenamiento ideal (*"**3,):

IR—RRai _ ‘1R5_RR5‘ (2.2.11)
y del peor ordenamiento con relacion al ordenamiento ideal ("*"'*5,):
1R—WR5i _ ‘1R5_WR5‘ (2.2.12)

La diferencia ideal seria igual a cero para todos los casos y se corresponderia con un ordenamiento ideal. La

Figura 2 muestra la forma que presentaria el peor ordenamiento y un ordenamiento ideal.
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Figura. 2.2. Representacion grafica del peor ordenamiento (arriba) y el ordenamiento ideal (debajo).

6- Estimar la calidad del ordenamiento a través de la determinacion del indice de calidad del ordenamiento (V)

el cual se define como el valor absoluto de la media de "***; para el conjunto de datos a ordenar:

n
IR-RR
2",

| ) e (2.2.13)
n

Este parametro se mueve en un rango [0, 0.5] donde para un ordenamiento ideal ¥ toma un valor igual a 0
y para el peor ordenamiento ¥ toma un valor aproximadamente igual a 0.5. De este modo, cuanto mas cercano a
0 sea el valor de ¥ de un determinado ordenamiento mayor sera la calidad del mismo mientras que valores
cercanos a 0.5 indican una baja calidad del ordenamiento. Debido a que el valor de ¥ para el peor caso depende
del tamaiio del conjunto de datos a ordenar este no es exactamente igual a 0.5. Por otra parte un rango [0,1] al
contrario de [0, 0.5] seria un indicador mas claro de la calidad del ordenamiento. Considerando estas dos
cuestiones a ¥ se le aplica un factor de correccion (F):

2

F: \PWR

(2.2.14)
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donde ¥"* representa el indice de calidad del peor ordenamiento.

F es empleado aqui con el objetivo de obtener un indicador ¥ mas representativo de la calidad de un
ordenamiento a la vez que se logra que el mismo se mueva en un rango exacto [0,1] donde el valor de ¥ para el
peor ordenamiento sea de este modo exactamente igual a 1. De esta forma se obtiene el indice de calidad del

ordenamiento corregido (W*):

C IR-RR C IR-RR
0. O
\P:Zl: ‘F:Z ‘ 2 (2.2.15)
Finalmente, es posible expresar ¥* como el porcentaje de calidad del ordenamiento:
R, =(1-¥")-100 (2.2.16)

2.2 CONFORMACION DE LA BASE DE DATOS

Para el desarrollo de los modelos de prediccion (MPs) relativos la acitividad inhibitoria sobre la TI del
VIH-1 y tdéxica sobre células sanguineas MT4; el proceso de OMO de ambas propiedades y la posterior
construccion del esquema de ordenamiento se conformo una libreria de compuest por 109 compuestos tipo
INNTI reportados en la literatura (72, 188-190).

Para asegurar una adecuada diversidad estructural se conformo6 una base de datos compuesta por las 4
principales familias de compuestos inhibidores de la TI del VIH-1. Las estructuras de estos compuestos son
mostradas en las Tablas 2.1 - 2.4 (72, 188-190). La identificacion de cada uno de los 109 compuestos utilizados
en este trabajo con sus respectivas referencias, sus estructuras, asi como sus respectivos valores de ECsy y CCsg

puede consultarse en la seccion de anexos.

Tabla 2.1. Estructuras diversas de 4 familias de los compuestos utilizados

Serie de analogos de diaryltriazine (DATAs)

R \fN j:
R> 3
4-10 11-25
O N H
T L
Y CN
X
DATASs
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Tabla 2.1 (Continuacion...)

Serie de los derivados de 1-[(2-Hydroxyethoxy)methyl]-6-(phenylthio)thymine (HEPT)

HO

0
O RS & L L
o—-, R
N s A O)\N| s O HN)i 1
N N A
o ) @ N/%L J O 0” "N s
5 » 0 o
HO_/_ 2. DDI o R R
1. HEPT : 2
74-96 97-102
o} O o
HN
HN
X, o2 2
o NS o— s N
) Rasy
: : D
R, >‘NH cl
103-107 108. 109

Serie de O-sust-N-sust-N-acylthiocarbamates (ATCs)

- : 1)
NH

Rl ® o
\_/ N o

N
Br
3. Trovirdine Compuesto lider
O
R S O Y R
I - 5
Arl O N G O —
|
Arp o) |
S Acyl
26-43

44-49

Serie de analogos de S-DABO (S-DABOSs) 2-alkoxy-3,4-dihydro-6-benzyl-4(3H)-pyrimidin-4-ones (DABOs)

S-DABOs
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La toxicidad sobre células sanguineas MT-4 es reportada como la concentracion del compuesto que
conduce a la supervivencia del 50% de las células infectadas en los diferentes medios cultivos con respecto con
las células de control no tratadas (CCsy) y expresada en ug/mL (191-198). La acitividad inhibitoria sobre la TI
del VIH-1 se reporta como la concentracion efectiva (ECs) la cual se define como la concentracion de
compuestos necesarios para inhibir la formacion de protoplasma inducida por el virus hasta un 50% del numero
total de células. Tanto la ECsy como de CCs, de todos los compuestos fue medida sobre la cepa silvestre del
VIH-1 tipo IIIB y sobre la linea de células sanguineas MT-4 utilizando el método MTT (199, 200).

Como consecuencia del reporte inexacto de los valores de ECsy y/o CCsq (valores reportados como <, > o
<) cuyo uso reduce significativamente la calidad del ajuste del modelo de regresion linal multiple (RLM), 53 de
los 162 compuestos reportados no fueron usados para el desarrollo de los respectivos modelos de relacion

cuantitativa estructura-actividad (QSAR). Por otra parte, los valores de ECsy y CCso de los 109 compuestos
usados para ajustar los modelos de RLM fueron transformados (ECso=> 1/(1+ ECsy) y CCso 2 3/CCy, +1/2)

con el objetivo de obtener un mejor ajuste.

2.3 ESPECIFICACIONES DE LAS FUNCIONES DE DESEABILIDAD

La optimizacion de la deseabilidad global fue conducida mediante el metodo Optimum desirability at
exact grid points para el conjunto de datos relativo a la familia de quinazolinonas; mientras que para la familia
de fluoroquinolonas se us6 el método Use general function optimization. Ambos métodos estan implementados
en el modulo MRG del software STATISTICA 7.0 (180). El método spline (201, 202) fue usado para ajustar las
funciones de deseabilidad. El nivel actual de cada variable independiente fue establecido como sus respectivos
valores 6ptimos. Los parametros s y ¢ fueron fijados a 1.00 bajo la hipotesis de que las funciones de deseabilidad
aumentan linealmente hacia 7; para cada respuesta.

Se ajustaron dos funciones de deseabilidad, uno para cada respuesta. Especificamente, la toxicidad sobre
sobre células sanguineas MT4 debe ser minimizada. En este trabajo esta propiedad se expresa a través de CCsy

que por la informacion que aporta debe ser maximizada de manera que el compuesto con mayor valor de CCs,
(transformada como }/CC,,+1/2) es el mas deseable (d; = 1). Para la estimacion de los valores d;
correspondientes a los valores de toxicidad sobre sobre células sanguineas MT4 el valor superior U; que coincide

con el valor diana Ti se fijo en 3/CC,, +1/2 = 23,011 que se corresponde con un valor de CCsy = 529 uM

exhibido por el compuesto menos toxico de la serie, y el valor inferior L; se fijo en 3/CC, +1/2 =2,796 / CCs

= 7,32 uM exhibido por el compuesto mas toxico de la serie. Contrariamente, la acitividad inhibitoria sobre la TI
del VIH-1 (expresado como ECs, y transformada esta en 1/(1+ECs)) debe ser maximizada. Aqui U; = T; =
1/(1+ECs0) = 0.998 / ECs5o = 0.002 pgM correspondiéndose estos valores con el compuesto mas activo de la serie
y L; = 1/(1+ECs¢) = 0.017 / ECso = 58 uM), coincidiendo este ultimo con el compuesto de menor actividad

inhibitoria de la serie.
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2.4 METODOS COMPUTACIONALES Y ANALISIS ESTADISTICO

Las estructuras moleculares de todos los compuestos fueron representadas en ChemDraw Ultra 9.0(203).
Las estructuras fueron inicialmente optimizadas por un método semi-empirico de orbitales moleculares
implementado en el programa Hyperchem 8.05. El método Hamiltoniano PM3(203) fue usado para obtener
estructuras optimizadas con geometrias correspondientes a su minimo energético.

Posteriormente, los 1664 descriptores moleculares implementados en el software DRAGON 7.0 (204)
fueron calculados. Para reducir informacion redundante que podria conducir a correlaciones casuales,
descriptores con valores constantes o cercanos a valores constantes fueron excluidos del posterior proceso de
seleccion de variables. La clase de descriptores moleculares (0D, 1D, 2D y 3D), las familias de descriptores
incluidas dentro de cada clase y el numero de descriptores de cada familia que fueron calculados a través del

software DRAGON 7.0 son mostrados en la Tabla 2.5.

Tabla 2.2 Descriptores moleculares implementados en el software DRAGON 5.0.

FAMILIA NUMERO
DESCRIPTORES 0D

Descriptores Constitucionales 48
DESCRIPTORES 1D

Descriptores de Carga 14
Propiedades Moleculares 29
Conteo de Grupos Funcionales 154
Fragmentos Centrados en Atomos 120
DESCRIPTORES 2D

Descriptores Topologicos 119
Conteo de Pasos y Caminos 47
indices de Conectividad 33
Indices de Informacion 47
Autocorrelaciones 2D 96
Indices de Adyacencia entre Aristas 107
Autovalores de Burden 64
Indices Topolégicos de Carga 21
Indices basados en Autovalores 44
DESCRIPTORES 3D

Perfiles Moleculares de Randic 41
Descriptores Geométricos 74
Descriptores RDF 150
Descriptores 3D-MoRSE 160
Descriptores WHIM 99
Descriptores GETAWAY 197

Debido a que en los estudios QSPR la seleccion de descriptores apropiados es una tarea complicada, ya

que no hay una regla absoluta que gobierne esta seleccion, fue aplicada una técnica de optimizacion - Algoritmo
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Genético (AG)- para la seleccion de variables (205-208) usando el paquete informatico BuildQSAR (209, 210).
El mismo parte de ecuaciones polindmicas lineales con un maximo de 10 variables a incluir para cada propiedad
dentro, de una poblacion de 3000 posibles ecuaciones con una probabilidad de mutacion del 30% y donde el
criterio de optimizacion usado fue la maximizacion del coeficiente de correlacion (R). En la Tabla 2.6, se
muestran los descriptores moleculares seleccionados y usados finalmente para la optimizacién simultanea de la
acitividad inhibitoria sobre la TI del VIH-1 y toxicidad sobre células sanguineas MT-4 de los 109 compuestos

tipo INNTI incluidos en el conjunto de entrenamiento.

Tabla 2.3. Descriptores moleculares seleccionados para ser empleados en el proceso de optimizacion

simultanea.

SIMBOLO DEFINICION FAMILIA CLASE PROPIEDAD
Moran autocorrelation - lag 8 / :

MATS8e weighted by atomic Sanderson electronegativities 2D autocorrelations 2D ECso

GATS3m Gegry autocorrelapon -lag 3/ 2D autocorrelations 2D ECs
weighted by atomic masses

pilD conventional bond-order ID number Walk and path counts 2D ECso

. Eigenvalue 09 from edge adj. matrix . .o
EEig09x weighted by edge degrees Edge adjacency indices 2D ECs
. Eigenvalue 10 from edge adj. matrix . .o

EEigl10x weighted by edge degrees Edge adjacency indices 2D ECs
highest eigenvalue n. 2 of Burden matrix / .

BEHe2 weighted by atomic Sanderson electronegativities Burden eigenvalues 2D ECso

JGI4 mean topological charge index of order4 Topological charge indices 2D ECsg
Radial Distribution Function - 13.0 / .

RDF130v weighted by atomic van der Waals volumes RDF Descriptors 3D ECso

HTu H total index / unweighted GETAWAY Descriptors 3D ECs
R autocorrelation of lag 7 / .

R7e weighted by atomic Sanderson electronegativities GETAWAY Descriptors 3D ECso

BEHmS hlghest elgenvalu§ n. 8 of Burden matrix / Burden eigenvalues D CCso
weighted by atomic atomic masses
lowest eigenvalue n. 4 of Burden matrix / .

BELed weighted by atomic Sanderson electronegativities Burden eigenvalues 2D CCso

RDF030m Ra(.hal Dlstrlbutlop Function - 3.0/ RDF Descriptors 3D CCso
weighted by atomic masses

RDF135m Ra(.hal Dlstrlbutlop Function - 13.5/ RDF Descriptors 3D CCso
weighted by atomic masses

RDF150m Radwl Dlstrlbutlop Function - 15.0/ RDF Descriptors D CCsp
weighted by atomic masses
Ist component symmetry directional WHIM index / .

Gle weighted by atomic Sanderson electronegativities WHIM Descriptors 3D CCso
K global shape index / .

Ks weighted by atomic electrotopological states WHIM Descriptors 3D CCso
H autocorrelation of lag 7 / .

H7v weighted by atomic van der Waals volumes GETAWAY Descriptors 3D CCso
R maximal autocorrelation of lag 8 / .

R8v+ weighted by atomic van der Waals volumes GETAWAY Descriptors 3D CCso

R3p+ R maximal autocorrelation of lag 3 / GETAWAY Descriptors D CCsp

weighted by atomic polarizabilities

En lo que se refiere a la técnica de modelacion, se optd por un enfoque basado en técnicas de RLM; en

este caso, los coeficientes de regresion y los parametros estadisticos fueron obtenidos mediante el modulo de
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regresion general multiple (RGM) implementado en el software STATISTICA 7.0 (180). Para cada MP, la
bondad de ajuste se evalud examinando el coeficiente de determinacion (R?), el coeficiente de determinacion
ajustado (Adj.R?), la desviacion tipica (s), el estadistico de Fisher (F), asi como la proporcion entre el niimero de
casos y el nimero de parametros ajustables en el modelo, conocido como el estadistico p. La robustez y la
capacidad predictiva del modelo fueron determinadas considerando el coeficiente de determinacion de la
validacion cruzada dejando un caso fuera de cada MP (Q%Lo0) (211). El procedimiento de la validacion cruzada
dejando un caso fuera consiste en quitar un caso de la serie de entrenamiento y reconstruir el modelo sélo con la
seric de entrenamiento remanente y luego predecir el caso removido. Todos los casos de la serie de
entrenamiento fueron predichos y de este modo determinado el Q% oo.

El dominio de aplicacion de los MPs se determind mediante un ploteo de los valores de los residuales
estandarizados contra los valores de leverage de los compuestos del entrenamiento (211, 212). El leverage (h) de
un compuesto mide la influencia sobre el modelo del espacio de variables originales incluidas en el MP y se

define como:

ho=x," (X"X)'x, (i=1,..,n) (2.2.17)

donde x; es el vector de descriptores del compuesto considerado y X es la matriz de los valores de descriptores

del modelo derivada de la serie de entrenamiento. El leverage critico #* se define a continuacion:
h" =3xp'/n (2.2.18)

Aqui n es el nimero de casos usados en el entrenamiento y p” es el nimero de parametros ajustables incluidos en

el modelo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

“Following the light of the sun, we left the old world.”
Christopher Columbus

3.1. OPTIMIZACION SIMULTANEA DE LA ACITIVIDAD INHIBITORIA SOBRE LA TI
DEL VIH-1 Y LA TOXICIDAD SOBRE CELULAS SANGUINEAS MT-4 DE COMPUESTOS
TIPO INNTI

En este trabajo se propone el empleo de los resultados del método de OMO propuesto anteriormente (213)
como base para la aplicacion de un nuevo método de ordenamiento también basado en las funciones de
deseabilidad de Derringer (178). Para probar la utilidad de la metodologia propuesta, la misma fue aplicada a
una biblioteca de 109 compuestos reportados en literatura (72, 188-190) con el objetivo de optimizar
simultdneamente sus propiedades antiretroviral frente a VIH-1 (ECsy) y toxicas sobre células MT-4 (CCsy);
ordenar los compuestos incluidos en esta libreria con respecto al candidato ideal determinado por medio del
proceso de optimizacion simultanea y filtrar los candidatos mas prometedores de la misma.

Se generé un MP basado en RLM para cada propiedad conteniendo un subconjunto de descriptores
moleculares implementados en software DRAGON 7.0 previamente seleccionados por métodos de algoritmos

genéticos.

Tabla 3.1 Coeficientes de la regresion y parametros estadisticos de los modelos RLM obtenidos.

Modelo RLM de Actividad Anti-VIH-1 (EC5y = 1/1+ECjs)

1/1+ EC,, =—13.6517(+3.307011) + 0.0097(+0.000942) - pilD +1.0075(+0.167701) - MATS8e
+0.7729(£0.165765) - GATS3m + 0.4509(+0.154286) - EEig09x — 0.9091(+0.152694) - EEig10x
+3.9872(+0.88408) - BEHe2 — 42.1335(+4.842091) - JGI4 — 0.1333(£0.021748) - RDF130v

— 0.0666(£0.00748) - HTu +1.3208(+0.151555) - R7e

N R R’ R’ Adj. S o’ SPRESS p F )4

109  0.890 0.793 0.772 0.166 0.745 0.184 9.909 37.516 0.0000

Modelo RLM de Toxicidad sobre Células Sanguineas MT4 (CCsy = (CCsy10.5)"0.5)

J0.5+CCy, =75.931(29.29826) — 15.783(+2.41401) - BEHmS — 12.364(+3.64943) - BELe4
+0.797(£0.12065) - RDF030m + 1.404(+0.27743) - RDF135m — 4.123(£1.22895) - RDF150m
—95.007(+30.53947) - Gle + 14.356(+1.97627) - Ks +18.96(+5.96789) - H7v
—716.154(£80.40825) - R8v" +149.816(+34.72703)- R3p*

N R R’ R’ Adj. S o’ SPRESS p F )4

109  0.839 0.705 0.674 2.196 0.645 4.197 9.909 23.372 0.0000

Como se puede apreciar en la Tabla 3.1, la calidad de los MP desarrollados es indicada por altos valores

de F y pequefios valores de p, valores satisfactorios de p (p > 5), junto con valores de R* y Adj.R* que van desde
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0.705 a 0.793 y 0.674 a 0.772, respectivamente; asi como los valores Q°;00 entre 0.645 y 0.745. Por otra parte
todas las variables incluidas en los modelos tienen una influencia significativa sobre las respectivas actividades,

como se muestra en la Figura 3.2.

Variable: 1/(1+EC50)

| 10.25364

pilD |

HTu |8.903249

"R7e" |8.715055

"JGI4" | |8.701639

"RDF130Vv'

| 6.128975

"MATSS8e"

| 6.007531

"EEig10x" |5.953801

"GATS3m"

| 4.662422

"BEHe2"

|4.509962

"EEig09x" | 2.922813

p=.05

Variable: (CC50+0.5)0.5

R8w [ 8.906472 |

Ks | |7. 264414 ]

"RDFO30m" | |6.603809 ]

"BEHmM8" | |6.538023 ]

"RDF135m" |5.06l754 1

R3p+ | |4.3141 ]

"BELed" | |3.387994 ]

"RDF150m" |3.354622 1

"H7V' |3.177072 1

"Gle" | |3.110953 ]

p=.05

Figura 3.1. Tabla pareto de los valores ¢ (test de Student de significacion estadistica) relativos a las
variables incluidas en los modelos RLM de las propiedades antiVIH-1 (arriba) y citotoxicas (debajo) de la

serie de los INNTIs usados en el estudio.

Cada MP desarrollado incluye once parametros ajustables (diez descriptores moleculares y el intercepto)

para ajustar los 109 compuestos empleados en el entrenamiento. Por tanto, cualquier prediccion basada en
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cualquiera de los dos MPs desarrollados de nuevos compuestos con valores de # > A* = 0.303 esta fuera del
dominio de aplicabilidad del modelo y consecuentemente tales predicciones deben considerarse con precaucion.
Los dominios de aplicacion de los MPs para la actividad antiVIH-1 (ECsp) y la toxicidad sobre células MT-4

(CCs), respectivamente se muestran en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Dominios de aplicacion de los respectivos modelos RLM.

Otro factor que determina la fiabilidad de las predicciones esta relacionado con la técnica de modelacion
usada, especificamente, el método de estimacion de parametros usado (minimos cuadrados ordinarios). Como en
cualquier método paramétrico, es necesario hacer varias suposiciones para la estimacion de los parametros, los
denominados supuestos paramétricos. Violaciones severas de uno o varios de estos supuestos podrian

comprometer la fiabilidad de las predicciones resultantes de tales técnicas (214).

Primeramente se comprobd la hipdtesis de linealidad mediante la inspeccion de los residuales
estandarizados de los casos incluidos en la serie de entrenamiento. El hecho de que ninglin ploteo de residuales
(ver Tabla 3.2, fila 1) muestre un patron especifico de distribucion refuerza la hipotesis formulada a priori de que
ninguno de los dos modelos exhiben una dependencia no lineal entre las variables independientes y la variable
dependiente (214).
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Tabla 3.2. Chequeo de los principales supuestos paramétricos relacionados con los dos MPs basados en

RLM usados para ajustar las funciones de deseabilidad.

Supuestos Paramétricos de la RLM

Modelo RLM (ECs)) Modelo RLM (CCsy)
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Resultados y discusion 55

La hipotesis de homoscedasticidad (homogeneidad de varianzas) puede ser confirmada mediante el ploteo
de los residuales estandarizados contra las respectivas propiedades o variables dependientes (214) (ver Tabla
3.2.3, fila 2). Otra vez ningin ploteo muestra patrones de distribucion especifico que indique presencia de
heteroscedasticidad. Este tipo de ploteo provee informacion sobre la autocorrelacion de los residuales lo cual no

se evidencia tampoco en estos graficos.

La hipétesis de normalidad de los residuales puede ser facilmente confirmada mediante el empleo del test
estadisticos de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (ver Tabla 3.2, fila 3). El valor de p > 0.05 mostrado
sugiere que no existen razones significativas para rechazar la hipétesis de que los residuales estan normalmente
distribuidos. Ademas, debido a que el término relativo al error (representado por los residuales) no se incluye en
el modelo RLM, este debe ser cero lo que ocurre en realidad como puede ser comprobado en la Tabla 3.2 (fila
4).

Un ultimo aspecto que merece especial atencion dentro del chequeo de los supuestos paramétricos es el
analisis del grado de colinealidad exhibido entre las variables incluidas en los modelos. Variables altamente
colineales pueden ser identificadas como aquellas que presenta un coeficiente de correlacion por pares (R;)
mayor que 0.7. Como puede comprobarse en la Tabla 3.2, (fila 5), las variables incluidas en los modelos exhiben
un alto grado de colinealidad. En este caso la interpretacion comun de los coeficientes de regresion como la
medida del cambio en el valor esperado de la variable respuesta, cuando una variable predictiva dada es
aumentada en una unidad mientras que el resto son fijadas a un valor constante, no es totalmente aplicable. De
aqui la importancia del cumplimiento de esta suposicion si se pretende interpretar o asumir una relacion causal
entre los términos de la ecuacion (215). No obstante, como el objetivo principal de estos MPs es de caracter
predictivo, la violacion de este supuesto no invalida su uso.

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que la optimizacion simultdnea de las propiedades
antiretroviral frente a VIH-1 (ECs) y toxicas sobre células MT-4 del conjunto de 109 INNTIs puede ser llevado
a cabo con un nivel adecuado de confiabilidad siempre considerando el dominio de aplicabilidad de los MPs

desarrollados.
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Tabla 3.3. Valores observados y predichos de las propiedades optimizadas, valores respectivos de deseabilidad individual y valores de deseabilidad

global de los compuestos usados para el proceso de optimizacion multiobjetivos.

Comp. Pred. Pred. Pred. Pred. Pred.

IDp 1/(1+ECsg) 1/(A+ECsy) d(1/(1+ECs)) d(1/(1+ECxy)) 2, 0.5+CC, \/0.5 +CC,, d\/O_S +CC,, d\/O.S + CC,, Deeso-ecso Dceso-ecso
1 0,685 0,593 0,681 0,587 6,332 8,927 0,175 0,303 0,345 0,422
2 0,847 0,853 0,847 0,852 7,28 6,322 0,222 0,174 0,433 0,385
3 0,667 0,63 0,662 0,625 6,267 6,341 0,172 0,175 0,337 0,331
4 0,869 0,637 0,869 0,632 6,237 7,094 0,17 0,213 0,385 0,367
5 0,676 0,911 0,671 0,911 5,897 5,46 0,153 0,132 0,321 0,346
6 0,826 0,573 0,825 0,567 5,406 5,209 0,129 0,119 0,326 0,26
7 0,662 0,602 0,658 0,596 6,237 5,083 0,17 0,113 0,335 0,26
8 0,946 0,67 0,947 0,665 5,805 5,685 0,149 0,143 0,375 0,308
9 0,606 0,454 0,6 0,445 6,007 6,496 0,159 0,183 0,309 0,285
10 0,725 0,531 0,721 0,524 5,766 6,851 0,147 0,201 0,326 0,324
11 0,941 0,715 0,942 0,712 5,983 6,31 0,158 0,174 0,385 0,352
12 0,8 0,556 0,798 0,549 5,486 4,774 0,133 0,098 0,326 0,232
13 0,35 0,335 0,339 0,324 6,133 3,862 0,165 0,053 0,237 0,131
14 0,546 0,719 0,54 0,716 5,75 6,611 0,146 0,189 0,281 0,367
15 0,119 0,115 0,105 0,1 6,051 5,565 0,161 0,137 0,13 0,117
16 0,253 0,308 0,24 0,296 5,75 5,695 0,146 0,143 0,187 0,206
17 0,826 0,883 0,825 0,882 5,654 5,417 0,141 0,13 0,342 0,338
18 0,916 0,883 0,916 0,882 5,609 5,419 0,139 0,13 0,357 0,338
19 0,074 0,287 0,058 0,275 13,131 10,272 0,511 0,37 0,172 0,319
20 0,901 0,738 0,901 0,735 5,772 7,224 0,147 0,219 0,364 0,401
21 0,937 0,703 0,938 0,699 5,543 5,191 0,136 0,118 0,357 0,288
22 0,265 0,775 0,253 0,773 5,648 9,966 0,141 0,355 0,189 0,524
23 0,813 0,649 0,811 0,644 8,807 11,147 0,297 0,413 0,491 0,516
24 0,043 0,188 0,027 0,174 14,512 12,763 0,58 0,493 0,125 0,293
25 0,229 0,2 0,216 0,187 6,534 11,073 0,185 0,409 0,2 0,276
26 0,606 0,574 0,6 0,568 12,45 12,409 0,478 0,476 0,536 0,52
27 0,176 0,371 0,162 0,36 7,751 8,27 0,245 0,271 0,199 0,312
28 0,274 0,504 0,262 0,497 6,066 4,849 0,162 0,102 0,206 0,225
29 0,546 0,341 0,54 0,33 13,705 10,051 0,54 0,359 0,54 0,344
30 0,68 0,767 0,676 0,765 7,115 8,634 0,214 0,289 0,38 0,47

RzD (CC50-EC50) = 0,689 Adj-RzD (CC50-EC50) = 0,686
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Tabla 3.3. (Continuacion...)

Comp. Pred. Pred. Pred. Pred. Pred.
b VOECw) (1+ECy)  GWATEC) 4 qipey VO-5+CCy Jos+cc, dafos+cc, do5+cC, Pecsoes poogies,
31 0,91 0,9 0,91 0,9 6,663 8,419 0,191 0,278 0,417 0,5
32 0,939 0,83 0,94 0,829 5,89 8,422 0,153 0,278 0,379 0,48
33 0,037 0,126 0,02 0,111 13,453 13,703 0,527 0,54 0,104 0,245
34 0,124 0,151 0,109 0,136 13,99 12,411 0,554 0,476 0,246 0,255
35 0,102 0,562 0,087 0,556 12,489 9,883 0,479 0,351 0,204 0,441
36 0,042 0,137 0,026 0,122 13,907 12,421 0,55 0,476 0,119 0,241
37 0,165 0,29 0,151 0,279 20,137 16,946 0,858 0,7 0,36 0,441
38 0,157 0,034 0,143 0,017 23,01 24,433 1 1,07 0,378 0,135
39 0,98 0,966 0,982 0,968 7,778 9,593 0,246 0,336 0,492 0,57
40 0,843 0,874 0,842 0,873 5,552 9,005 0,136 0,307 0,339 0,5179
41 0,903 0,89 0,904 0,89 6,29 9,441 0,173 0,329 0,395 0,541
42 0,27 0,37 0,258 0,36 5,474 6,843 0,132 0,2 0,185 0,268
43 0,915 0,685 0,915 0,681 14,05 12,894 0,557 0,5 0,714 0,583
44 0,942 0,874 0,943 0,873 15,411 14,596 0,624 0,584 0,767 0,714
45 0,577 0,647 0,571 0,642 14,429 13,77 0,575 0,543 0,573 0,591
46 0,38 0,321 0,37 0,31 13,494 12,885 0,529 0,499 0,443 0,393
47 0,794 0,963 0,792 0,964 15,827 12,46 0,645 0,478 0,714 0,679
48 0,917 1,153 0,918 1,158 6,537 4,407 0,185 0,08 0,412 0,304
49 0,865 1,038 0,864 1,041 8,654 9,83 0,29 0,348 0,501 0,602
50 0,796 0,635 0,794 0,63 11,616 12,958 0,436 0,503 0,589 0,563
51 0,484 0,544 0,476 0,537 6,484 6,873 0,182 0,202 0,295 0,329
52 0,779 0,802 0,777 0,8 13,943 12,298 0,551 0,47 0,654 0,613
53 0,991 0,971 0,993 0,972 11,987 13,481 0,455 0,529 0,672 0,717
54 0,991 0,946 0,993 0,947 11,554 9,629 0,433 0,338 0,656 0,566
55 0,898 0,887 0,898 0,887 13,727 13,053 0,541 0,507 0,697 0,671
56 0,982 0,922 0,984 0,923 9,661 11,469 0,34 0,429 0,578 0,629
57 0,981 0,908 0,983 0,908 15,636 16,33 0,635 0,67 0,79 0,78
58 0,988 0,77 0,99 0,768 13,081 13,654 0,509 0,537 0,71 0,642
59 0,973 0,874 0,974 0,874 5,714 6,032 0,144 0,16 0,375 0,374
60 0,925 0,912 0,926 0,912 15,604 14,761 0,634 0,592 0,766 0,735
61 0,943 1,073 0,944 1,076 16,026 13,571 0,654 0,533 0,786 0,757

RzD (ccs0-ecso) = 0,689 AW-RZD (ccs0-ecso) = 0,686

Hai Pham The- Aplicaciéon de la Metodologia MOOP-DESIRE ...



Tabla 3.3. (Continuacion...)

Comp. Pred. Pred. Pred. Pred. Pred.
b VOECw) (1+ECy)  GWATEC) 4 qipey VO-5+CCy Jos+cc, dafos+cc, do5+cC, Pecsoes poogies,
62 0,017 0,181 0 0,167 10,559 11,175 0,384 0,414 0 0,263
63 0,182 0,118 0,168 0,103 6,395 6,146 0,178 0,166 0,173 0,131
64 0,192 0,134 0,179 0,119 9,566 10,382 0,335 0,375 0,245 0,211
65 0,2 0,227 0,187 0,214 6,595 10,26 0,188 0,369 0,187 0,281
66 0,189 0,304 0,175 0,293 10,124 10,066 0,363 0,36 0,252 0,324
67 0,143 0,157 0,128 0,143 10,173 8,775 0,365 0,296 0,216 0,206
68 0,115 0,09 0,1 0,074 8,191 9,179 0,267 0,316 0,163 0,153
69 0,111 0,156 0,096 0,141 11,068 9,251 0,409 0,319 0,198 0,212
70 0,088 0,101 0,073 0,085 11,554 9,213 0,433 0,317 0,178 0,165
71 0,079 -0,065 0,064 -0,084 6,595 7,819 0,188 0,248 0,109 0
72 0,102 0,21 0,087 0,197 6,595 4,247 0,188 0,072 0,128 0,119
73 0,116 0,21 0,101 0,196 8,972 7,293 0,306 0,222 0,176 0,209
74 0,106 0,255 0,091 0,243 9,083 8,359 0,311 0,275 0,168 0,259
75 0,104 0,197 0,089 0,184 11,212 12,084 0,416 0,459 0,192 0,291
76 0,2 0,136 0,187 0,121 8,438 9,43 0,279 0,328 0,228 0,2
77 0,417 0,316 0,407 0,305 11,086 10,415 0,41 0,377 0,409 0,339
78 0,435 0,325 0,426 0,314 7,211 7,593 0,218 0,237 0,305 0,273
79 0,143 0,231 0,128 0,218 7,969 8,963 0,256 0,305 0,181 0,258
80 0,455 0,734 0,446 0,731 7,314 8,609 0,224 0,288 0,316 0,459
81 0,725 0,829 0,721 0,828 10,025 11,717 0,358 0,441 0,508 0,604
82 0,993 0,841 0,995 0,84 6,442 9,102 0,18 0,312 0,424 0,512
83 0,99 0,762 0,992 0,759 4,301 3,801 0,074 0,05 0,272 0,194
84 0,992 0,96 0,994 0,962 4,301 6,742 0,074 0,195 0,272 0,433
85 0,99 0,902 0,992 0,902 12,981 9,507 0,504 0,332 0,707 0,547
86 0,602 0,73 0,597 0,727 7,327 7,61 0,224 0,238 0,366 0,416
87 0,556 0,569 0,549 0,563 7,063 8,131 0,211 0,264 0,34 0,385
88 0,27 0,232 0,258 0,219 6,826 7,49 0,199 0,232 0,227 0,226
89 0,917 0,52 0,918 0,513 12,82 9,715 0,496 0,342 0,675 0,419
90 0,175 0,522 0,161 0,515 12,199 9,749 0,465 0,344 0,274 0,421
91 0,998 0,65 1 0,645 3,363 9,009 0,028 0,307 0,167 0,445
92 0,136 0,276 0,122 0,264 7,71 8,357 0,243 0,275 0,172 0,269

RzD (ccs0-ecso) = 0,689 AW-RZD (ccs0-ecso) = 0,686

Hai Pham The- Aplicaciéon de la Metodologia MOOP-DESIRE ...



Tabla 3.3. (Continuacion...)

Comp. Pred. Pred. Pred. Pred. Pred.
I VOHECs) aipcy dAHECs) e o 0.5+CC J05+CC,, a,J05+CC,, dJ05+CC, Pecsres p e,
93 0,121 0,169 0,106 0,155 7,37 11,688 0,226 0,44 0,155 0,261
94 0,461 0,38 0,452 0,37 11,084 7,751 0,41 0,245 0,431 0,301
95 0,847 0,563 0,847 0,557 7,237 6,906 0,22 0,203 0,431 0,336
96 0,171 0,312 0,157 0,301 6,963 8,942 0,206 0,304 0,18 0,302
97 0,444 0,732 0,436 0,728 5,002 6,24 0,109 0,17 0,218 0,352
98 0,61 0,663 0,604 0,658 7,65 8,383 0,24 0,276 0,381 0,427
99 0,429 0,505 0,42 0,498 5,89 5,671 0,153 0,142 0,254 0,266
100 0,311 0,195 0,299 0,181 4,895 4,953 0,104 0,107 0,176 0,139
101 0,427 0,334 0,418 0,323 2,796 7,798 0 0,247 0 0,283
102 0,221 0,238 0,208 0,225 5,224 5,506 0,12 0,134 0,158 0,174
103 0,026 -0,027 0,009 -0,045 15,56 14,311 0,631 0,57 0,076 0
104 0,328 0,537 0,317 0,53 16,239 13,493 0,665 0,529 0,459 0,529
105 0,035 -0,089 0,018 -0,108 14,037 8,012 0,556 0,258 0,1 0
106 0,128 0,243 0,114 0,23 13,395 8,244 0,524 0,269 0,244 0,249
107 0,056 0,094 0,04 0,079 14,521 8,597 0,58 0,287 0,151 0,15
108 0,176 0,119 0,162 0,105 7,802 8,253 0,248 0,27 0,2 0,168
109 0,084 0,121 0,069 0,106 5,019 7,126 0,11 0,214 0,087 0,151

R2D (CC50-EC50) = 0,689 Ad]'-RZD (CC50-EC50) = 0,686
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Tabla 3.4. Valores predichos obtenidos durante el experimento de validacion cruzada (dejando un caso fuera)
de las propiedades optimizadas, valores respectivos de deseabilidad individual y valores de deseabilidad global

para los compuestos usados para el proceso de optimizacion multiobjetivos.

VCroo
VCroo0 VCroo VClroo VCroo
Compuesto D poq 114ECs,  PE o Pred. [o5cc,  Pred.d05+CC,  Pred. Decsprcso
d(1/(1+ECs))
1 0,588 0,582 9,098 0,312 0,426
2 0,853 0,852 6,284 0,173 0,383
3 0,627 0,622 6,345 0,176 0,33
4 0,622 0,617 7,142 0,215 0,364
5 0,929 0,929 5,446 0,131 0,349
6 0,555 0,548 5,201 0,119 0,255
7 0,597 0,591 5,022 0,11 0,255
8 0,649 0,645 5,677 0,142 0,303
9 0,442 0,433 6,522 0,184 0,282
10 0,518 0,511 6,914 0,204 0,323
11 0,699 0,695 6,342 0,175 0,349
12 0,534 0,527 4,689 0,094 0,222
13 0,334 0,323 3,356 0,028 0,095
14 0,734 0,73 6,657 0,191 0,374
15 0,115 0,1 5,543 0,136 0,116
16 0,312 0,301 5,692 0,143 0,208
17 0,886 0,886 5,405 0,129 0,338
18 0,881 0,88 5,41 0,129 0,337
19 0,308 0,297 10,065 0,36 0,327
20 0,727 0,723 7,362 0,226 0,404
21 0,687 0,683 5,16 0,117 0,283
22 0,818 0,817 10,389 0,376 0,554
23 0,639 0,635 11,419 0,427 0,520
24 0,205 0,191 12,648 0,487 0,305
25 0,197 0,183 11,23 0,417 0,276
26 0,571 0,565 12,406 0,475 0,518
27 0,385 0,375 8,309 0,273 0,32
28 0,518 0,51 4,658 0,092 0,217
29 0,322 0,311 9,732 0,343 0,327
30 0,782 0,78 8,741 0,294 0,479
31 0,897 0,897 8,468 0,281 0,502
32 0,797 0,795 8,727 0,293 0,483
33 0,134 0,119 13,729 0,541 0,254
34 0,153 0,138 12,321 0,471 0,255
35 0,621 0,616 9,537 0,333 0,453
36 0,147 0,133 12,15 0,463 0,248
37 0,309 0,298 15,913 0,649 0,439
38 -0,027 0 25,258 1 0

O’p cesorcsn = 0,619
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Tabla 3.4. (Continuacion...)

Compuesto ID VC.o0 ‘II’SeL((i).O VCioo VCioo VC.o0
Pred. 1/1+ECs5, Pred. Jo5+cc, Pred.d [o5+cCc, Pred. Dcesorcso
d(1/(1+ECs,))

39 0,957 0,958 10,087 0,361 0,588
40 0,876 0,875 9,217 0,318 0,527
41 0,889 0,889 9,681 0,341 0,55
42 0,386 0,376 6,956 0,206 0,278
43 0,672 0,668 12,835 0,497 0,576
44 0,869 0,869 14,529 0,58 0,71
45 0,651 0,647 13,733 0,541 0,592
46 0,313 0,302 12,839 0,497 0,387
47 0,976 0,978 12,179 0,464 0,674
48 1,186 1 3,877 0,053 0,231
49 1,082 1 10,054 0,359 0,599
50 0,594 0,588 13,39 0,524 0,555
51 0,55 0,543 7,862 0,251 0,369
52 0,803 0,802 12,142 0,462 0,609
53 0,968 0,97 13,595 0,534 0,72
54 0,943 0,944 9,24 0,3189 0,548
55 0,886 0,886 12,985 0,504 0,668
56 0,915 0,915 11,676 0,439 0,634
57 0,899 0,899 16,988 0,702 0,795
58 0,754 0,751 13,697 0,539 0,636
59 0,864 0,863 6,128 0,165 0,377
60 0,91 0,91 14,243 0,566 0,718
61 1,099 1 13,464 0,528 0,726
62 0,193 0,18 11,198 0,416 0,273
63 0,111 0,096 6,124 0,165 0,125
64 0,13 0,115 10,421 0,377 0,209
65 0,23 0,217 10,459 0,379 0,287
66 0,313 0,301 10,061 0,359 0,329
67 0,159 0,145 8,671 0,291 0,205
68 0,087 0,071 9,228 0,318 0,151
69 0,158 0,144 9,161 0,315 0,213
70 0,101 0,086 9,109 0,312 0,164
71 -0,076 0 7,894 0,252 0
72 0,217 0,204 3,901 0,054 0,106
73 0,216 0,203 7,122 0,214 0,208
74 0,265 0,253 8,305 0,273 0,262
75 0,202 0,189 12,184 0,464 0,296
76 0,131 0,117 9,468 0,33 0,196
77 0,303 0,291 10,362 0,374 0,330
78 0,316 0,305 7,626 0,239 0,27

O’ cesoecso, = 0,619
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Tabla 3.4. (Continuacion...)

Compuesto ID VC.o0 ‘I]’Ség.o P dVCLOO Pred \;CLOO VC.o0
Pred. 1/1+ECs, d(1/(A+EC50)) red. /0.5+CC, red. 4 /05+CC,, Pred. Dgcso-coso

79 0,243 0,231 9,018 0,308 0,267
80 0,755 0,753 8,784 0,296 0,472
81 0,843 0,842 11,859 0,448 0,614
82 0,821 0,82 9,34 0,324 0,515
83 0,742 0,739 3,333 0,027 0,14
84 0,955 0,956 6,98 0,207 0,445
85 0,885 0,885 9,217 0,318 0,53
86 0,778 0,776 7,626 0,239 0,431
87 0,57 0,564 8,191 0,267 0,388
88 0,226 0,213 7,568 0,236 0,224
89 0,486 0,478 9,569 0,335 0,4
90 0,552 0,545 9,635 0,338 0,429
91 0,572 0,566 9,542 0,334 0,435
92 0,29 0,279 8,403 0,277 0,278
93 0,171 0,157 11,889 0,45 0,266
94 0,379 0,369 7,662 0,241 0,298
95 0,548 0,542 6,893 0,203 0,331
926 0,329 0,318 9,24 0,319 0,318
97 0,749 0,746 6,316 0,174 0,361
98 0,673 0,669 8,442 0,279 0,432
99 0,509 0,502 5,644 0,141 0,266
100 0,174 0,16 4,967 0,107 0,131
101 0,325 0,314 8,061 0,26 0,286
102 0,239 0,226 5,519 0,135 0,175
103 -0,04 0 14,206 0,564 0
104 0,623 0,618 12,553 0,483 0,546
105 -0,103 0 7,654 0,24 0
106 0,26 0,248 7,9 0,252 0,25
107 0,102 0,086 8,309 0,273 0,154
108 0,115 0,1 8,305 0,273 0,165
109 0,124 0,109 7,229 0,219 0,155

O’p csoccsn, = 0,619

Una vez ajustado el modelo conteniendo todas las variables independientes se logra especificar la funcion
de deseabilidad para los valores predichos de cada propiedad. Aqui, la actividad antiVIH-1 (ECsy) es
maximizada mientras que la toxicidad sobre las células MT4 (CCsy) es minimizada con el objetivo de obtener
luego del proceso de optimizacion un candidato que exhiba simultaneamente la mayor actividad antiVIH-1 a la
vez que la menor toxicidad posibles. Los valores de deseabilidad individual de ambas respuestas se estimaron tal

y como se detalla en la seccion de “Materiales y Métodos”. En la Tabla 3.3 se muestran los valores calculados y
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predichos de deseabilidad debido a la actividad antiVIH-1 (1/1+ECs) y la toxicidad sobre las células MT4

(/CCy, +1/2), asi como la deseabilidad global para las 109 INNTIs usados en el estudio. Los resultados de la

validacion cruzada se muestran en la Tabla 3.4.

Tabla 3.5. Resultados del proceso de optimizacion simultanea multiobjetivos y ajuste de pesos.

Niveles Optimos de las Variables

pilD = 216.197 BEHmS8 = 2.496
MATSS8e =—0.242 BELe4 =1.227
GATS3m = 0.963 RDF030m = 9.978

EEig09x = 3.153 RDF135m = -2.061
EEigl10x =2.922 RDF150m = —0.451
BEHe2 =3.901 Gle=0.143
JGI4 = 0.045 Ks =0.217
RDF130v = 2.594 H7v=0.015
HTu = 24.156 R8v" =0.006
R7e =0.614 R3p" =0.012
Conjunto de pesos w; que maximizan la concordancia entre D; y A;.
Wi = 0.0284 Waenms = 0.7286
Whwatsse = -2.626 WaeLes =-1.2573
Wearsim =-0.4767 Wrorozom = 0.235
WeEigoox = 1.7003 Wrorizsm =-0.2961
Wegigiox = -3.2139 Wrorisom = 0.8532
Wiene2 = 4.686 Waie = 23.4602
Wics =-107.318 Wy, =-0.6094
Wrorizey = 0.1213 Whyz = 0.6381
Whra = 0.2282 Whrsy+ = 57.8155
Wgre =-2.5136 Whrasp+ = -6.2499
I/I+ECsp = 0.908 }JCC,, +1/2 =15.797

=>ECs = 0.101uM =>CCs) = 249.045uM

Dcceso-ecso = 0.819

R’p 'y Adj.R’p son usados aqui como medidas globales de la calidad estadistica de la funcion de
deseabilidad global. En la Tabla 3.3 se muestra que estos valores estan proximos a un valor de 0.7 lo que indica
una calidad adecuada del proceso de optimizacion simultdnea. Por otra parte, un valor de 0.62 de O°p indica una
capacidad predictiva adecuada del método para predecir los valores de D.

Seguidamente, la optimizacion de la deseabilidad global se condujo de acuerdo a lo descrito en la seccion

“Especificaciones de la funciones de deseabilidad”. Como resultado del proceso de optimizacion es posible
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determinar los niveles de los descriptores moleculares empleados que simultaneamente producen la
combinacion mas deseable entre la actividad antiVIH-1 y la toxicidad sobre las células MT4, expresadas a
través de la deseabilidad global.

Los resultados del proceso de optimizacion simultanea se muestran en la Tabla 3.5 donde se indican los
valores de las variables predictivas necesarios para obtener un candidato de las familias de las INNTIs con el
mejor compromiso posible entre las propiedades antiVIH-1 y citotoxicas (D = 1.00).

Como se describié anteriormente, es posible el empleo de la metodologia MOOP-DESIRE para el
ordenamiento y filtrado de librerias de compuestos. Aqui usamos la libreria de INNTIs empleadas también para
demostrar la utilidad del método de ordenamiento propuesto en este trabajo.

Una vez determinados los valores de las variables predictivas necesarios para la obtencion del candidato

ideal estos son usados como patron para ordenar la libreria de 109 INNTIs usadas en este trabajo.

Tabla 3.7. Valores de A; de los compuestos usados en el ordenamiento.

C()mplleStO A,' DA,' Pred. D(CCSO-ECSO) Compuesto A,’ DA,' Pred. D(CCSO-ECSO)
1 2,318 0,439 0,422 32 2,396 0,421 0,48
2 2,197 0,467 0,385 33 1,942 0,526 0,245
3 2,574 0,38 0,331 34 2,135 0,481 0,255
4 2,586 0,377 0,367 35 3,748 0,108 0,441
5 1,913 0,532 0,346 36 1,966 0,52 0,241
6 3,380 0,194 0,26 37 1,113 0,717 0,442
7 2,89 0,307 0,26 38 3,916 0,07 0,135
8 2,92 0,3 0,308 39 2,113 0,486 0,57
9 3,238 0,226 0,285 40 1,477 0,633 0,518
10 2,931 0,297 0,324 41 1,640 0,595 0,541
11 3,068 0,266 0,352 42 2,444 0,41 0,268
12 4,217 0,000 0,232 43 1,099 0,721 0,583
13 3,664 0,128 0,131 44 0,772 0,796 0,714
14 2,297 0,444 0,367 45 1,087 0,723 0,591
15 3,841 0,087 0,117 46 1,513 0,625 0,393
16 3,569 0,15 0,206 47 0,617 0,832 0,679
17 2,083 0,493 0,338 48 1,740 0,572 0,304
18 2,083 0,493 0,338 49 1,475 0,634 0,602
19 2,771 0,334 0,319 50 0,562 0,845 0,563

20 3,025 0,276 0,401 51 2,482 0,401 0,329
21 3,603 0,142 0,288 52 0,819 0,785 0,613
22 1,907 0,534 0,524 53 0,882 0,771 0,717
23 1,185 0,701 0,516 54 2,275 0,449 0,566
24 2,120 0,485 0,293 55 0,695 0,814 0,671
25 2,336 0,435 0,276 56 1,046 0,733 0,629
26 1,553 0,616 0,52 57 -0,111 1 0,78
27 2,937 0,296 0,312 58 0,493 0,861 0,642
28 3,196 0,236 0,225 59 1,663 0,59 0,374
29 3,262 0,221 0,344 60 0,160 0,937 0,735
30 1,55 0,616 0,47 61 0,631 0,829 0,757
31 0,993 0,745 0,5 62 2,581 0,378 0,263
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Tabla 3.7. (Continuacion...)

Compuesto A,‘ DA,' Pred. D(CCSO—ECSO) Compuesto A,' DA,' Pred. D(CCSO—ECSO)
63 3,318 0,208 0,131 86 1,958 0,522 0,416
64 2,762 0,336 0,211 87 2,021 0,507 0,385
65 2,553 0,384 0,281 88 2,566 0,382 0,226
66 1,958 0,522 0,324 89 1,561 0,614 0,419
67 3,284 0,216 0,206 90 1,55 0,616 0,421
68 3,337 0,203 0,153 91 2,146 0,479 0,445
69 3,273 0,218 0,212 92 2,72 0,346 0,269
70 3,349 0,2 0,165 93 3,034 0,273 0,261
71 3,677 0,125 0 94 2,53 0,390 0,301
72 3,530 0,159 0,119 95 2,328 0,436 0,336
73 2,884 0,308 0,209 96 2,349 0,432 0,302
74 2,937 0,296 0,259 97 2,296 0,444 0,352
75 2,754 0,338 0,291 98 2,08 0,494 0,427
76 3,316 0,208 0,2 99 3,07 0,265 0,266
77 2,430 0,413 0,339 100 3,78 0,101 0,139
78 2,926 0,298 0,273 101 3,158 0,245 0,283
79 2,309 0,441 0,258 102 3,882 0,077 0,174
80 1,614 0,601 0,459 103 3,495 0,167 0
81 1,024 0,738 0,604 104 2,06 0,498 0,529
82 0,587 0,839 0,512 105 3,325 0,206 0
83 3,471 0,172 0,194 106 2,473 0,403 0,249
84 1,298 0,674 0,433 107 2,1 0,489 0,15
85 0,882 0,771 0,547 108 2,714 0,347 0,168

109 3,438 0,18 0,151

Luego de la aplicacion del proceso de optimizacidon para estimar el juego Optimo de ponderaciones que
conducen a minimizar la diferencia entre la descripcion de las moléculas (A;) y la solucion (D;) de las mismas,
los valores de A; de los 109 INNTIs es calculado. Este valor es usado para ordenar los compuestos con respecto
al candidato 6ptimo determinado mediante el proceso de optimizacion simultanea de las propiedades antiVIH-1
y citotoxicas. Los valores de calculados de D; y A;asi como estos tltimos valores normalizados (D A;) mediante el
empleo de funciones de deseabilidad de los 109 compuestos usados en el trabajo se muestran en la Tabla 3.7.

Basado en A; es posible obtener un ordenamiento de la libreria de 109 INNTIs con un indice de calidad
corregido W* de 0.238 lo que representa un porcentaje de calidad del ordenamiento (R.;) igual al 76,162%. El
ordenamiento obtenido comparado con el ordenamiento ideal se muestra en la Figura 3.3.

Como se ha podido apreciar, la calidad del ordenamiento obtenido (R% = 76,162) es similar a los valores de
predictividad obtenidos tanto para los modelos individuales como para el proceso global (QZEC50 =0.745, Q2cc50
=0.645, QZD ccso-ecso) = 0,619), lo que confirma que la calidad tanto del proceso de optimizacion multiple como
del ordenamiento depende de la calidad de los modelos iniciales. Lo anterior indica que el proceso de

ordenamiento refleja la calidad de los modelos y procesos en los que se basa.
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Figura 3.3. Ordenamiento de las 109 INNTIs en funcién de la su similitud con el candidato optimo (A)).

Por otra parte, el objetivo de ordenar una libreria de compuestos en funcion de su similitud con un
candidato optimo es filtrar una parte de estos (los candidatos mds cercanos y por tanto mas semejantes al
optimo), los que serian propuestos para ser sintetizados y probar de manera experimental su actividad inhibitoria
sobre la TI del VIH-1 y su toxicicidad sobre celulas MT4.

Consecuentemente, si tomaramos solamente el 10% (los mejores 11 compuestos) de nuestra base de datos
para ser propuesta para su inclusion en el proceso de desarrollo de farmacos se incrementaria la probabilidad de
encontrar candidatos prometedores ya que esta fraccion presenta un indice de calidad corregido ¥* de 0.03 lo
que representa un porcentaje de calidad del ordenamiento (Rv,) igual al 97.03%. El ordenamiento obtenido solo

para esta fraccion de la libreria se muestra en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Ordenamiento obtenido para el 10% de la libreria de compuestos.

El hecho de filtrar una fraccion de los candidatos con la mejor combinacion de propiedades
farmacologicas, toxicoldgicas y farmacocinéticas le confiere al proceso de descubrimiento y desarrollo de
nuevos medicamentos un grado de racionalidad que no es posible alcanzar mediante el uso de los métodos
QSAR tradicionales que optimizan cada propiedad de manera secuencial, lo que implica desconocer el perfil del
resto de las propiedades involucradas en la calidad final de un medicamento o al menos dejar a la casualidad el
hecho de encontrar un candidato con perfiles aceptables de estas propiedades de manera simultinea.
Consecuentemente, un candidato potente identificado via QSAR puede ser descartado posteriormente debido a
un perfil toxicoldgico o farmacocinético negativo con el consecuente gasto inutil de recursos durante los
procesos de sintesis y pruebas farmacologicas ya realizado (216). Igualmente, mediante el empleo de un jurado
de modelos (MPs farmacologicos (QSAR), farmacocinéticos (QSPkR) y toxicologicos (QSTR)) la probabilidad
de encontrar un candidato con perfiles aceptables de estas propiedades de manera simultanea es baja y de ocurrir
esto, seria mas obra de la casualidad que fruto de una estrategia de disefio racional.

Como ha sido ilustrado, la metodologia propuesta puede usarse como una estrategia racional para el
filtrado a partir de librerias combinatorias de nuevos candidatos a firmaco; considerando Unicamente aquellos
candidatos incluidos dentro del dominio de aplicabilidad de los MPs en los que se basan los procesos de OMO y

ordenamiento. En situaciones como esta, en la que el principal objetivo es el ordenamiento y filtrado, es
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aconsejable el uso de descriptores moleculares que conduzcan a relaciones estructura-deseabilidad altamente
predictivas en lugar de descriptores interpretables, con el objetivo de asegurar la exactitud de las predicciones y
consecuentemente, una estimacion precisa de la deseabilidad global de la molécula. Este tipo de analisis es mas
apropiado para etapas iniciales del proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos, especificamente
durante las fases de generacion de hits e identificacion del lider. Por el contrario, el uso de bases de datos
reducidas y homogéneas es mas adecuado en etapas posteriores del proceso (optimizacion del lider) una vez
identificado el lider. En esta etapa se pueden llevar a cabo modificaciones estructurales especificas basadas en
los resultados del proceso de OMO. Para esto, el uso de descriptores moleculares fisico-quimicos o con una
interpretacion estructural clara pueden conducir a relaciones estructura-deseabilidad interpretables las que
pueden usarse para el disefio de nuevos candidatos con un perfil farmacéutico global mejorado (ver referencia
(213)). La Figura 3.5 resume de forma esquematica el uso de la metodologia MOOP-DESIRE como herramienta

de apoyo en el proceso de descubrimiento y desarrollo racional de nuevos fairmacos.
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Figura 3.5. Descubrimiento y desarrollo racional de nuevos farmacos basado en la metodologia

MOOP-DESIRE.
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CONCLUSIONES

“The important thing is not to stop questioning.”

Albert Einstein

Atendiendo a los resultados obtenidos se ha llegado a las siguientes conclusiones:

>

Se Conform6 una base de datos consistente, estructuralmente diversa y representativa de inhibidores no
nucleosidicos de la TI del VIH-1 con informacion relativa a su actividad inhibitoria sobre la TI del VIH-1 y su
toxicidad sobre células sanguineas MT4.

Se determinaron los niveles de las variables predictivas necesarios para obtener un andlogo no nucleosidico
con una combinacidn Optima entre su actividad inhibitoria sobre la TI del VIH-1 y su toxicidad sobre células
sanguineas MT4, mediante el empleo de un método de OMO basado en funciones de deseabilidad de
Derringer.

Se ordenaron los compuestos inhibidores no nucleosidicos de la TI del VIH-1 incluidos en la serie de
entrenamiento con respecto a su similitud estructural con el candidato 6ptimo identificado durante el proceso
de OMO mediante el empleo de un método de ordenamiento basado en funciones de deseabilidad.

El criterio estructural de ordenamiento obtenido fue utilizado como esquema de ordenamiento y filtrado de
nuevos candidatos tipo INNTI con perfiles de eficacia y seguridad simultaneamente optimizados.

De manera general se propuso una estrategia de tamizaje virtual basada en estudios QSAR globales donde se
consider6 de forma simultanea la actividad inhibitoria sobre la TI del VIH-1 y la toxicidad sobre células
sanguineas MT4 de una familia estructuralmente diversa de analogos no nucleosidicos, lo que permite su uso
en la identificacion y seleccion racional de candidatos INNTI con perfiles de eficacia y seguridad

simultdneamente optimizados.
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RECOMENDACIONES

v" Emplear la metodologia propuesta en la identificacion y seleccion racional de candidatos INNTI con perfiles de

eficacia y seguridad simultdneamente optimizados.

v Explorar el desempefio de técnicas no lineales de modelacion, asi como de métodos de optimizacion basados en

algoritmos genéticos o evolutivos.

v" Explorar el desempefio de otras medidas de similitud en el proceso de ordenamiento.
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Tabla 1 Compuestos seleccionados de literatura.

N® Compuestos” Ref.” | N® Compuestos” Ref.
. 4-[4-Methylamino-6-(1-chloro-2-
1 1-l@-Hydroxyethoxy)methyl]-6-(phenylthio) Al naphthoxy)-1,3,5-triazine-2-yl] amino C
thymine (HEPT) B .
benzonitrile (90)
. — C 4-[4-Amino-6-(1-chloro-2-naphthoxy)-1,3,5-
2 2,3-dideoxyinosine (DDI) B 23 triazine-2-yl]Jaminobenzonitrile (9p) c
. 4-[4-Amino-6-(6-bromo-2-naphthoxy)-

3 Trovirdine b 24 1,3,5-triazine-2-ylJaminobenzonitrile (9q) ¢

4 4-[4-Methylamino-6-(1-naphthoxy)-1,3,5- C 25 4-[4-Azido-6-(1-chloro-2-naphthoxy)-1,3,5- c
triazine-2-yl]Jaminobenzonitrile (8a) triazine-2-yl]aminobenzonitrile (9r)
4-[4-Amino-6-(1-naphthoxy)-1,3,5-triazine-2-yl] 0O-(Benzyl) 2-furoyl (phenyl) thiocarbamate

5 . L C 26 D
aminobenzonitrile (8b) (13q)

6 4-[4-n-Propylamino-6-(1-naphthoxy)-1,3,5- C 27 0-(2-Phenethyl) (E)-cinnamoyl (phenyl) D
triazine-2-yl]aminobenzonitrile (8c) thiocarbamate (15b)

7 4-[4-Methylamino-6-(4-chloro-1-naphthoxy)- C 28 O-(2-Phenethyl) benzoyl (phenyl) D
1,3,5-triazine-2-yl] amino benzonitrile (8d) thiocarbamate (15c¢)

8 4-[4-Amino-6-(4-chloro-1-naphthoxy)-1,3,5- C 29 O-(2-Phenethyl) 4-chlorobenzoyl D
triazine-2-yl]Jaminobenzonitrile (8e) (phenyl)thiocarbamate (15g)

9 4-[4-Ethylamino-6-(4-chloro-1-naphthoxy)- C 30 O-(2-Phenethyl) 2-furoyl (phenyl) D
1,3,5-triazine-2-yl] amino benzonitrile (8f) thiocarbamate (15q)

10 4-[4-n-Propylamino-6-(4-chloro-1-naphthoxy)- C 31 O-(2-Phenoxyethyl) 2-phenoxyacetyl D
1,3,5-triazine-2-yl] amino benzonitrile (8g) (phenyl)thiocarbamate (17a)

1 4-[4-Methylamino-6-(2-naphthoxy)-1,3,5- C 32 O-(2-Phenoxyethyl) (E)-Cinnamoyl D
triazine-2-yl]Jaminobenzonitrile (9a) (phenyl)thiocarbamate (17b)

12 4-[4-Amino-6-(2-naphthoxy)-1,3,5-triazine-2- C 33 0-(2-Phenoxyethyl) benzoyl (phenyl) D
yl]aminobenzonitrile (9b) thiocarbamate (17¢)

13 4-[4-Ethylamino-6-(1,6-dibromo-2-naphthoxy)- C 34 O-(2-Phenoxyethyl) 4-chlorobenzoyl D
1,3,5-triazine-2-yl] amino benzonitrile (9¢) (phenyl)thiocarbamate (17g)
4-[4—n-Propylamino'—6-'(1 ,6-dibr0m9-2— O-(2-Phenoxyethyl) 2,4-

14 naphthoxy)-1,3,5-triazine-2-yl] amino C 135 dichlorobenzo 1(phenyl)thiocarbamate (17Kk) b
benzonitrile (9d) zoylpheny

15 4-[4-1-Propylamino-6-(6-bromo-2-naphthoxy)- C 36 O-(2-Phenoxyethyl) 3,5-dichlorobenzoyl D
1,3,5-triazine-2-yl] amino benzonitrile (9f) (phenyl)thiocarbamate (17m)

16 4-[4-Methylamino-6-(6-bromo-2-naphthoxy)- C 37 O-(2-Phenoxyethyl) 4-chloro-3- D
1,3,5-triazine-2-yl] amino benzonitrile (9g) nitrobenzoyl(phenyl)thiocarbamate (17n)

17 4-[4-Methylamino-6-(1-bromo-2-naphthoxy)- C 38 0-(2-Phenoxyethyl) 2-furoyl (phenyl) D
1,3,5-triazine-2-yl] amino benzonitrile (9h) thiocarbamate (17q)

18 4-[4-Amino-6-(1-bromo-2-naphthoxy)-1,3,5- C 39 O-(2-Phenoxyethyl) phenyl(thien-2-yl D
triazine-2-yl] amino benzonitrile (9i) carbonyl)thiocarbamate (17r)

19 4-[4-Ethylamino-6-(1-chloro-2-naphthoxy)- C 40 O-(2-Phenoxyethyl) benzoyl(4- D
1,3,5-triazine-2-yl] amino benzonitrile (9k) fluorophenyl)thiocarbamate (18¢)
4-[4-Methylamino-6-(1,6-dibromo-2-

20 naphthoxy)-1,3,5-triazine-2-yl] amino c |4 (j}? O-(l—MetliyliIZ—pkllenl?xyetléyl) 19 D
benzonitrile (9m) phenoxyacetyl(phenyl)thiocarbamate (19a)

21 4-[4-Amino-6-(1,6-dibromo-2-naphthoxy)-1,3,5- C 42 (x) O-(1-Methyl-2-phenoxyethyl) 2- D

triazine-2-yl] amino benzonitrile (9n)

furoyl(phenyl)thiocarbamate (19q)




Anexos 86
Tabla 1 (Continuacion...)

N? Compuestos® Ref.” | N® Compuestos® Ref.
(+) O-(1-Methyl-2-phenoxyethyl) 4- 6-[0a-Cyano-(1-naphthylmethyl)]-3,4-

43 nitrophenyl(thien-2-yl carbonyl) thiocarbamate D 61 dihydro-5-ethyl-2-(4-nitrobenzylthio) A
(22r) pyrimidin-4(3H)-one (30)
O-[2-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2- 6-(a-Cyanobenzyl)-3,4-dihydro-5-ethyl-2-

44  yl)ethyl]3-bromophenyl (thien-2- D 62  (4-nitrobenzylthio)-pyrimidin-4(3H)-one A
ylcarbonyl)thiocarbamate (35r) 3r)

O-[2-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2- 6-(a-Cyano-2,6-dichlorobenzyl)-3,4-

45  yl)ethyl] 3-nitrophenyl(thien-2- D 63 dihydro-5-ethyl-2-(4-nitrobenzylthio) A
ylcarbonyl)thiocarbamate (36r) pyrimidin-4(3H)-one (3s)
O-[2-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2- 6-[a-Cyano-(1-naphthylmethyl)]-2-

46 yl)ethyl]4-chlorophenyl(2-furoyl)thiocarbamate D 64 cyclopentylthio-3,4-dihydro-5-isopropyl A
(41q) pyrimidin-4(3H)-one (3t)
O-[2-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2- 6-(0-Cyanobenzyl)-3,4-dihydro-5-isopropyl-

47 yl)ethyl]4-iodophenyl(thien-2- D 65 2-(4-methoxybenzylthio) pyrimidin-4(3H)- A
ylcarbonyl)thiocarbamate (43r) one (3v)
O-[2-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2- . .

. . 3,4-Dihydro-2-ethylthio-6-(1-naphthoyl)

48 z/‘:)se(;})lyl]2—fur0y1(4—n1tr0phenyl)thlocarbamate D 66 pyrimidin-4(3H)-one (4a) A
O-[2-(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2- . . .

49  yljethyl] 4-nitrophenyl(thien-2- D |67 I‘;gﬁ“f"yrli'ii“c{i‘fﬂgﬁ)' _20';156053)1’3’“1“0'5 - A
ylcarbonyl)thiocarbamate (45r) YIpY

50 6-[a-Cyano-(1-naphthylmethyl)]-3,4-dihydro- A 68 3,4-Dihydro-5-ethyl-2-ethylthio-6-(1- A
2-isopropylthiopyrimidin-4(3H)-one (3a) naphthoyl)pyrimidin-4(3H)-one (4g)
6-[a-Cyano-(1-naphthylmethyl)]-2- . . .

51 cyclopentylthio-3,4-dihydro-5-methyl A 69 131;4-}]3}111(1)}/(11; 0_i{g&%ﬁjgg;{gﬂ?ﬁff-(1_ A
pyrimidin-4(3H)-one (3¢) pHoyIpY

S2 el 2 propns hiopyrimidinAGieone A | 70 ZAINhio3 d-dibydro-S-cthy16-(1- A
(3d) naphthoyl)pyrimidin-4(3H)-one (4i)
2-Benzoylmethylthio-6-[a-cyano-(1- . .

53 naphthylmethyl)]-3,4-dihydro-5-methyl A |7 gﬂ?i“ziﬁliﬁiyjl(‘;%ngyih(ﬁl; A-dibydro-5-—
pyrimidin-4(3H)-one (3¢) YIPY
2-(4-Chlorobenzoylmethylthio)-6-[a-cyano-(1- 2-Cyclopentylthio-3,4-dihydro-5-isopropyl-

54 naphthylmethyl)]-3,4-dihydro-5- A 72 6-(1-naphthoyl)pyrimidin-4(3H)-one (4m) A
methylpyrimidin-4(3H)-one (3f) phthoybpy

S5 fopopyiiio s meipyrimidmAGH one A | 73 1-EthomethyhSamethyl-61- 5
(3g) naphthylthio)uracil (7a)

56 6-(a-Cyanobenzyl)-2-cyclopentylthio-3,4- A 74 1-[(Benzyloxy)methyl]-5-methyl-6-(1- B
dihydro-5-methylpyrimidin-4(3H)-one (3h) naphthylthio)uracil (7b)

57 2-Benzoylmethylthio-6-(a-cyanobenzyl)-3,4- A 75 1-Methoxymethyl-5-ethyl-6-(1- B
dihydro-5-methylpyrimidin-4(3H)-one (3i) naphthylthio)uracil (7¢)

58 6-[a-Cyano-(1-naphthylmethyl)]-3,4-dihydro- A 76 1-Ethoxymethyl-5-ethyl-6-(1- B
5-ethyl-2-ethylthiopyrimidin-4(3H)-one (3j) naphthylthio)uracil (7d)
6-[a-Cyano-(1-naphthylmethyl)]-2-

59 cyclopentylthio-3,4-dihydro-5-ethyl pyrimidin- A 77 i;[(liinftyhlﬁ));?r?cﬁl?‘;g)- >-ethyl-6-(1- B
4(3H)-one (31) phthy
6-[a-Cyano-(1-naphthylmethyl)]-3,4-dihydro- . < "

60 5-ethyl-2-propynylthiopyrimidin-4(3H)-one A 78 1-[3-Methyl(benzyloxy)methyl]-5-ethyl-6 B

(3n)

(1-naphthylthio)uracil (7f)
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Tabla 1 (Continuacion...)
N? Compuestos® Ref” | N® Compuestos® Ref."
79 1-Methoxymethyl-5-isopropyl-6-(1- B 95 1-[(2-Phenylethoxy)methyl]-5-isopropyl- B
naphthylthio)uracil (7g) 6-(1-naphthylthio)uracil (7v)
30 1-Ethoxymethyl-5-isopropyl-6-(1- B 9% 1-(Hydroxyethoxymethyl)-6-(a- B
naphthylthio)uracil (7h) naphthalenethio)-5-isopropyluracil (7w)
81 1-[(2-Methoxyethyloxy)methyl]-5-isopropyl-6- B 97 1-Methoxymethyl-5-ethyl-6-(2- B
(2-naphthylthio)uracil (7i) naphthylthio)uracil (8a)
83 1-[(Cyclopropylmethoxy)methyl]-5-isopropyl- B 98 1-Ethoxymethyl-5-ethyl-6-(2- B
6-(1-naphthylthio)uracil (7j) naphthylthio)uracil (8b)
84 1-[(Benzyloxy)methyl]-5-isopropyl-6-(1- B 99 1-[(Benzyloxy)methyl]-5-ethyl-6-(2- B
naphthylthio)uracil (7k) naphthylthio)uracil (8c)
85 1-[(3-Methyl-phenylmethyloxy) methyl]-5- B 100 1-Methoxymethyl-5-isopropyl-6-(2- B
isopropyl-6-(1-naphthyl-thio)uracil (71) naphthylthio)uracil (8d)
36 1-Ethoxymethyl-5-propyl-6-(1- B 101 1-Ethoxymethyl-5-isopropyl-6-(2- B
naphthylthio)uracil (7m) naphthylthio)uracil (8e)
87 1-[(Benzyloxy)methyl]-5-propyl-6-(1- B 102 1-[(Benzyloxy)methyl]-5-isopropyl-6-(2- B
naphthylthio)uracil (7n) naphthylthio)uracil (8f)
88 1-Ethoxymethyl-5-isobutyl-6-(1- B 103 1-Methoxymethyl-5-ethyl-6-(1-nitro-2- B
naphthylthio)uracil (70) naphthylthio)uracil (11a)
89 1-[(Benzyloxy)methyl]-5-isobutyl-6-(1- B 104 1-Ethoxymethyl-5-ethyl-6-(1-nitro-2- B
naphthylthio)uracil (7p) naphthylthio)uracil (11b)
90 1-[(3-Fluorobenzyloxy)methyl]-5-ethyl-6-(1- B 105 1-[(Benzyloxy)methyl]-5-ethyl-6-(1- B
naphthylthio)uracil (7q) nitro-2-naphthylthio)uracil (11¢)
91 1-[(4-Fluorobenzyloxy)methyl]-5-ethyl-6-(1- B 106 1-Methoxymethyl-5-ethyl-6-(1-amino-2- B
naphthylthio)uracil (7r) naphthylthio)uracil (12a)
92 1-[(Cyclohexylmethoxy)methyl]-5-isopropyl-6- B 107 1-Ethoxymethyl-5-ethyl-6-(1-amino-2- B
(1-naphthylthio)uracil (7s) naphthylthio)uracil (12b)
93 1-[(3-Fluorobenzyloxy)methyl]-5-isopropyl-6- B 108 1-[(Benzyloxy)methyl]-5-ethyl-6-(1- B
(1-naphthylthio)uracil (7t) acetamino-2-naphthylthio)uracil (13)
04 1-[(4-Fluorobenzyloxy)methyl]-5-isopropyl-6- B 109 1-Methoxymethyl-5-ethyl-6-(1-chloro-2- B

(1-naphthylthio)uracil (7u)

naphthylthio)uracil (15)

“La estructura molecular de estos inhibidores de la transcriptasa inversa se encuentran en la Tabla 2.2 "Referencias tomadas de la literatura: A- Leili; Fen-
ErChen; Erik De Clercq; JanBalzarini; Pannecouque, a. C. Journal of Medicinal Chemistry 2007, Vol.50, 1778-1786; B- Guang-Fu Sun; Xu-Xiang Chen;
Fen-Er Chen; Yue-Ping Wang; Erik De Clercq; Jan Balzarini; and Christophe Pannecouque. Chem. Pharm. Bull., 2005; Vol. 53, 886 to 892; C- Yuan-
ZhenXiong; Fen-Er Chen; Jan Balzarini; Erik De Clercq; Christophe Pannecouque. European Journal of Medicinal Chemistry, 2007, 1 to 7; D- Angelo
Ranise; Andrea Spallarossa; Silvia Schenone; Olga Bruno; Francesco Bondavalli; Laura Vargiu; Tiziana Marceddu; Massimo Mura; PaoloLaColla; and
Alessandra Pani. Journal of Medicinal Chemistry, 2003; Vol. 46, 768 to 781.
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Tabla 2. Estructuras generales de los derivados de 1-[(2-Hydroxyethoxy)methyl]-6-
(phenylthio)thymine (HEPT)

o) HO o)
\in o)
N\ HN Ry
HN S o—, | O HN Ry
s S Qe
° ) N P 0” N s
_/° U Q J
HO N~ ~OH R, ?
1. HEPT 2.DDI R,
*ECs=5.06; *CC5=405  +p(C, = 5.37; *CC5=529 74-96 97-102
o)
HN R, HN
| 0
o)\N s :<N 7 o= 4
J o— s N
(0) O S
Fa oo RO
2 NH al
103-107
108. *ECsy= 8.78; *CCsy= 155.47 109. *EC5=22.66; *CC5=192.9
Ng Rl Rz *ECSO *CCSO Ng R1 Rz *ECSO *CCSO
74 Me Et 0.46 39.6 91  i-Bu c-HexI-CH, 0.092  30.96
75 Me Benzyl 0.18 525 92 i-Bu 3’-Fluorobenzyl = 12.53 171.92
76 Et Me 0.5 3878 | 93  iBu  4-Fluorobenzyl  0.11  32.82
77 Et Et 0.15 38.4 94  i-Bu PhCH,CH, 0.067  30.23
78 Et Benzyl 0.48 3428 | 95  iBu CH,CH,0Ac 2.77 31.4
79  Et 3-Methylbenzyl 0.21 2873 | 96  i-Bu CH,CH,OH 023  77.07
80  i-Pr Me 0.51 38.4 97 Et Me 22.02  210.09
81  i-Pr Et 0.057 33.2 98 Et Et 337 4219
82  i-Pr CH,CH,OCH; 0.65 3558 | 99 Et Benzyl 0.65 154.5
83  i-Pr ¢-Pr-CH, 0.38 3275 | 100  i-Pr Me 469  59.58
84  i-Pr Benzyl 0.063 353 | 101  i-Pr Et 2.65 36.3
85 i-Pr 3’-Methylbenzyl 0.25 29.6 102 i-Pr Benzyl 0.83 187.34
86  Pr Et 1.86 3711 | 103 Me NO, 047  50.13
87 i-Bu Et 0.83 3257 | 104 Et NO, 0.099  43.89
88 i-Bu Benzyl 7.37 36.12 | 105 Benzyl NO, 0.065  34.19
89 Et 3’-Fluorobenzyl 2.96 32.57 106 Me NH, 25.99 180.48
90  Et 4-Fluorobenzyl 0.21 31.47 | 107 Et NH, 7.06  195.23

*Los valores ECs5py CCsp se determinan por los esayos in vitro, en unidad uM
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Tabla 3. Estructura general de serie de analogos de diaryltriazine (DATASs)

S o
oReas! jesntao!
R; NN CN R; N\f'\' CN
R, Rs
4-10 11-25
o ON N
€ ILT L
Y CN
X
DATASs
N R, R, *ECsy *CCs | N© Ry R, R; *ECso *CCso
4 H NHMe 0.186 30.33 11 H H NHMe 0.26 250
5 H NH, 0.107  39.07 | 12 H H NH, 0.09 42.23
6 H n-PrNH 2.7 29.46 13 Br Br NHEt 0.156 74.4
7 Cl NHMe 093 1969 | 14 Br  Br  »n-PrNH 0.256 134.44
8 d NH, 0.062 237 |15 Br H i-PrNH 1.065 41.54
9 a NHEt 0733 2077 | 16 H  Br  NHMe 0.284 193.9
10 CI »-PINH 163 1816 | 17 Br H NHMe 0.0093 143.2
18 Br H NH, 0.0094 133
19 Cl H NHEt 0.114 187.93
20 Br Br NHMe 0.0184 92.83
21 Br Br NH; 0.0195 244
22 Cl H NHMe 0.0118 170.6
23 Cl H NH, 0.028 32.15
24 H Br NH, 0.0808 243
25 Cl H N; 0.06 256.32

*Los valores ECsoy CCs se determinan por los esayos in vitro, en unidad uM
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Tabla 4. Estructuras generales de serie O-sust-N-sust-N-acylthiocarbamates (ATCs)

s
S—NH
NH )\

Br

o J
©/\/\OON

3. Trovirdine

*ECso=0.02; *CCso=60

Compuesto lider

)
)R\ j\ j\ N @R
Arg NNE o )=
Arz 0 )N
26-43 S
44-49
N Ary R Ar, G-CO *ECs *CCs
26 Phenyl H CeH; 2-furoyl 58 111
27 Benzyl H CeHs Trans-cinnamoyl 4.5 40.4
28 Benzyl H CeHs benzoyl 4.2 91
29 Benzyl H CeHs 4-chlorobenzoyl 4 43
30 Benzyl H CeHs 2-furoyl 4.3 102
31 phenoxymethyl H CeHs phenoxyacetyl 6 103
32 phenoxymethyl H CsHs trans-cinnamoyl 7.7 66.6
33 phenoxymethyl H CeH5 benzoyl 8 122
34 phenoxymethyl H CeHs 4-chlorobenzoyl 10.3 133
35 phenoxymethyl H CeHs 2,4-dichlorobenzoyl 11.6 43
36 phenoxymethyl H CeH; 3,5-dichlorobenzoyl 8.8 43
37 phenoxymethyl H CeHs 4-chloro-3-nitrobenzoyl 7.6 80
38 phenoxymethyl H CeHs; 2-furoyl 8.4 82
39 phenoxymethyl H CeH5 2-thenoyl 8.6 125.2
40 phenoxymethyl H 4-F- CeHs benzoyl 4 70.7
41 phenoxymethyl CH; CeHs5 phenoxyacetyl 1.4 122.4
42 phenoxymethyl CHj; C¢Hs 2-furoyl 1.3 51.5
43 phenoxymethyl CHj; 4-NO,-C4Hs; 2-thenoyl 6 63
R Acyl
44 3-Br 2-thenoyl 1.2 53
45 3-NO, 2-thenoyl 0.38 100
46 4-Cl 2-furoyl 0.007 41
47 4-1 2-thenoyl 0.01 18
48 4-NO, 2-furoyl 0.008 18
49 4-NO, 2-thenoyl 0.01 168

*Los valores EC5py CCsp se determinan por los esayos in vitro, en unidad uM
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Tabla 5. Estructuras generales de nueva serie de analogos de S-DABO (S-DABOs)

2-alkoxy-3,4-dihydro-6-benzyl-4(3H)-pyrimidin-4-ones (DABOs)

N2 R, R, R; *ECsy

50 H i-Pr 1-naphthyl 0.66

51 Me cyclopentyl 1-naphthyl 0.8

52 Me propynyl I-naphthyl 2.7

53 Me benzoylmethyl 1-naphthyl 0.09

54 Me chlorobenioylme thyl 1-naphthyl 4.71 148.32
55 Me i-Pr Ph 0.002 10.81
56 Me cyclopentyl Ph 6.34 58.95
57 Me benzoylmethyl Ph 7.28 53.81
58 Me Et 1-naphthyl 1.17 122.35
59 Et cyclopentyl I-naphthyl 0.18 51.88
60 Et propynyl 1-naphthyl 4.85 47.99
61 Et 4-nitrobenzyl 1-naphthyl 1.25 24.52
62 Et i-Pr Ph 0.64 58.02
63 Et 4-nitrobenzyl Ph 1.33 34.19
64 Et 4-nitrobenzyl 2,6-Cl,-Ph 2.22 23.46
65 i-Pr cyclopentyl 1-naphthyl 1.34 7.32
66 i-Pr 4-methoxybenzyl Ph 3.53 26.79
67 H Et 1-naphthyl 37.58 241.61
68 Me i-Pr Ph 2.05 263.19
69 Et Et I-naphthyl 27.84 196.54
70 Et i-Pr 1-naphthyl 6.79 178.92
71 Et allyl 1-naphthyl 16.94 210.37
72 Et cyclopentyl Ph 4.69 60.37
73 i-Pr cyclopentyl 1-naphthyl 10.87 24.69

*Los valores ECspy CCsp se determinan por los esayos in vitro, en unidad uM
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