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ABSTRACT

A novel approach has been used to predict the carcinogenicity activity, non-stochastic
and stochastic atom-based linear indices. Two QSAR models were developed to predict
the carcinogenic and non-carcinogenic activity on a data set of 189 compounds. The
accuracy of these models was 78.31% and 79.37% for non-stochastic and stochastic
model respectively. The predicted power of the models was assessed by the use of two
external prediction sets, the first and second exercises of the National Toxicology
Program. The results achieved with TOMOCOMD-CARDD molecular descriptors were
similar to other previously reported. We can conclude that non-stochastic and stochastic
atom based linear indices could be an interesting tool to predict the carcinogenicity

potential of chemical compounds.




RESUMEN

Se utiliz6 un enfoque computacional conocido como TOMOCOMD-CARDD para
modelar la actividad carcinégena de compuestos quimicos. Especificamente fueron
empleados los indices lineales tanto estocasticos como no estocasticos para modelar el
potencial carcinogénico. Se obtuvieron dos funciones discriminantes para predecir la
actividad carcindgena y no carcinogénica de 189 compuestos. El porcentaje de la buena
clasificacion de dichos modelos fue de 78.31% y 79.37% respectivamente. Los modelos
obtenidos fueron validados haciendo uso de dos series de prediccion externas; las mismas
son el primer y segundo ejercicio del Programa Nacional de Toxicologia de Estados
Unidos. (Nacional Toxicology Program, NTP por sus siglas en inglés), conformados por
43 compuesto del primer ejercicio y 26 compuestos del segundo ejercicio. Nuestros
resultados fueron comparados con otros reportados en la literatura internacional
observandose correspondencia entre nuestros resultados y los obtenidos por otros
métodos. Podemos concluir que los indices lineales estocasticos y no-estocasticos
pueden ser empleados como una herramienta alternativa para predecir el potencial

carcinogénico de compuestos quimicos.
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GLOSARIO DE TERMINOS

2D Bidimensional

3D Tridimensional

ADME Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion
ADN Acido desoxiribonucléico

AIH Absorcion Intestinal en Humanos

ant.: antdbnimo, opuesto

ARN Acido ribonucléico

CoMFA Comparative Molecular field Analysis

cruzada LOO

D’ Distancia de Mahalanobis al cuadrado

DLs, dosis letal media.

ECS50 Concentracion Efectiva 50

F Biodisponibilidad

Fexp Razon de Fisher experimental

IC50 Concentracion Inhibitoria 50

ITs Indices Topologicos

LGO Procedimiento de validacion interna cruzada ‘leave-group-out’

LNO Procedimiento de validacion interna cruzada ‘leave-n-out’

Log (1/EC50) Logaritmo del inverso de la Concentracion Efectiva 50

Log (1/IC90) Logaritmo del inverso de la Concentracion Inhibitoria 50
Log PCaco-2 Logaritmo del coeficiente de permeabilidad intestinal “in vitro” en células
de carcinoma de colon

LOO Procedimiento de validacién interna cruzada ‘leave-one-out’

m. est.: mas estricto

m. gral.: mas general

MAE Error medio absoluto

NEM Nueva Entidad Molecular

g2 Coeficiente de correlacion al cuadrado del procedimiento de validacion

gk(x) k-ésimo Indice cuadratico total de la matriz de adyacencia entre vértices de un




seudografo molecular

QSAR Quantitative Structure Activity Relationships

QSPerR Quantitative Structure Permeability Relationships

QSPR Quantitative Structure Property Relationships

R Coeficiente de correlacion

R’ Coeficiente de determinacion o coeficiente de correlacion al cuadrado
s Desviacion estandar

scv Desviacion estandar del procedimiento de validacion cruzada LOO
SE Serie de entrenamiento

sin.: sindbnimo

SP Serie de prediccion

t. rel.: término relacionado...

Te Temperatura de ebullicion

TOMOCOMD TOpological MOlecular COMputer Design

TOPS MODE TOPological Subestructural Molecular DEsign

VC Validacion cruzada

A Lambda de Wilks

uk k-ésimo momento espectral




INTRODUCCION

El cancer es considerado una de las enfermedades mas importantes a nivel mundial, cada afio
se presentan mas de seis millones de muertes por algin tipo de neoplasia maligna en el &mbito
mundial. Asimismo, se estima que cerca de veinte millones de personas presentaran algun tipo de
cancer cada afio, de las cuales cerca de nueve millones corresponderan a casos incidentes.

Constituye esta la segunda causa de muerte en los paises desarrollados, después de las
enfermedades cardiovasculares, aunque, si se consideran separadamente la enfermedad
cardiovascular y la cardiopatia isquémica, el cancer (incluyendo todas las localizaciones)
ocuparia la primera posicion.

En la actualidad la enfermedad es contraida en muchas ocasiones por la exposicion
de sustancias cancerigenas en horario laboral trayendo consigo la muerte de unas 5.000
personas al afio en Espaia.

La induccion de céancer provocado por la exposicion crénica a sustancias quimicas fue
originalmente descrita por Percival Pott en 1775, quien descubrid la aparicion de céncer de
escroto en algunos limpiadores de chimeneas. EI médico inglés establecié la induccion de
tumores por exposicion a agentes cancerigenos (hollin), propuso la prevencién por medio de la
reduccion a la exposicién y comprobd la sensibilidad individual, ya que no todos los
deshollinadores desarrollaban céncer de escroto. A principios del siglo XX se hicieron
experimentos con animales de laboratorio, los cuales demostraron que el alquitran, que contiene
grandes cantidades de hidrocarburos aromaticos policiclicos, genera tumores. Asimismo se
demostrd que otro grupo de compuestos, las aminas aromaticas, producen cancer de vejiga. Otros
compuestos con gran potencia carcinogénica fueron descubiertos durante los experimentos
realizados para provocar cancer experimentalmente, como ocurri6 con las diferentes nitrosaminas
(Rodriguez, 1995).

El cancer puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido corporal, no

es una enfermedad Unica sino un conjunto de enfermedades que se clasifican en funcién del tejido
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y célula de origen. Existen varios cientos de formas distintas, siendo tres los principales subtipos:
los sarcomas proceden del tejido conectivo como huesos, cartilagos, nervios, vasos sanguineos,
musculos y tejido adiposo. Los carcinomas proceden de tejidos epiteliales como la piel o los
epitelios que tapizan las cavidades y 6rganos corporales, y los tejidos glandulares de la mama y
préstata. En el tercer subtipo se encuentran las leucemias y linfomas que incluyen los canceres de
los tejidos formadores de las células sanguineas. Producen inflamacion de los ganglios linfaticos,
invasion del bazo y médula 6sea, y sobreproduccion de células blancas inmaduras.( Romina,
1997)

La carcinogénesis quimica ha sido el objeto fundamental en el intento de crear modelos
capaces de predecir, debido a que la determinacion experimental, para un solo producto quimico
es aproximadamente de 2 afios en el analisis de roedor, lo que implica mucho tiempo y recursos.
También el aumento de presiones sociales y econdmicas de reducir el uso de las pruebas de
animales y la existencia de bases de datos relativamente grandes aparece como razones
importantes para desarrollar modelos “en silico” en carcinogénesis.

Sin embargo dentro de los principales problemas para la prediccion “in silico” encontramos:
la complejidad biologica del mecanismo bioquimico involucrado en la carcinogenesis quimica
gue debe ser modelado por técnicas estadisticas, 10s descriptores para las estructura y propiedades
guimicas que son inadecuados para predecir la carcinogenicidad, los modelos de relacion de
estructura actividad (SAR) los cuales ignoran la importancia de las variables bioldgicas y la
clasificacién de carcindgenos en roedores los cuales son demasiados imprecisas para sacar
modelos exactos a partir de ellos. La mayoria de los esfuerzos para modelar las relaciones
cuantitativas de estructura actividad (QSAR) se han concentrado en el desarrollo de predecir la

carcinogenicidad en modelos.

Sistema de objetivos

Objetivo general:

Establecer los criterios cientificos que permitan estimar la carcinogénesis con vistas a

establecer un novedoso enfoque para modelar esta actividad en compuestos quimicos.

Objetivos especificos:
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v ldentificar cuales son los métodos (in vitro, in vivo, etc.) que permitan predecir la

actividad carcinogénica de compuesto quimicos.

v' ldentificar las bases teoricas de interés para los debates de la comunidad cientifica

relacionado con la carcinogénesis.

v' Comprobar la interrelaciéon existente entre el efecto carcinogénico y el disefio

experimental preclinico que se le aplica a los compuestos quimicos.

v" Desarrollar modelos de clasificacion para discriminar la actividad carcinogénica de

compuestos quimicos utilizando los indices lineales moleculares.

v Validar la calidad y robustez de los modelos desarrollados

v/ Comparar con otros enfoque previamente descritos en la literatura.
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REVISION BIBLIOGRAFICA:
CARCINOGENESIS

2.1 Conceptos Basicos y Definiciones

Adenocarcinoma. Tumor maligno originado en el epitelio glandular o que forma estructuras de
tipo glandular. t. rel. cAncer, adenoma.

Adenoma. Tumor benigno desarrollado en el epitelio glandular o que forma estructuras de tipo
glandular. t. rel.adenocarcinoma.

Benigno. 1. Enfermedad que no produce efectos nocivos persistentes. 2. Tumor que no invade
otros tejidos (metastasis); aunque hay pérdida del control de crecimiento no se pierde el de situacion. ant.
maligno.

Bioensayo. Procedimiento para evaluar la actividad bioldgica, la presencia o la cantidad de una
sustancia (toxico, toxina, hormona, antibidtico, etc.) mediante la medida de sus efectos sobre un
organismo o cultivo celular en comparacion con una preparacion estandar apropiada. m. gral. ensayo.
Nagel, 1991.

Cancer. Denominacion de las tumoraciones malignas. Los carcinomas se originan en las células
epiteliales; los sarcomas en el tejido conjuntivo. m. est. carcinoma, epitelioma, sarcoma. t. rel.
carcindgeno, carcinogénesis,

carcinogenicidad, neoplasia, tumor.

Carcinogénesis. Proceso de induccion de neoplasias malignas por agentes fisicos, quimicos o
biologicos. t. rel. carcindgeno, cancerigeno.( WHO, 1989a)

Carcinogenicidad. Capacidad para inducir cancer; segun la evidencia que sobre ello se tenga de
cada agente (sin atender a la potencia) se distingue:

1. Evidencia suficiente. Se ha establecido relacion de causalidad con confianza razonable entre la
exposicion al agente y la aparicion de cancer en humanos o en animales. 2. Evidencia limitada. Se ha
observado asociacion positiva entre exposicion y cancer, pero la evidencia no es suficiente por no poder
descartarse con suficiente seguridad la participacion de casualidad, sesgo o de factores que induzcan a

confusion. 3. Evidencia inadecuada. Los estudios disponibles son de insuficiente calidad, consistencia o
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Revision Bibliogréafica 5

de escasa representatividad estadistica para permitir una conclusion acerca de la existencia o ausencia de
una relacion de causalidad. 4. Falta de evidencia. Se dispone de estudios adecuados, que abarcan el rango
de dosis a los que los seres humanos pueden estar expuestos y que se confirman mutuamente, que no
demuestran la existencia de la induccion de cancer a ningun nivel de exposicion. La designacion de «falta
de carcinogenicidad» estd inevitablemente limitada a los tipos de cancer, dosis, tiempo de exposicion y
demas circunstancias consideradas en los estudios. Ademas, nunca puede excluirse la posibilidad de algun
riesgo a los niveles de exposicion estudiados. 5. Evaluacion global. A partir de todos los datos
disponibles, cada agente se clasifica mediante un criterio cientifico que tiene en cuenta la evidencia
obtenida en los estudios sobre humanos y en la experimentacion animal y cualquier otro dato relevante,
en: Grupo 1. El agente es carcindgeno en humanos; se utiliza esta calificacion s6lo cuando existe
evidencia de ello. Grupo 2. Cuando la evidencia de carcinogénesis en humanos es casi suficiente, pero no
hay suficiente evidencia experimental, atendiendo a los datos epidemioldgicos experimentales y cualquier
otro relevante, se distingue: Grupo 2A: Agente probablemente carcindgeno en humanos; existe limitada
evidencia sobre humanos pero suficiente con animales. Grupo 2B: Agente posiblemente carcindgeno; la
evidencia en humanos es limitada y tampoco hay suficiente evidencia con animales de experimentacion.
Grupo 3. El agente no es clasificable como carcindégeno para humanos, y no puede incluirse en otro
grupo. Grupo 4. El agente probablemente no es carcinégeno en humanos; la evidencia disponible, tanto de
humanos como de experimentacion animal asi lo sugiere ( IARC, 1987 )

Carcindgeno. Agente fisico, quimico o biolégico capaz de incrementar la incidencia de
neoplasias malignas. sin. Cancerigeno (IARC, 1987 )

Carcinoma. Tumor maligno de células epiteliales. sin. epitelioma. t. rel. sarcoma.

Cocarcindgeno. Factor fisico, quimico o bioldgico que intensifica el efecto de un carcindgeno.

Dosis toxica. Proporcion de una sustancia que produce intoxicacion sin que llegue a ser letal.

Ensayo de carcinogenicidad. Estudio a largo plazo (cronico) disefiado para cualquier posible
efecto carcindgeno de una sustancia.

Ensayo de toxicidad. Estudio experimental de los efectos adversos de una sustancia sobre un
organismo vivo, durante un tiempo determinado y condiciones definidas. t. rel. ensayos de toxicidad
aguda, ensayos de toxicidad cronica, ensayos de carcinogenicidad.

Ensayo de toxicidad aguda. Estudio experimental para determinar los efectos adversos que
pueden aparecer en un corto tiempo (usualmente dos semanas) después de una dosis Unica de una
sustancia, o de varias dosis administradas en 24 h. t. rel. ensayo limite, dosis letal media (DL50).

Ensayo de toxicidad cronica. Estudio en el cual se observan organismos a lo largo de una gran
parte de su vida, durante y después de la exposicion a la sustancia que se ensaya. sin. ensayo a largo

plazo. ant. ensayo de toxicidad aguda ( WHO, 1978a)
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Epigenesis, epigenético. Cambios en un organismo a causa de alteraciones en la expresion de la
informacion genética, sin alteracion del genoma; se afecta el fenotipo pero no el genotipo. t. rel.
mutacion, fenotipo, tumor.

Epitelioma. Tumor originado en el epitelio. m. est. carcinoma.

Genotoxicidad. Capacidad para causar dafio al material genético; el dafio puede ser de tipo
mutageno o carcindgeno.

In vitro. Literalmente, en vidrio. Estudio de laboratorio realizado sobre células, tejidos u 6rganos
aislados o con sistemas subcelulares o bioquimicos (enzimas). ant. in vivo.

In vivo. Estudio realizado sobre individuo vivo. ant. in vitro

Maligno. 1. Tendencia a empeorar progresivamente hasta la muerte, si no se trata. 2. En relacion
con el cancer, células que crecen de forma incontrolada y con tendencia a invadir y destruir otros tejidos.
t. rel. cancer, metastasis, tumor, hipertermia. ant. benigno.

Metéastasis. 1. Movimiento de bacterias u otras células, especialmente las cancerosas, de una
parte del cuerpo a otra, dando lugar a modificacion en la localizacion espacial de una enfermedad o de sus
sintomas. 2. Crecimiento de microorganismos patdégenos o de células anormales lejos de su lugar de
origen en el cuerpo.

Mutacion. Cualquier cambio heredable, relativamente estable, del material genético que puede
ser una transformacion quimica de un gen individual (mutacidén génica o puntual) que altera su funcioén, o
un reordenamiento, ganancia o pérdida de un cromosoma, visible al microscopio (mutacion
cromosomica). Las mutaciones pueden ocurrir en células germinales y transmitirse a la descendencia o en
células somaticas y pasar de una célula a otra al dividirse éstas. t. rel. cromosoma, gen, clastogénesis,
genotoxicidad.

Mutagenicidad. Capacidad de un agente biologico, quimico o fisico para inducir cambios
heredables (mutaciones).

Mutageno. Cualquier sustancia que puede inducir cambios heredables (mutaciones) en el
genotipo de una célula como consecuencia de alteraciones o de pérdida de genes o de cromosomas o de
parte de los mismos.

Oncogen. Gen que puede causar transformacion neoplasica de las células: los oncogenes son
genes con ligeros cambios respecto a genes normales llamados proto-oncogenes.

Oncogeénesis. Produccion de tumores.

Procarcindgeno. Sustancia que ha de ser metabolizada para inducir tumores malignos.

Sarcoma. Tumor maligno que crece en el tejido conectivo y compuesto primariamente de células

anaplasicas que simulan tejido de sostén.
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Seguridad quimica. Garantia practica de que los organismos no estan expuestos a cantidades
toxicas de sustancias quimicas; esto implica conseguir un riesgo aceptablemente bajo de exposicion a
sustancias potencialmente toxicas ( Duffus, 1986 )

Toxicidad. Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacion con la cantidad o
dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracion y su distribucion en el tiempo (dosis
unica o repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo necesario para producir éste, la naturaleza del
organismo afectado y otras condiciones intervinientes.

Toxicidad aguda. Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos dentro de un corto
plazo de tiempo (usualmente hasta 14 d) después de la administracion de una dosis unica (o una
exposicion dada) o tras dosis o exposiciones multiples en 24 h. t. rel. efecto agudo. ant. toxicidad
cronica.

Toxicidad crénica. Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos consecuentes a
una exposicion prolongada; éstos pueden aparecer durante o después de interrumpida la exposicion. t. rel.
ensayo de toxicidad cronica. ant. toxicidad aguda ( IRIS, 1986 )

Toxicidad subcronica. 1. Efectos adversos ocasionados por administracion o exposicion repetida
de una sustancia durante un corto periodo de tiempo, usualmente el 10% de la vida (al menos 90 dias en
animales). 2. Capacidad para producir efectos adversos tras exposicion subcronica. t. rel. ensayos de
toxicidad subcronica.

Toxicidad subcronica, ensayo de. Experimentacion animal para estudiar los efectos producidos
por una sustancia cuando se administra repetida o continuamente durante 90 dias ( WHO, 1979 )

Toxico. Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso para la salud.
Todos los agentes fisicos y quimicos son tdxicos potenciales, ya que su accion depende de la dosis y de
las circunstancias individuales y ambientales ( Repetto, 1988 )

Toxicologia. 1. Disciplina cientifica dedicada al estudio del peligro actual o potencial presentado
por los efectos nocivos de las sustancias quimicas sobre los organismos vivos y ecosistemas, de las
relaciones de tales efectos nocivos con la exposicion, y de los mecanismos de accidon, diagnostico,
prevencion y tratamiento de las intoxicaciones. 2. Ciencia que estudia las sustancias quimicas y los
agentes fisicos en cuanto que son capaces de producir alteraciones patoldgicas a los seres vivos, a la par
que estudia los mecanismos de produccion de tales alteraciones y los medios para contrarrestarlas, asi
como los procedimientos para detectar, identificar y determinar tales agentes y valorar su grado de
toxicidad ( Repetto, 1987 )

Transgénico. Animal portador de un gen que fue introducido por microinyeccion de ADN en el

nucleo del huevo fertilizado.
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Tumor. 1. Inflamacién (bulto) o crecimiento anormal de un tejido, ya sea benigno o maligno. 2.
Crecimiento anormal, en velocidad y estructura a partir del tejido normal, sin utilidad fisioldgica. sin.
neoplasia.

Xenobidtico. En sentido estricto, cualquier sustancia que interactia con un organismo y que no es

uno de sus componentes naturales. sin. sustancia exdgena, sustancia extrafia.(Repetto y Sans, 1995)

2.2 El Cancer, Origen de la Enfermedad

El vocablo cancer viene del griego y significa cangrejo. El médico griego Galeno lo describia
como "un tumor que se extiende por los lados mediante unas prolongaciones anormales que invaden los
tejidos adyacentes. Esto se parece a las patas de un cangrejo...". Durante siglos se siguid la doctrina de

Hipdcrates con respecto a esta dolencia: "el tratamiento mata a estos enfermos".

El céncer, que puede originarse a partir de cualquier tipo de célula en cualquier tejido corporal, no
es una enfermedad Unica sino un conjunto de al menos 100 enfermedades distintas aunque relacionadas, a

menudo con causas diferentes.

Se origina cuando las células normales se transforman en cancerigenas, es decir, adquieren la
capacidad de multiplicarse descontroladamente e invadir tejidos y otros organos. Este proceso se

denomina carcinogénesis.
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Figura 1. Crecimiento de las células carcinogénicas
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La carcinogénesis dura afios y pasa por diferentes fases. Las sustancias responsables de producir
esta transformacion se llaman agentes carcindgenos. Un ejemplo de ellos son las radiaciones ultravioleta
del sol, el asbesto o el virus del papiloma humano. (Schneider BL y Kulezz-Martin, 2004;_Hunter y col,
1997; Nurse y Bissett, 1981)

2.2.1 Posibles causas

Los hébitos de vida son fundamentales a la hora de desarrollar determinadas enfermedades como
la obesidad, las enfermedades las enfermedades cardiacas y el cancer. El 75-80% de los canceres se deben
a la accion de agentes externos que actiian sobre el organismo, causando alteraciones en las células. Por el
hecho de ser externos, son modificables. En el otro 20-25% de los casos, no se conocen con exactitud los
mecanismos por los que se produce y desarrolla el cancer. Se piensa que puede ser debido a mutaciones
espontaneas de los genes o por la accion de algiin factor externo que atin no se ha identificado.

Actualmente es uno de los principales temas de investigacion.

Para que el cancer se origine debe producirse de cuatro a seis mutaciones o alteraciones genéticas
celulares, por lo que todo apunta a que los factores de riesgo deben estar en contacto con el organismo
durante un considerable periodo de tiempo (afios). Esto también explicaria que el riesgo de padecimiento

de un cancer aumente con los anos.

A los agentes externos se les denomina factores de riesgo o agentes carcindgenos. Son las
sustancias, que en contacto con un organismo son capaces de generar en ¢l enfermedades cancerosas. Su

naturaleza es variada, habiéndose encontrado factores fisicos, quimicos y biologicos.

La mayoria de los carcindgenos quimicos estan relacionados con actividades industriales, por lo
que gran parte de los canceres producidos por ellos, se dan en los paises desarrollados. De los 7 millones
de compuestos quimicos conocidos, en unos 2000 se ha descrito algtn tipo de actividad carcinogénica y
muy pocos estan en contacto directa o indirectamente con el ser humano. Ademas, independientemente de
su composicion, la capacidad de que una sustancia produzca cancer va a depender de la cantidad de dosis
recibida y del tiempo de exposicion a la sustancia. El amianto, arsénico, benceno, cadmio, mercurio,
niquel, plomo, hidrocarburos clorados, naftilamina, son algunos de los agentes con actividad

carcinogénica mas usuales.

Entre los agentes fisicos destacan las radiaciones ionizantes (Rayos X), las radiaciones no
ionizantes (rayos ultravioleta del sol), y las radiaciones que emite la propia corteza terrestre (radon) . Otra
fuente de agentes fisicos cancerigenos es la provocada por accidentes nucleares como es el caso de las

fugas producidas en centrales nucleares.
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En los tultimos, afos los agentes bioldgicos estan tomando cada vez mas protagonismo en la
carcinogénesis humana. Hoy dia sabemos que el 18% de los canceres son atribuibles a infecciones
persistentes provocadas por virus, bacterias o parasitos, entre los que destacan el virus del papiloma
humano (cancer de cuello uterino), el virus de la hepatitis B (cancer de higado), el helicobacter pylori

(cancer de estomago).
2.2.2 Apreciacién Microscdpica de las Células Cancerosas

Bajo el microscopio el tejido canceroso se caracteriza por su distintiva apariencia, apreciandose
en la figura 2. Entre las caracteristicas que se deben buscar estan: un gran nimero de células de forma
irregular, dividiéndose, la variacion en el tamafio y la forma nuclear, la variacion en el tamafo y la forma
de la célula, la pérdida de las caracteristicas especializadas de la célula, la pérdida de la organizacion

normal del tejido y un limite externo mal definido del tumor.

Normal Cancer
D G pﬁ"ﬁﬁé Grandes cantidades de células
slslets kit «* =4a] de forma irregular dividiéndose
MNiacleos grandes de forma variable

Volumen citoplasmatico pequenio
en relacion a los nacleos

Variacion en el tamafo y forma de
las células

Pérdida de las caracteristicas de
células especializadas normales

Arreglo desorganizado de células

Limites del tumor deficientemente
definidos

Figura 2. Apariencia microscopica de las células cancerosas
2.3 La Carcinogénesis como Proceso.

En la dieta diaria se ingieren diferentes toxicos y mutagenos, los organismos han desarrollado un
sistema de adaptacion relacionado a su capacidad individual de detoxificacion;

Cabe sefialar que existen dos mecanismos por los cuales los genes pueden alterarse:

a) GENETICO donde se producen alteraciones estructurales del genoma por cambios en la

disposicion de los propios genes o de sus bases, como son las mutaciones, translocaciones o deleciones
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b) EPIGENETICO en acciones moleculares por alteraciones de las enzimas o de los sustratos de
las mismas, tal el caso de la metilacion de las bases. (Laird, 1997) Este mecanismo generalmente
compromete simultaneamente los dos alelos y la hipometilacion conduce a la mayor expresion de los
genes, por lo tanto, una mayor cantidad de la enzima metiltransferasa que inhibe la metilacion, puede

conducir a la mayor expresion de oncogenes. Esta enzima se encuentra elevada en los tejidos tumorales.
2.3.1 Mecanismos moleculares en el desarrollo de la carcinogénesis.

2.3.1.1 Mecanismos Moleculares de Defenza

La célula expuesta a tantos factores que pueden dafiar el genoma, cuenta sin embargo con
mecanismos de defensa, de los cuales depende la normal replicacion celular. Ya hemos mencionado
algunos de ellos pero consideramos de interés insistir sobre los mismos:

. . La apoptosis, o muerte celular programada.

. . Las proteinas anticiclinas que “enlentecen” el ciclo celular y dan tiempo a actuar a los
mecanismos reparadores del genoma.

. Las proteinas del complejo NER (nucleotide-excision-repair) también denominadas
MMR (mismatch repair genes) que localizan los sectores dafiados, devanan la hélice, excluyen el
segmento de ADN afectado e incorporan las secuencias correctas.

. . El acortamiento fisiologico de los telomeros. Los telomeros, son secuencias del genoma
que se encuentran en los extremos de los cromosomas y no se ha constatado hasta ahora, que codifiquen
sefiales de proliferacion. Impiden la pérdida y alteracién espontdnea de las secuencias de ADN y al
mismo tiempo son marcadores del envejecimiento celular, puesto que se van acortando con cada division
y llega un punto que ellos mismos inducen el “suicidio” de la célula. Cuando los telémeros son
“repuestos” por accion de una telomerasa, no llega ese final conveniente para el porvenir del “clon”, de
ahi, que la presencia de telomerasas, constituya un signo desfavorable. Las telomerasas se sobreexpresan
en los tejidos neoplasicos. Sin embargo, esta enzima puede estar aumentada también en células normales
que requieren reproduccion activa util, como son las germinales y algunas hematopoyéticas.(Robbins y

col, 1995; Romero y col, 1993; Rosemberg y col,1990; Rosemberg, 1990; Sidransky, 1996)

3.1.1.2 Etapas de la Carcinogénesis
Cuando el clinico se encuentra ante un tumor, no observa mas que un pequefio momento de la
vida del proceso canceroso, el denominado periodo clinico. Este periodo, a su vez, puede ser subdividido

en dos fases, una fase local, en la que el tumor se encuentra todavia localizado en las estructuras primarias
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afectadas, y una fase de generalizacion, en la que en ocasiones se produce la diseminacion del tumor
(aparicion de metastasis), configurando lo que hemos venido a denominar "enfermedad cancerosa".

Sea con una sola o con las dos subfases, este periodo puede ser asimilado a lo que representa la
parte visible de un iceberg, que mantiene fuera de nuestra vista el periodo mas largo, el que va desde la
actuacion de la causa hasta la emergencia clinica y que encierra el periodo precanceroso (iniciacion,
promocion y una parte mas o menos importante de la progresion) (Figura 3).

La primera etapa del proceso de la carcinogénesis, absolutamente preclinica y en una primera
etapa alin no cancerosa (precancerosa) consta de tres etapas principales:

* Iniciacion:

Ocurre a nivel del genoma y las alteraciones pueden darse en los tumores benignos y malignos al
igual que la segunda etapa, pero la tercera, o sea la de progresion, es exclusiva de la transformacion
maligna.

Los agentes que actian en la primer etapa pueden ser: FISICOS - QUIMICOS o VIRALES.

Los carcinogenos fisicos estan constituidos por las radiaciones que dafian, ionizando las bases,
deprimen el gen de la proteina p53, pueden estimular citoquinas como la IL 1 y 6, que actian como
verdaderos factores de crecimiento, facilitan la formacion de radicales libres y pueden lesionar el gen que
codifica para el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) el cual se encuentra en el Cr 6.

Las fuentes radiantes pueden surgir de la metodologia diagndstica o terapéutica como asi también
por exposicion a los rayos solares en forma persistente o por emanaciones de radon de los suelos. (Leon,
J. y col, 1988)

Los carcindgenos quimicos tienen como blanco preferencial al nitrégeno de la guanina
(alquilantes, aminas aromaticas, nitrosaminas y grasas poliinsaturadas) produciendo mutaciones
irreversibles.

La aflatoxina (aislada de alimentos contaminados con un tipo de hongo) se considera oncogénica
para la célula hepatica. Se atribuyen afectos genotdxicos a los compuestos policlorados contenidos en
insecticidas y plaguicidas, asi como también productos de la manufactura de materiales eléctricos y
plasticos formando parte de los contaminantes ambientales, que llegan a los seres vivos a través del aire,
del agua y de los alimentos. (Leon, J. y col, 1988)

Los carcindgenos virales acttan introduciendo sus propias oncoproteinas al genoma de la célula
afectada con lo que la misma cambiara su codigo normal, por el que le imponen los oncogenes virales.
Tal es el caso del papiloma virus humano, del Epstein Bar y de las hepatitis By C.

Los oncogenes virales se ubican generalmente en las proximidades de proto-oncogenes o de
oncogenes supresores, activando a los primeros y desactivando a los segundos. (Gallo y col, 1977; Green
y col, 1977; LA y col, 1996; Teramoto y col, 1996)
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Figura 3. Representacion esquematica de la evolucion espontanea de un cancer estandar

* Promocion:

Representa la etapa de crecimiento tisular con la formacion del tumor. Participan: los factores de
crecimiento y los receptores a los factores de crecimiento, como asi también la angiogénesis y
degradacion de las matrices extracelulares.

Los factores de crecimiento (FC), son péptidos producidos por las mismas células o por las
vecinas y actuan como facilitadores de la mitosis incorporando en fase S, a algunas células que se
encuentran en fase GO o G1 prolongada.(Colville y col, 1997; Halachmi y col, 1994; Khan y co0l,1994 )

Los FC se sintetizan en una célula y luego migran al espacio intercelular, ejerciendo sus acciones
sobre las células vecinas. (Liotta y col, 1988; Maciag, 1990; Masakazu y col, 1996 ) Los primeros FC
descubiertos fueron el de crecimiento neuronal (NGF) y el epidérmico (EGF), a los que se sumaron
muchos mas, entre ellos el derivado de plaquetas (PDGF), el de hepatocitos (HGF), el de crecimiento de
fibroblastos (FGF) el estimulante de crecimiento de colonias, el simil insulina (IGF-1).

Algunas hormonas ejercen acciones similares a estos factores peptidicos una vez que fueron
captadas por los receptores de membrana o intracitoplasmaticos. Es reconocido el efecto proliferativo de
los estrogenos sobre los epitelios mamarios y del tracto genital; las gonadotropinas hipofisarias, estimulan
especialmente al epitelio ovarico; la prolactina ejerce su accion en el ambito de la mama y también del
ovario; la insulina de origen pancreatico y el factor simil insulina, de origen hepatico, son verdaderos

factores de crecimiento. (Halachmi y col, 1994; Khan y col, 1994)
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Merece un comentario aparte la accion de los estrdégenos, tan vinculados a canceres
hormonodependientes y su uso como terapia hormonal de reemplazo, a originando controversias al
respecto.

a) estimulan algunos proto-oncogenes como el FOS

b) estimulan la accion de otros factores de crecimiento (FC) y los receptores para FC.

¢) Facilitan la sintesis y liberacion de prolactina

d) Estimulan la sintesis de receptores de PG

e) Aumentan el AMP ciclico que participa en la transduccion de sefiales activando la replicacion
celular.

f) Eleva los niveles de ciclicas (especialmente la E) posiblemente por mecanismos indirectos.(via
estimulacion de proto-oncogenes por el AMPc responsive elements)

Los receptores de membrana, son compuestos gluco-proteicos, que se unen a los factores de
crecimiento y transmiten los mensajes proliferativos por intermedio de sus conexiones transmembrana.
Algunas veces, la sobré expresion de éstos receptores los hace autoinducibles es decir, que se encuentran
en accion permanente aun en ausencia del factor de crecimiento.

Algunas citocinas, que son productos de distintos tipos de células, pueden ejercer efectos
modulatorios o inhibitorios de la proliferacion; tal es el caso del factor TGF beta, del interferén y del

TNF o factor de necrosis tumoral que antagonizan a los factores de crecimiento.

+ Progresion:

Implica la capacidad de invadir tejidos vecinos o a distancia, por parte de la célula tumoral
maligna. Esa capacidad estd codificada también en los genes de la misma con modificaciones
estructurales y funcionales. (Robbins y col, 1995)

Las células normales, se encuentran “ancladas” en un habitat que le es propio. El contacto con las
células vecinas controla su propia division celular y existen moléculas de adhesion que las mantienen
proximas y permiten la transmision de sefiales de una a otra; las células normales son incapaces de
atravesar la membrana basal que las separa del tejido conjuntivo sub-basal de donde obtiene los
materiales que la nutren; tampoco tienen capacidad de introducirse a los capilares sanguineos o linfaticos,
aunque los linfocitos, hacen excepcion a esta particularidad.

En algunas ocasiones tras estas primeras etapas en el proceso carcinogénico es posible objetivar
lesiones tisulares (evidenciables microscopicamente) denominadas precancerosas (situaciones patologicas
que, de manera estadisticamente significativa, preceden o favorecen la aparicion de procesos tumorales).
(Dominguez, 2004)

Un resumen mas comprensible se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Resumen del proceso canceroso

2.4 Tipos de Carcindgenos

Algunos compuestos quimicos de accion carcinogénica son genotoxicos, es decir, actiian a través
de su interaccion con los acidos nucleicos. Otros carcindgenos presentan mecanismos de accién no
genéticos, u epigenéticos, entre los que son bien conocidos los efectos de plasticos implantados en el
organismo, del asbesto que destruye a los lisosomas, y de los medicamentos inmunosupresores como la

azatropina, que actiian como promotores (Figura 5).

Carcinogénesis

Compuestos Compuestos
genotéxicos no genotdxicos

N

Enddgenos. Exoégenos.

Figura 5. Carcindgenos quimicos.
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2.4.1 Carcin6genos genotoxicos:

Algunos agentes carcindgenos, en especial los agentes iniciadores y progresores se caracterizan
por su capacidad de alterar la estructura del ADN y/o de los cromosomas. Estos efectos genotdxicos
inducen directamente la aparicion de células neoplasicas (transformadas o malignas). Tales efectos
genotdxicos podriamos sumarizarlos en mutaciones, formacion de aductos y aberraciones cromosomicas.
Sin embargo, en la mayor parte de los casos, la accidn carcindgena de estos agentes consiste en un
aumento del potencial oxidativo de las células lo cual resulta en modificaciones en el ADN (oxidacion del
ADN) o formacion de uniones covalentes de los agentes o sus metabolitos a las cadenas de ADN
(aductos). En la accion de este tipo de sustancias juega un papel fundamental el metabolismo celular, a
través del cual se produce la biotransformacion de sustancias en principio inocuas a compuestos
(generalmente reactivos) que presentan capacidad genotoxica y que son llamados (carcindgenos finales).

En todo caso, la accion de un agente carcinogénico debe acompafiarse, para que ésta sea efectiva,

de un disbalance en los mecanismos de reparacion de ADN.

2.4.1.1 Carcinogenos Enddgenos

Los mecanismos implicados en la carcinogénesis endogena son: oxidacion por especies reactivas
del oxigeno, reduccién con antioxidantes, reaccion con radicales libres e inhibicion en la reparacion de la
oxidacion del ADN. Los carcinogenos enddgenos son especies reactivas del oxigeno. Las mas
importantes son los radicales hidroxilo (OH-) y el oxigeno singlete (O,), destacando también el anion
superoxido (0O,), peroxido de hidrogeno (H,0,), especies peroxiladas (RO-2) y especies alkoxiladas
(RO-). Las especies reactivas del oxigeno se producen a partir de las reacciones celulares como la
respiracion celular (transporte electronico mitocondrial), procesos de sintesis y degradacion del
metabolismo (metabolismo del acido araquidonico, $-oxidacion de los acidos grasos de alto peso
molecular, oxidacion de aminodcidos, sintesis del acido ascoérbico, oxidacion de poliaminas, c
esteroidogénesis, oxidaciéon de purinas), biotransformacion de xenobioticos (transporte electronico
microsomal, oxidacion peroxidativa, funciones de las oxidasas) y activacion de células fagociticas
(leucocitos periféricos, macrofagos, células de Kupffer del higado y células claras del pulmoén).

La oxidacion endégena del ADN puede ser nuclear o mitocondrial. La oxidacion del ADN
mitocondrial es mucho mas elevada debido a una mayor produccion del anion superoxido durante la
respiracion mitocondrial. La mayor parte de los metabolitos responsables de la oxidacion del ADN celular
son el anidon superdxido, el peroxido de hidrogeno y sus derivados. Las células poseen mecanismos
eficaces de proteccion como la glutation peroxidasa y la superoxido dismutasa, las cuales inactivan estos
compuestos o antioxidantes especificos (metabolitos hidrofobicos como el a-tocoferol e hidrofilicos como

el ascorbato, ciertas proteinas, etc) los cuales disminuyen la cantidad de bases oxidadas del ADN.
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También se pueden encontrar productos de gran actividad antioxidante en los vegetales y frutas. Sin

embargo, no todos los productos antioxidantes producen efectos beneficiosos.

2.4.1.2 Carcin6genos Exdgenos.

Los carcindégenos exdgenos son aquellos que incrementan la oxidacion del ADN como, por
ejemplo, agentes de proliferacion de peroxisomas, benceno, arsénico, estradiol, nitrosaminas, bromuro de
potasio, radiaciones ultravioletas (UVA y UVB) e ionizantes (rayos X). Muchas sustancias inorgéanicas,
particularmente hierro, cromo, cobalto (II) y sales de niquel en presencia de H,O, producen la oxidacion
de las bases del ADN. Por otro lado, la exposicion a la polucion de los ambientes urbanos produce
también altos niveles de ADN oxidado. La exposicion a altos niveles de agentes contaminantes como el
ozono, materia particulada, aldehidos, metales y 6xidos de nitrogeno incrementan también los niveles de
8-0x0-dG. La luz UVB (290-320 nm) produce mutaciones en el ADN y como consecuencia tumores de
piel. La luz UVA (320-400 nm) es menos carcinégena y produce mayormente oxidacion del ADN
mediante la activacion fotodinamica de especies reactivas del oxigeno. Hay compuestos quimicos que
pueden ser afectados por la radiacion UV y producir la oxidacion del ADN, principalmente mediante la
generacion de especies reactivas del oxigeno. Por ejemplo, el azul de metileno produce oxigeno singlete
en presencia de UV. El oxigeno singlete formado reacciona con residuos de guanina produciéndose 8-

o0x0-dG. Otro ejemplo son ciertos antibioticos (tetraciclina, fluoroquinolonas) con capacidad fototoxica.

2.4.2 Carcin6genos no genotoxicos o epigenéticos.

Son aquellos compuestos quimicos que actiian por mecanismos que no incluyen la modificacion
directa del ADN, dando lugar finalmente a células genéticamente inestables (tumor). Estos agentes parece
ser que modulan el crecimiento y la muerte celular. En general, estos compuestos actiian modificando la
fisiologia normal de 6rganos y sistemas especificos produciéndose una sobreestimulacién persistente
cuyo resultado es una replicacion celular intensificada (alteracion del ciclo celular con efecto mitogénico).
Esto puede dar lugar a un incremento de mutaciones espontaneas y de las probabilidades de alterar el
ADN, tanto por factores enddgenos como exdgenos antes de que haya posibilidad de reparacion.
Normalmente se trata de compuestos exdgenos, aunque en determinadas circunstancias compuestos
endogenos (hormonas) podrian considerarse como carcindgenos epigenéticos. La accion carcindgena de
los compuestos puede tener diferentes mecanismos pero todos ellos comparten las siguientes

caracteristicas principales:

v Especificidad:
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Los compuestos epigenéticos, al contrario que los genotoxicos, pueden ser mas especificos en su
capacidad de inducir carcinogénesis ya que frecuentemente inducen la formacién de tumores en una
especie animal, un sexo determinado y en la mayor parte de los casos en uno o varios Organos
determinados dentro de una especie. Esta especificidad puede ser explicada por diferencias fisiologicas,
metabolicas y de sensibilidad inter-especies.

v Existencia de un umbral en el desarrollo del tumor:

En la mayoria de los casos el efecto carcindogeno se produce solamente cuando se administran
altas dosis de los compuestos por lo que la carcinogénesis no aparecera hasta que se alcance un
determinado umbral. Seglin estos datos, se pueden construir curvas de dosis-respuesta para correlacionar
qué dosis son perjudiciales. El analisis de estas curvas dosis-respuesta son de especial utilidad para
determinar a qué niveles de un compuesto determinado no se produce efecto adverso y cuales constituyen
factores de riesgo para el desarrollo del tumor en humanos.

v Reversibilidad:

Los carcinogenos epigenéticos actian generalmente como promotores del tumor cuando son
administrados continua y prolongadamente. Los efectos producidos pueden revertir parcialmente cuando
se interrumpe la administracion del compuesto.

v Citotoxicidad:

Los agentes epigenéticos son citotoxicos, produciendo un perjuicio cronico en las células que
resulta en un aumento en la proliferacion celular. Este incremento en la proliferacion celular puede ser
responsable del desarrollo neoplasico, ya que el ADN es cada vez més sensible a mutaciones a lo largo de
sucesivas divisiones celulares. Por otro lado, la modificacion producida en el ADN ya sea de forma
endogena o exdgena tiene posibilidades muy altas de convertirse en mutaciones heredables puesto que las
posibilidades de reparacion disminuyen.

En general, los agentes epigenéticos se pueden considerar como promotores en la expansion de
células espontaneamente iniciadas. Algunos de estos agentes quimicos son el benceno, cloroformo,
tricloroetileno, furfural, metapirileno, lindano y bifenilos policlorinados. Un ejemplo clasico de
carcinogénesis epigenética es la aparicion de hepatomas o hepatocarcinomas inducidos en modelos.
(Dominguez, 2004)

2.4.3 Clasificacion de los carcindgenos

La evidencia mas relevante para asegurar que cualquier sustancia quimica supone un riesgo de
carcinogenicidad para el hombre deriva de los estudios epidemioldgicos realizados en la especie humana,
pero la asuncion de riesgos que supondria el uso indiscriminado de nuevas sustancias quimicas sin unos
previos estudios del potencial carcinogénico de esas sustancias no podria ser socialmente aceptable. A

pesar de los importantes avances en el desarrollo de pruebas para detectar precozmente la actividad
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carcinogénica, sin necesidad de tener que recurrir al concurso de seres vivos complejos, que exigen
estudios largos, pesados y muy costosos, una parte importante de los estudios debe realizarse todavia en
animales porque, tal como sefiala la Organizacion Mundial de la Salud, la unica prueba definitiva de
actividad carcinogénica contintia siendo el desarrollo de un tumor histologicamente evidenciable en un
animal. De todos modos, no se puede afirmar con precision absoluta que una sustancia que ha sido
comprobada como carcinogénica en animales lo vaya a ser también en los humanos; sin embargo, en la
mayoria de los casos, los carcindgenos comprobados en los humanos también lo son al menos en una

especie animal y, a menudo, en varias.

Tabla 2. Clasificacion de las sustancias quimicas cancerigenas (IARC)

Grupo Descripcion Referencia a la carcinogenicidad en los animales
La sustancia es cancerigena . . ] o
Aunque no existan pruebas suficientes de carcinogenicidad en humanos,
para el hombre (o las _ o . o
» . excepcionalmente se puede incluir en esta categoria a una sustandia si las
1 rondiciones de |a exposician . . ] o
N pruebas son suficientes en animales y los mecanismos implicados son
conllevan exposiciones o
. significativos para el hombre
cancerigenas para el hombre)
La sustancia es posiblemente Cuando existen pruebas limitadas de carcinogenicidad en humanos y
cancerigena para el hombre (o pruebas suficientes en experimentacion animal
A las condiciones de |z exposicion | En algunos casos, se pueden incluir sustancias de las que existen pruebas
conllevan exposiciones inadecuadas de carcinogenicidad en humanos y pruebas suficientes en
posiblemente cancerigenas para | animales (siempre que haya evidencias claras de que en la patogenia estan
el hombre) implicades mecanismos significativos para el hombre)
Cuando existen pruebas limitadas de carcinogenicidad en humanos y
La sustancia es posiblemente pruebas insuficientes en experimentacicn animal
cancerigena para el hombre (o En algunos casos, se pueden incluir sustancias de las que existen pruebas
5B las condiciones de |z exposicion | inadecuadas de carcinogenicidad en humanos y pruebas suficientes en
conllevan exposiciones animales.
posiblemente cancerigenas para | Ocasionalmente, si existen pruebas inadecuadas de carcinogenicidad en
el hambre) humanos, pruebas limitadas en animales y otros datos significativos que lo
apoyen.
) Cuando existen pruebas inadecuadas de carcinogenicidad en humanos y
Los datos no permiten que la _ N _ L
. . pruebas inadecuadas o limitadas en experimentacidn animal
sustancia pueda ser dlasificada . ) . )
3 _ o Excepcionalmente, si hay pruebas inadecuadas en humanos y suficientes en
respecto a su carcinogenicidad
animales pero existen evidencias claras de que el mecanismo de
para el hombre ) o ) )
carcinogenicidad en animales no funciona en humanos.
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En este sentido, se puede asegurar que existe una clara correlacion positiva entre las
observaciones realizadas en el hombre y los indices de carcinogenicidad en los animales, que ademas, a
menudo han precedido a las observaciones humanas. Por ello, la observacion de carcinogenicidad de una
determinada sustancia en una especie animal deberia, al menos, ser interpretada como una sefal de
atencion para estudiar la adopcion de medidas preventivas.

La utilizacion de los animales en la evaluacion de la carcinogenicidad de las sustancias quimicas
resulta obligatoria ya que la misma clasificacion de las sustancias carcinogénicas, se basa, entre otros
criterios, en la existencia o no de suficiente evidencia de carcinogenicidad en animales. A este respecto no
citaremos aqui mas que la que probablemente es la de mayor prestigio internacional actualmente, la de la
Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (International Agency for Research on
Cancer, IARC) (Tabla 1), en la que (aunque domina el criterio de las pruebas en humano) la existencia de
pruebas en los animales permite ubicar (con caracter habitual, ocasional o excepcional) a las sustancias en
los distintos grupos de riesgo carcinogénico. (Pitot III y Dragan, 1996; Hasmall y Roberts,1997; Garcia y
col, 2003; Dominguez, 2004)

Ademas, los productos quimicos pueden ser clasificados en una de las cinco categorias de
toxicidad basadas en la toxicidad aguda por via oral, cutinea o por inhalacion, con arreglo a los criterios
numéricos expresados en valores aproximados de la DL50 (oral, cutanea) o CL50 (inhalacion), tal como

se indica en el anexo 1, al que acompafian unas notas explicativas.

2.5 Los Agentes Genotdxicos y el Dafio Genético.

Durante el proceso de mutagenicidad el agente xenobidtico ingresa al organismo, se absorbe, se
distribuye y atraviesa las membranas. Una vez dentro de la célula, el agente quimico puede ser reactivo
por si mismo (de accion directa), o bien puede ser activado por las enzimas metabdlicas, en cuyo caso es
de accion indirecta y se llama promutageno. Se produce entonces la interaccion con el ADN, que puede
ser reparada eficiente o ineficientemente de manera tal que el dafio genético inicial se fijard o no,

expresandose en las diferentes estirpes celulares, tal como se muestra en el esquema de la figura 6.
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Agenle penolizico

N

Agenle direclo Agenle indireclo (melabolisma)

Inleraccién con ¢l ADN

Hrpam:idn-..____‘

Eficienle Ineficienle
ADK no allerada Dafa penélicn
Células aﬁ/ Células perminales
Cancer Alleracién heredable

Figura 6. Los agentes genotoxicos y el dafio genético inducido.

2.5.1 Metabolismo de los agentes genotdxicos

En realidad, la gran mayoria de los agentes genotoxicos son inertes en los seres vivos. Es a través
de las enzimas metabodlicas que las genotoxinas son biotransformadas a productos mas reactivos, o
electrofilicos, capaces de interactuar con diversas macromoléculas celulares, tales como las proteinas y
los acidos nucleicos. Los organismos procariontes son incapaces de bioactivar promutagenos, y entre los
eucariontes existen diferencias importantes en cuanto a la capacidad metabdlica; se conoce que cada
especie desplego6 durante la evolucion un grupo particular de enzimas para neutralizar los efectos nocivos
de las toxinas naturales de origen vegetal. De hecho, las enzimas metabodlicas muestran diferencias
considerables en los diferentes 6rganos del individuo, entre los individuos de la misma especie y entre las
diferentes especies. La actividad enzimatica varia en el individuo dependiendo de la edad, el sexo,

factores nutricionales, niveles hormonales y otros factores biologicos.

En principio, el conjunto de enzimas de los eucariontes hidroliza, oxida y reduce compuestos
extrafios, reacciones que se llevan a cabo en el sistema enzimatico del citocromo P-450 que se encuentra
en el citoesqueleto y en el reticulo endoplasmico de las células con ntcleo. Los productos intermedios asi

generados en ocasiones se conjugan con proteinas, formandose compuestos altamente reactivos. Es decir,
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en las células existen numerosas enzimas que activan a los promutagenos, pero también otras enzimas que
desintoxican e inactivan a los productos intermedios: el equilibrio entre estas dos funciones celulares es el
que en ultima instancia determina el potencial genotoxico del promutageno (compuesto quimico inerte

que requiere ser metabolizado, transformandose asi en un compuesto electrofilico y por lo tanto reactivo).

En la figura 7 se muestra la activacion inicial de algunos promutagenos. Muchos de ellos pasan
por diversos procesos metabolicos, generandose varios productos intermedios. El compuesto electrofilico
terminal es el que va a interactuar con los atomos nucleofilicos del ADN (los sitios nucleofilicos de las
bases nitrogenadas son los centros que pueden ser atacados por moléculas electrofilicas, por ejemplo el

nitrégeno 7 y el oxigeno 6 de la guanina).

Ermmas
o
P-450
i
o HO
EF EPF-epdccida Hi
OH O
SH-C=cH TN
2-04aF
CH
T-40 —H + )
-H-0 — —H=——s Mg+ (CH3 + OH
CHz CH
DM

Figura 7. Activacion metabdlica de algunos promutagenos.

Es importante mencionar que existen también compuestos quimicos que no son carcindgenos,
pero que potencian el efecto de carcinogenos. Estos agentes quimicos se llaman cocarcinogenos y suelen

actuar en la etapa de promocion tumoral.

2.5.2 La inhibicién del metabolismo

Durante el metabolismo normal de las células se generan radicales libres que suelen ser muy

reactivos y, por lo tanto, potencialmente muy dafiinos. Los organismos han desarrollado mecanismos que,
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por cierto, estan muy conservados evolutivamente, para atrapar a los radicales libres. Entre estos
mecanismos estan diversas enzimas que catalizan la conversion de oxigeno reducido (O7) a peroxido de
hidrégeno (H,O,) y de éste a agua y oxigeno (H,O + O,), y otros como el glutation, que reacciona
directamente con los compuestos electrofilicos de accion directa, o con los producidos durante el

metabolismo.

Asi tenemos que los radicales libres se forman como productos intermedios en los procesos
bioquimicos naturales. Se piensa que las enfermedades degenerativas como la arterioesclerosis, el cancer
y el envejecimiento celular se deben en gran medida a la pérdida de la capacidad enzimatica de las células

para atrapar radicales libres.

En los alimentos que ingerimos normalmente existen mutagenos y antimutidgenos, y durante el
metabolismo se generan compuestos mutagénicos, como las nitrosaminas, que se producen en el
estomago al reaccionar los nitritos que se emplean como aditivos de alimentos con las aminas presentes
en la carne. Es un hecho conocido que la dieta y los habitos diarios de la persona influyen notablemente
en el tipo de cancer que los individuos desarrollan. Evidencias experimentales han mostrado que la
ingesta diaria de vitaminas como la A, C, E, y los betacarotenos, que son cofactores que atrapan radicales
libres protegen a los individuos en contra de los efectos nocivos de los radicales libres. Los mecanismos
de accion de estas vitaminas son variados, el tocoferol o vitamina E puede interferir durante la formacion
de nitrosaminas, atrapa-radicales libres, al igual que la vitamina C y los beta-carotenos, y la vitamina A

suprime la fase de promocién tumoral.

2.5.3 Interacciones con el ADN

Los productos reactivos generados a través del metabolismo interactian con el acido
desoxirribonucleico, produciéndose lesiones premutagénicas, o aductos, que en muchos casos se fijan y
producen mutaciones puntuales en el ADN, tales como sustituciones de bases, transiciones Yy

transversiones, o bien mutaciones de corrimiento del marco de lectura.

Sin embargo, en muchos casos, las lesiones premutagénicas son eficientemente reparadas por
enzimas que funcionan en los organismos para mantener la integridad y fidelidad de los acidos nucleicos.
Se piensa que las enzimas que intervienen en los procesos de reparacion aparecieron pronto en la

evolucion, ya que estan presentes en las bacterias.

Los mecanismos de reparacion pueden funcionar antes o después de la replicacion del ADN. Su

eficiencia varia, ya que pueden reparar eficientemente, es decir, sin errores, situacion que se presenta
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cuando la exposicion a agentes genotoxicos es baja; o bien reparar de manera ineficiente, promoviendo
errores en el ADN, lo que depende de la saturacion del primer mecanismo y que generalmente ocurre

cuando hay exposiciones altas (Figura 8).

Sin embargo, ambos mecanismos se ven afectados por numerosas variables ademas de la
exposicion. Dependen también de la estructura quimica del mutageno, del tipo de aducto formado y de la

cantidad de dafio inducido.

Una vez establecidos estos principios generales de interaccion de los agentes genotoxicos con las
macromoléculas celulares, analizaremos los tipos de agentes toxicos y los efectos bioldgicos y genéticos

que producen en los seres vivos. (Rodriguez, 1995)

/ Heparacitn \‘
Litre de errores Promolora de errores
1
Eliminacién del Fijaciin de las
aduclo mulaciones
Fidelidad Dafo
genélica genelico

Figura 8. Mecanismos de reparacion del ADN.

2.6 Métodos para Determinar la Accion Carcinogénica.

2.6.1 Determinacidén de carcindgenos genotdxicos:

Existe un alto nivel de redundancia en los tipos de ensayos incluidos en las evaluaciones
genotoxicologicas por lo que los mismos se han agrupado en 4 clases que miden:
1. Mutacion génica.

2. Aberraciones cromosomicas.
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3. Daifio primario al ADN (mide la respuesta secundaria producida como resultado de una lesion
primaria, tales como estimulacion de la reparacion del ADN , recombinacién somatica entre homodlogos o
cromatidas hermanas, o la ruptura de cadena del ADN ).

4. Transformacion celular (no evalua efectos directos sobre el ADN sino la habilidad de la
sustancia de ensayo de transformar las células normales en neoplésicas, esta categoria de dafio es
exclusivamente una medida del potencial oncogénico sin ninguna o poca relevancia para la produccion de

dafios heredables.

Existen numerosos ensayos para evaluar los posibles efectos genotoxicos de las sustancias. Estos
se evaluan a su vez en multiples biomodelos o sistemas bioldgicos, desde bacterias, hongos y levaduras y
plantas hasta células aisladas y mamiferos integros. Pero para poder realizar estudios evaluativos mas
homogéneos y predictores de acciones genotoxicas se han realizado numerosos intentos y se han
propuesto baterias de varios ensayos en orden logico y en las que se incluyan las evaluaciones de las
principales categorias de dafio genético. Actualmente se realizan esfuerzos mancomunados para
armonizar las guias para la evaluacion genotoxicologica de las sustancias quimicas y dentro de las
Conferencias Internacionales de Harmonizacion (ICH) se ha propuesto un grupo de ensayos que son
legislado por EUA, UE y Japon.

La bateria propuesta esta conformada por cuatro ensayos basicos:

1- Ensayo de deteccion de mutacion génica en bacterias. Ensayo de mutacion reversa en
Salmonella typhimurium/E. Coli.

Este ensayo es el mas ampliamente utilizado para propdsitos de screening de mutidgenos y
carcinogenos (es el unico validado). Combina una alta sensibilidad con una relativa facilidad técnica,
rapidez y economia.

En este ensayo se utilizan diferentes cepas mutantes auxotroficas (incapaces de sintetizar
histidina) de Salmonella typhimurium. Cada una de estas cepas tiene diferentes mutaciones que desactiva
el gen que codifica para la enzima requerida en la sintesis de este aminoacido vital. De manera que no
pueden crecer en un cultivo a no ser que el medio esté suplementado con este aminoacido. Si el gen
afectado es mutado se produce una reversion al estado salvaje u original y entonces la bacteria serad capaz
de crecer en ausencia del aminoacido este fendmeno es conocido como reversion y las colonias como
revertantes. Ademas de esa mutacion en el operdn histidina, presentan otras mutaciones que incrementan
su sensibilidad a los mutagenos, ej:

e Mutacion rfa, causa pérdida parcial de los lipopolisacaridos de la pared celular bacteriana,

incrementandose la permeabilidad a macromoléculas.
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e Mutacion uvrB, incrementa la sensibilidad a los mutagenos por deleccion de los genes que
codifican para los mecanismos de reparacion por excision.

e Plasmido pKM101 (factor R) causa un incremento en los mecanismos de reparacion
propensos a error aumentando la sensibilidad, también confiere resistencia al Ampicillin lo que es un

buen marcador para detectar la presencia del plasmido.

Dos tipos de mutaciones son detectables por este ensayo: sustitucion de pares de bases y
corrimiento en el marco de lectura.

Esas lineas detectan cambios en los sitios guanina-citosina de los genes histidina, sin embargo,
algunos carcinégenos también modifican los pares de bases adenina-timina, por lo que mas recientemente
se han introducido lineas que detecten mutaciones en estos sitios, ej. La cepa TA 102 de Salmonella
typhimurium y E. coli WP2uvrA la cual detecta esta mutacion en el gen triptofano.

2- Ensayo in vitro de Linfoma L5178Y tk +/- de ratén.

Este ensayo evaltia dual punto final de accion genotdxica (mutacidon génica y aberracion
cromosomica) ya que es capaz de detectar mutaciones puntuales que involucran sustituciones de base,
delecciones, corrimientos y reordenamientos dentro del locus TK y ademas detecta lesiones clastogénicas
que involucran delecciones multilocus y multiples genes. Las células de mamifero generalmente tienen 2
copias de cada gen, pero esta linea tiene solamente una copia funcional del gen (células heterocigdticas
para el locus timidina-kinasa derivadas de linfoma de ratéon). La timidina-kinasa no es una enzima
esencial, la misma incorpora timidina exdgena por fosforilacion de la timidina. La trifluorotimidina (TFT)
también puede ser fosforilada por la enzima y por consiguiente las células que contienen la enzima son
sensibles a los efectos citotoxicos y citostaticos de la TFT. Las células son expuestas al compuesto con y
sin activacion metabolica e incubadas por un periodo de tiempo que permita la expresion de cualquier
mutacion que conlleve a la transformacion a células homocigéticas tk ”~ (enzima infuncional), las cuales
son resistente a la TFT y permanecen viables en presencia de esta sustancia.

Se evaltan varias concentraciones, al menos 4 niveles de dosis, la maxima debe reducir la
sobrevivencia en un 80 a un 90%, y para compuestos no toxicos esta debe ser el estandard limite de 5000
pg/mL.

Se considera un resultado positivo si hay un incremento estadisticamente significativo en la
frecuencia de mutaciones.

3- Ensayo citogenético in vitro con células de ovarios de hamster (CHO).

Estos ensayos son utilizados para confirmar si un mutdgeno presuntivo es mutagénico para
animales mayores. Las células de mamifero presentan un mayor grado de organizacion que las bacterias y

su capacidad metabolica, y de reparacion del ADN también es mucho mas compleja. Una gran variedad
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de lineas celulares y sistemas han sido utilizados para estudiar la actividad mutagénica, sin embargo la
mayoria de los estudios se llevan a cabo en los sistemas siguientes:

e Lineas permanentes o inmortales: células de ovario de hamster (CHO), células de pulmoén de
hamster (V79) y células de linfoma de raton (L5178Y).

e Cultivos primarios de linfocitos.

En contraste con los ensayos de mutacion génica los ensayos citogenéticos se utilizan para
determinar los cambios inducidos en la estructura o nimero de cromosomas, lo que es visto a través de un
microscopio. Existen muchas técnicas para las evaluaciones citogenéticas tanto in vitro como in vivo, que
se dividen en tres tipos diferentes:

- Las que detectan aberraciones cromosomicas.

- Las que detectan intercambios entre cromatidas hermanas.

- Las que detectan microntucleos.

Los métodos se basan en la exposicion de células proliferativas (en division) al agente de ensayo
durante un tiempo que garantice que las células estén expuestas durante todas las etapas del ciclo celular,
entonces son tratadas con un veneno del huso (colchicina) para acumular las células en metafase y que
permita su visualizacion microscopica.

Los ensayos citogenéticos in vitro utilizan lineas celulares permanentes (inmortales) usualmente
derivadas de Hamster Chino, ¢j. Células de ovario y de pulmén; y cultivos primarios, generalmente de
origen humano como linfocitos humanos.

4- Ensayo in vivo de induccion de eritrocitos policromatéfilos micronucleados en médula dsea

de ratén.

2.6.2 Bioensayo in vivo. Determinacion de carcinogenicidad en animales.

Obijetivo. El objetivo de los ensayos de larga duracion de carcinogenicidad es observar animales
de ensayo por la mayor porcion de su tiempo de vida para evaluar si desarrollan lesiones neoplasicas
durante o después de exposicion a varias dosis de una sustancia de ensayo y por una apropiada ruta de

exposicion.

Procedimiento. Los estudios deben ser desarrollados en dos especies de mamiferos, generalmente
en ratas y ratones a causa de su periodo de vida relativamente corto, costos de mantencidn limitados, uso
generalizado en estudios farmacoldgicos y toxicoldgicos, su induccion de susceptibilidad a tumores y la
disponibilidad de cepas isogénicas y suficientemente caracterizadas. El estudio se inicia cuando estos
animales son adultos jovenes, en nimero por sexo equivalente, se utilizan al menos 100 roedores (50 de

cada sexo) en cada nivel de dosis y un grupo control de vehiculo o no tratado. Si se planifican sacrificios
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intermedios durante el estudio el nimero de animales deberd ser aun mayor. Se mantienen bajo
condiciones climaticas ¢ iluminacidén estandarizadas y homogéneas; y alimentados bajo regimenes a
voluntad y con componentes alimenticios controlados para evitar influencia de impurezas y
contaminantes en estos. Se utilizan al menos tres niveles de dosis previamente seleccionadas y de forma
racional, estas deben ser espaciadas para producir una gradacion de los efectos. Las vias de
administracion mas frecuentes son oral, dérmica e inhalatoria. Esta dependerd de la naturaleza fisico-
quimica de la sustancia de ensayo y del futuro uso en humano. Los animales se administran sobre la base
de 7 dias a la semana, aunque 5 dias son aceptables. Los animales en ensayo son observados al menos una
vez al dia recogiendo todos los sintomas y alteraciones que muestren. Igualmente se evalta la evolucion
del peso corporal y el consumo de agua y alimentos. Se realizan pruebas y analisis de patologia clinica
que incluyen determinaciones hematologicas y hemoquimicas; también screening inmunotoxicologicos y
un analisis total de patologia macroscopica e histopatologia de todos lo 6rganos, estructuras y sistemas de
los animales en ensayo. Todos los hallazgos del estudio se analizan en conjunto con los de estudios
previos. Dicha evaluacion incluye la relacion entre la dosis de la sustancia de ensayo y la presencia,
incidencia y severidad de las anomalias (incluyendo las conductuales y clinicas), lesiones macroscopicas,
organos diana identificados, cambios en el peso corporal, efectos en la mortalidad y cualquier otro efecto
toxico general o especifico. Al finalizar el analisis global se emite un criterio de decision y se clasifica la

sustancia.

2.7 Métodos Alternativos para Valorar la Carcinogénesis.

2.7.1 Modificaciones propuestas al bioensayo clasico:

Ratones:
Los ratones han demostrado ser particularmente pobres indicadores de potenciales carcindgenos

humanos. Se propone la eliminacion de su uso.

Ratones alterados geneticamente:

Se utilizan varias lineas transgénicas y knockout, incluso potencialmente para propositos
regulatorios.(Goodman, 2001; Thompson y Sistare, 2003; Cannon, 2003) Los transgénicos tienen
activados oncogenes introducidos en su genoma (lo que facilitan las neoplasias); y los knockout tienen
inactivados o eliminados genes supresores de tumores. No han sido aun validados, pero la FDA ha
aceptado datos de transgénicos como parte de la determinacion de seguridad de algunos farmacos.
(Combes y col, 2002)

Ej. de lineas:

Yuleimi D. Pérez-TOMOCOMD-CARDD: Un Novedoso Enfoque para el Disefio de Carcindgenos Asistido por Computadora



Revision Bibliogréafica 29

Transgénicos: TgAC, TgrasH2

Knockout: heterocigotico p53, homocigotico XPA, homocigdtico XPA-heterocigotico pS3.

En un estudio en que se evaluaron 21 productos (genotdxicos y no genotdxicos, carcindgenos y
no) con estos se concluyd que estos modelos pueden ser tutiles como screening y no ofrecen una
especificad definitiva para carcinégenos humanos, ni pueden distinguir definitivamente entre genotoxicos

y no genotoxicos.(Goodman, (2001).

Ratones neonatales:

Muy sensibles para carcinégenos genotoxicos pero no para epigenéticos. (McClain y col, 2001)

Reduccidn del periodo del ensayo clésico:
Se esta abogando por varios investigadores que el periodo de evaluacion sea reducido a 12 a 18
meses porque en ese periodo es cuando en la mayoria de las evaluaciones (se analizaron 210

carcindgenos) se revelan los efectos tumorigénicos.

Modelos de iniciacién-promocion:

La exposicion a un carcinégeno durante la inciacion tumoral puede ser continuado por una
exposicion prolongada a un promotor no carcinogénico, o viceversa; asi se acelera el proceso de
carcinogénesis y se reduce el ensayo. (Conolly y col, 1988)

Las ICH acordaron que estos modelos pueden utilizarce.

Estudios farmacocinéticos, farmacodinamicos y de corta y media duracion en roedores y
humanos:

Se propone que en el caso de farmacos humanos la apreciacion de la estructura quimica, (Ashby,
1996) la farmacocinética (ADME) y la farmacodindmica (mecanismo de accion), combinado con la
evaluacion de corta duracion de las propiedades, como la genética, toxicidad en roedores y tejido-
especifica, pudiera permitir predicciones confiables de potenciales carcinégenos genotdxicos y no
genotoxicos. Otros plantean la utilizacion de ensayos combinados de genotoxicidad in vivo y estudios
toxicoldgicos en dos especies de 3 a 6 meses y ensayos clinicos fase [ y Il para identificar factores de
riesgo carcinogénico (Monro, 1996). En general varios autores plantean que muchas veces, si se realizan
dichos estudios y se realiza una interpretacion correcta de los resultados, el ensayo convencional en

roedores es redundante.

Yuleimi D. Pérez-TOMOCOMD-CARDD: Un Novedoso Enfoque para el Disefio de Carcindgenos Asistido por Computadora



Revision Bibliogréafica 30

2.7.2 Alternativas sin animales:

SARs y QSARs

Las relaciones estructura-actividad (SARs) predicen actividades biologicas comola
carcinogénesis, basado en la presencia de sub-estructuras moleculares u otros indicadores quimicos los
cuales les confieren actividad biologica a la molécula original. Las relaciones cuantitativas estructura-
actividad (QSARs) son descripciones matematicas de la relacion entre las propiedades fisico-quimicas de
las moléculas y sus actividades bioldgicas. (Comber y col, 2003)

En 1991, Sabih y Tennant (Ashby y Tennant, 1991), al analizar los resultados de 301 quimicos
evaluados, demostraron que la presencia de grupos amino aromaticos y grupos nitro, agentes alquilantes,
y otros grupo quimicos incrementan la probabilidad de carcinogénesis en roedores. Cronin y
colaboradores (Cronin, 2003) describieron un nimero de sub-estructuras moléculares electrofilicas
comunes a un rango de toxicidades potenciales en varias especies, incluyendo mutagenicidad y
carcinogenicidad. A pesar de que han ocurrido fallos iniciales, los datos de QSAR mas recientes han
demostrado ser muy utiles para predecir la carcinogenicidad de compuestos. Matthews y Contrera
(Matthews y Contrera, 1998) describieron la evaluacion de un sistema computarizado QSAR que
demostré un 97% de sensibilidad para carcindgenos roedores y 98% de especificidad para no

carcindgenos. Estos analisis tienen la marcada ventaja de ser muy rapidos y relativamente baratos.

Ensayos in vitro:

Los ensayos in vitro, incluyendo bacterias, levaduras, protozoos, cultivos celulares de células de
mamiferos y humanos, pueden contribuir junto con una caracterizacion del “peso de la evidencia” lo cual
es suficiente para hacer innecesaria el bioensayo en roedores. Brusick (Brusick, 1977) encontré una
correlacion de aproximadamente 90% entre mutagénesis microbiana in Vvitro y propiedades
carcinogénicas en mamiferos para una larga lista de quimicos. Tennant y colaboradores (Tennant y col,
1990) predijeron exitosamente los hallazgos de 86% de 44 quimicos a los que se evalu6 carcinogénesis
por el Programa Nacional de Toxicologia (NTP), por medio del uso de la mutagenicidad en Salmonella,
ensayos de de toxicidad sub-aguda en roedores (90 dias) combinado con informacion estructural quimica.
Los ensayos de genotoxicidad de Ames, mutacion reversa en Samonella typhimurium y aberraciones

cromosomicas han sido aceptados por agencias regulatorias. (Dearfield, 1991)

Ensayos de transformacién celular

Generalidades de transformacion celular

Estos detectan cambios morfoldgicos que orientan a signos tempranos de identificacion fenotipica

de carcinogénesis.
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El fenomeno de la transformacion morfologica de la célula incluye cambios en el control del
comportamiento y crecimiento de las células cultivadas, caracterizadas por uno o mas de las siguientes

caracteristicas (dependiendo del sistema celular):

. Alteraciones en la morfologia celular.
. Perfiles desorganizados del crecimiento de las colonias.
. Adquisicion de “crecimiento independiente de anclaje”. (Barrett y Fletcher, 1987; Yuspa

y Poirier, 1988).

Tales efectos resultan de cambios en la expresion de oncogenes y genes supresores de tumores.

La transformacion ha sido definida como la induccion de ciertas alteraciones fenotipicas en
células cultivadas que constituyen caracteristicas tumorigénicas. (Barrett y col, 1986)

Estas alteraciones fenotipicas pueden ser inducidas por exposicion de células normales a
procesos de carcinogénesis o por la expresion de oncogenes activos en estas células. Las células
transformadas que han adquirido todas las caracteristicas de células malignas tienen la habilidad de
formar tumores invasivos en animales susceptibles. Tradicionalmente esto es determinado por inyeccion
de células trasformadas en ratones atimicos o animales recién nacidos de la misma especie de la linea
celular, no obstante algunos sistemas de transformacion tales como el ensayo de células SHE (Syrian

Hamster Embryo) ha demostrado ser altamente predictivo. (LeBoeuf'y col, 1996)

Desde su descubrimiento la transformacion celular in vitro ha demostrado ser un proceso de
multiple pasos los cuales modelan los diferentes estadios de la carcinogénesis in vivo (Landolph, 1985;
LeBoeuf, 1999), varias razones apoyan esta expresion.

a) La induccion de transformacién celular resulta de la exposicion a quimicos los cuales son
carcinogénicos en animales.

b) Las células transformadas malignamente y que son inyectadas en animales hospederos
susceptibles pueden formar tumor a diferencia de las no transformadas que no lo pueden provocar.

c) La transformacion celular in vitro ocurre en varias etapas donde adquieren varios
fenotipos diferentes y donde las células progresan de un fenotipo normal a uno maligno en experimentos
de transfeccion con oncogenes activados, y por el hecho que los agentes promotores de tumores pueden
aumentar la frecuencia de transformacion celular en células tratadas con bajas concentraciones de
carcinogenicidad. (Heidelberger y col, 1983; Miiller y col, 1993)

La transformacion celular in vitro parece brindar algunas evidencias especificas y cruciales para
determinar el potencial tumorigénico de un quimico lo que no puede ser brindado por los ensayos
genotdxicos a pesar de que varios ensayos de transformacion in vitro se han desarrollado su relevancia y

confiabilidad para identificar carcinogenogenos genotdxicos no ha sido aun ampliamente aceptada.
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Indudablemente para determinar este tipo de carcinogenicidad se han utilizado los ensayos de
genotoxicidad (Miiller y col, 1993). Existe un interés en el uso de la transformacion celular para detectar
carcinogenicidad por el hecho de que algunos ensayos son sensibles a quimicos que actian por un diverso
rango de mecanismos, incluyendo mecanismos genotoxicos y no genotoxicos (Landolph, 1985; Landolph
y col, 1996).

Existen varias razones para el relativo bajo uso de bioensayos de transformacion celular para
predecir carcinogenicidad, esto incluye: a) Las habilidades técnicas requeridas, b) la carencia de
estandarizacion y caracterizacion y c) el hecho de que la prevalencia y fiabilidad de los ensayos no han
sido establecidos en estudios independientes hasta donde ellas pueden ser consideradas para ser validadas

con aceptacion y uso regulatorio.

Ensayos de transformacion celular en roedores:

Estos incluyen las células de periodo de vida finito tales como ensayo de células SHE, asi como
las lineas celulares inmortalizadas, ejemplo Balb/c3T3 y C3H/10T%. La transformacion morfologica de
las colonias celulares y formacion de focos de una monocapa celular son los puntos finales mas usados.

La transformacion celular puede ser ensayada simultaneamente en los mismos cultivos con otro
puntos finales, ejemplo mutacion génica, formacién de intercambio de cromadtidas hermanas, dafo
cromosodmico, induccion de micronucleos y aneuploidias (Landolph, 1985; Tsutsui y col, 1997,
Fritzenschaf y col, 1993). Estos estudios combinados pueden ser ttiles en proveer informacion adicional
que puede ser valiosa en la interpretacion de los datos sobre transformacion ejemplo: en decidir cuando la

actividad transformante de un quimico se debe a mecanismo genot6xico 0 no genotoxico.

Ensayo de transformacion celular en células de embriones de Hamster Sirio (SHE). Ha sido
descrito como el ensayo de corta duracion mas predictivo para carcinogenos en roedores. (Zhang y col,
2004) Detecta transformaciones celulares morfologicas, el estadio fenotipico de carcinogénesis mas
tempranamente identificable. (se han demostrado correlaciones de hasta 91%. (Pienta y col, 1977) Su
principal ventaja con otros ensayos in vitro es la habilidad de detectar algunos quimicos genotoxicos al

igual que no genotoxicos. (Mauthe y col, 2001; Amacher y Zelljadt, 1983)

El sistema de transformacién basado en células humanas

Indudablemente un ensayo de transformacion ideal debe ser aquel que utilice células humanas
debido a que la mayoria de los ensayos de transformacion desarrollados para determinar el riesgo de

transformacion humana a potenciales carcinogénicos. Ademas la validacion de los ensayos de
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transformacion celular humana tendrd que ser desarrollada tomando como referencia los datos en
animales que posean suficiente relevancia para el riesgo en humanos.

Los dos sistemas de transformacion celular humana que han sido desarrollados y estudiados son:

v El modelo de transformacion celular en queratinocitos (HaC). Esta fue derivada por
inmortalizacion espontanea d ATe queratinocitos humanos normales muy probablememente debido a
mutaciones en el gen Ps; y la consecuente pérdida de genes sensibles (Boukamp y col, 1988; Boukamp y
col, 1997). Esta célula puede ser propagada indefinidamente, tienen un cariotipo aneuploide con cambios
cromosomicos especificos, pero poseen enteramente muchas propiedades fenotipicas de los queratinocitos
humanos (Breitkreutz, 1998).

v Lineas celulares MSU-1. Esta linea consiste en un modelo de transformacion celular en
fibroblastos humanos, en esta el encogen v-myc fue transfectado en fibroblastos humanos normales, las
c¢lulas clonadas que expresan la potencia v-myc fueron las seleccionadas e inmortalizadas,
posteriormente se obtuvo una variante de la linea celular, la msu-1.1.

Ambas lineas celulares son no tumorigénicas en ratones atimicos.

Uso no regulatorio de ensayos de transformacion celular.Estos han sido utilizados en estudios
mecanisticos de carcinogenicidad y para los posibles mecanismos de acciéon de carcinogenicidad
conocidos o sospechosos, han sido ampliamente empleados a la hora de tomar decisiones tempranas en la
priorizacion de quimicos para ser evaluados en ensayos de carcinogenicidad en animales. El analisis de
las bases de datos disponibles sugieren que solo el ensayo de transformacion SHE ha demostrado ser el
que mejor cumple con los parametros exigidos desde el punto de vista de propdsitos de escrining

carcinogénico.

Uso regulatorio de los ensayos de transformacién celular. La transformacion celular como un
punto final aparece en algunos esquemas Yy estrategias de ensayos para evaluacion de la
mutagenicidad/carcinogenicidad de quimicos (Gatehouse, 1994), no obstante tales ensayos son
recomendados solamente cuando se sospecha fundamentalmente que las bases moleculares del fenotipo
transformado y su relacion con el cancer in vivo no estan totalmente esclarecidos, dicha problematica se
ha originado a causa de la carencia de comprension de los mecanismos fundamentales incluidos en la
transformacion, la subjetividad alejada de los puntos finales in vivo que se obtienen, la carencia de datos
de ensayos regulatorios en transformaciones celulares y la ausencia de adecuada validacion de estudios.

Otros procesos y andlisis que contribuyen a la determinacion de la carcinogenicidad son:
cDNA microarrays (de muy reciente utilizaciébn y con promisorio futuro) investigaciones

epidemioldgicas y evaluacion de datos historicos.
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METODO COMPUTACIONAL Y
ANALISIS QUIMIOMETRICO DE
LOS DATOS

Los estudios QSPR/QSAR constituyen un enfoque que permite entender como la
variacion estructural afecta la propiedad/actividad biologica de un conjunto de compuestos. En
estos estudios, los descriptores moleculares (X) (los descriptores moleculares son ‘términos que
caracterizan un aspecto especifico de una molécula’ y contienen informacion derivada de la
representacion estructural de las moléculas bajo estudio) (van de Waterbeemd y col., 1998;
Todeschini y Consonni, 2000) se correlacionan con una variable respuesta (Y). Es decir, este
analisis puede definirse como una aplicacion de métodos matematicos y estadisticos al problema
de encontrar una ecuacién empirica de la forma Y; = fi(X;, X ...X,), donde Y; son las
propiedades y/o actividades biologicas de la molécula, y X;, X, ...X, son propiedades
estructurales experimentales o calculadas (descriptores moleculares) de los compuestos. En este
sentido, cada compuesto puede representarse como un punto en un espacio multidimensional, en
los cuales los descriptores X, X, ...X, son coordenadas independientes del compuesto. El
objetivo mas usual de este andlisis es incrementar el entendimiento del sistema bioldgico bajo
investigacion o predecir la propiedad estudiada a un objeto (compuesto) no utilizado en la

obtencion del modelo.

En la actualidad, existe un gran numero de descriptores moleculares (DMs) que pueden
ser usados en estudios QSAR (Karelson, 1995). La naturaleza de los DMs, depende de cual haya
sido el proceder utilizado para la definicion de los mismos, pudiendo tener en cuenta rasgos
topologicos (que aqui llamaremos bidimensionales o 2D), geométricos (3D), y electronicos de
las moléculas. En el presente trabajo se utilizaron para la parametrizacion de la estructura
molecular los DMs TOMOCOMD-CARDD no estocasticos y estocasticos basados en relaciones
entre nucleos atomicos. Estos indices moleculares seran descritos a continuacion en la primera

porcion de la primera parte de este capitulo.

En la segunda porcion de la primera parte de este capitulo se describiran de forma
resumida los aspectos fundamentales de las técnicas quimiométricas empleadas para el
desarrollo de los modelos QSAR. El término quimiometria, surgié en la década del 70 y se
define como la disciplina quimica que utiliza métodos estadisticos y matematicos para
seleccionar y optimizar los métodos analiticos y preparativos, asi como procedimientos para el

analisis e interpretacion de los datos.(van de Waterbeemd, 1995).
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Antes de comenzar a describir el método computacional utilizado en el presente trabajo,
daremos una breve introduccion a las generalidades de la metodologia QSAR, los que seran
utilizados en el desarrollo de esta tesis y que son imprescindibles para la comprension de los

resultados tanto de la literatura como los alcanzados en el presente trabajo.

Los principios de la metodologia QSAR pueden describirse mediante los siguientes pasos
comunes (van de Waterbeemd, 1995): 1) Formulacién del problema, se determina el objeto de
analisis y el nivel de informacion requerido, 2) Parametrizacion cuantitativa de la estructura
molecular de los compuestos quimicos organicos/secuencia de biopolimeros, 3) Medicion de la
propiedad de interés (‘efectos biologicos’), 4) Escoger el tipo de modelo QSAR que se va a
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)

Utilizando este procedimiento se han desarrollado un gran nimero de investigaciones en
todo el mundo. No obstante, las aplicaciones de los DMs han estado dirigidas
fundamentalmente hacia la prediccion cuantitativa de propiedades fisico-quimicas y bioldgicas
de compuestos organicos, en estudios que se han denominado QSPR y QSAR, respectivamente.
Esta division, no es solo formal, porque aunque el método en ambos tipos de estudio es similar,
por lo general, la actividad bioldgica es una propiedad mucho mas compleja que las propiedades
fisico-quimicas, debido a la gran cantidad de factores que influyen en la bio-actividad de un

compuesto quimico.

La aplicacion de los DMs al disefio y seleccion de nuevas entidades quimicas es
probablemente una de las areas mas activas de investigacion en la aplicacion de tales DMs a
problemas bioldgicos. Uno de los primeros ejemplos del disefio de nuevos compuestos en el uso
de indices moleculares, fue descrito por la Upjohn & Pharmacy en 1993. Ellos fueron capaces
de disefiar una nueva clase de compuestos de la familia de las heteropiperazinas con actividad
contra la HIV-retrotransferasa (Basak y col., 1988; Lajiness, 1990; Basak y Grunwald, 1994,
1995a,b; Basak y Gute, 1997). Mas recientemente, Grassy y col. fueron capaces de disefar y
sintetizar un péptido que mostrd una actividad inmunosupresora aproximadamente 100 veces

mayor que los compuestos lideres ensayados (Grassy y col., 1998).

3.1 Método Computacional

En esta seccion describiremos de forma resumida los aspectos fundamentales de los DMs
2D (bi-dimensional), implementados en el programa TOMOCOMD-CARDD, que fueron
utilizados en esta investigacion. Una discusion mas extensa sobre el formalismo matematico de
estos DMs puede ser revisada en la literatura internacional que se refiere (Marrero-Ponce, 2003,
2004, Marrero-Ponce y col, 2003, 2004a,b,c,d,e,f,g,h, 2005a,b,c,d,e,f,g,h,i, 2006a,b; Meneses y
col, 2005; Montero y col, 2005, 2006; Casefiola y col, 2006; Castillo-Garit y col, 2006; Celeste
y col, 2006; Marrero-Ponce y Torrens, 2004).
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Este método codifica la estructura molecular a través de aplicaciones matematicas
denominadas formas cuadraticas, lineales y bilineales. Con el propdsito de calcular estas
funciones algebraicas basadas en relaciones de nucleos atdmicos, el vector molecular basado en
atomos, X (representacion vectorial de la estructura molecular) y las k-ésimas matrices de
densidad electrénica grafo-tedricas no estocasticas y estocasticas, M* y S¥, respectivamente
(representacion matricial de la estructura molecular) deben ser calculadas (Marrero-Ponce,
2003, 2004, Marrero-Ponce y col, 2003, 2004a,b,c,d,e,f,g,h, 2005a,b,c.d,e,f,g,h,i, 2006a,b;
Meneses y col, 2005; Montero y col, 2005, 2006; Casefiola y col, 2006; Castillo-Garit y col,
2006; Celeste y col, 2006; Marrero-Ponce y Torrens, 2004) Tales relaciones de adyacencia entre
nucleos atomicos (compartimiento de electrones de la capa de valencia) y codificacion de la
informaciéon quimica son utilizados en la obtencion de las 3 principales familias de DMs

utilizados en el presente trabajo tal y como describiremos a continuacion.
3.1.1 Descriptores TOMOCOMD-CARDD basados en relaciones entre ntcleos atdmicos.
3.1.1.1 Informacion Quimica y Vector Molecular Basado en Atomos.

El vector molecular basado en atomo ( X ), usado para representar las moléculas quimicas,
ha sido explicado en detalle en diferentes publicaciones internacionales (Marrero-Ponce, 2003,
2004, Marrero-Ponce y col, 2003, 2004a,b,c,d,e,f,g,h, 2005a,b,c,d,e,f,g,h,i, 2006a,b; Meneses y
col, 2005; Montero y col, 2005, 2006; Casefiola y col, 2006; Castillo-Garit y col, 2006; Celeste
y col, 2006; Marrero-Ponce y Torrens, 2004). Los componentes (X) de X son valores numéricos
de una propiedad que caracteriza cada tipo de a&tomo (nucleo atomico) presente en la molécula.
Es decir, estos valores (pesos o etiquetas de atomo) corresponden a diferentes propiedades
atomicas. Por tanto, una molécula constituida por 5, 10, 15,..., n ntcleos atomicos puede ser
representada por medio de vectores con 5, 10, 15,..., n componente, perteneciendo a los
espacios vectoriales R SR RE LR respectivamente; donde n es la dimension del

conjunto de los reales. O sea, X es un vector N-dimensional.

Este enfoque permite codificar moléculas orgénicas tales como el 3-mercapto-piridina-4-
carbaldehido a través del vector molecular X = [Xx1, Xc2, Xc3, Xcas Xcs, Xcs, Xc7, Xos, Xso] (ver

estructura molecular en la Tabla 3.1). Este vector pertenece a R °

Diversos tipos de “pesos atomicos” (X) pueden ser utilizados para codificar informacion
relacionada con cada nucleo atdémico en la molécula. Estas etiquetas de atomo son niimeros con
un significado o interpretacion quimica, tales como el Log P atomico ( Wang y col, 2000), la
contribucioén a la superficie polar de los atomos (Ertl y col, 2000), la refractividad molar atomica
(Ghose y Crippen, 1987), las polarizabilidades atomica (P) (Millar, 1990; Kier y Hall, 1986), las

cargas atomicas de Gasteiger-Marsilli (Gasteiger y Marsilli, 1978), las masas atomicas (M)
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(Kier y Hall, 1986), los volumenes de van der Waals (V), la electronegatividad en la escala de

Pauling (E) (Pauling, 1939), entre otras.

3.1.1.2 ““Background” Sobre las Matrices de Densidad Electrénica Grafo-Te6ricas No

Estocasticas y Estocasticas.

En topologia molecular, la estructura quimica es expresada, generalmente, por un grafo
molecular con hidrogenos suprimidos. Informalmente, un grafo molecular G esta constituido
por una coleccion de vértices (puntos) y otra de aristas (lineas o enlaces) conectando estos
vértices.***® En términos matematicos, un grafo simple G es definido como G = (V, E) (Harary,
1976; Cvetkovic y col, 1995; Balaban, 1976). El nimero de vértices en un grafo es designado
como Ny el nimero de aristas por m. Otra de las formas de definir un grafo es la siguiente:
consideremos un conjunto no vacio V = {v; /i =1, 2,...,n}, un conjunto no vacio E = {g; / i =1,
2,...,m} y una aplicaciéon 0, la cual asocia a cada elemento de E con un par no ordenado de
elementos de V. Esta aplicacion es denominada la aplicacion de incidencia asociada con un
grafo y le da singularidad al grafo para un conjunto V dado. Por tanto, para cada €; existe un par
no ordenado [V;, vj] tal que 6(e) = [vi, Vj]. En este caso los dos conjuntos E y V junto con la

aplicacion 6 forman un grafo.

Si en G hay pares repetidos (aristas multiples, o sea vértices que estan unidos por mas de
una arista), entonces el grafo G se llama grafo con aristas muiltiples o multigrafo. Las aristas de
la forma {v;, v}, se denominan lazos o bucles. Si en G hay lazos (pueden también existir aristas
multiples), entonces el grafo G se llama grafo con lazos o pseudografo (ver Figura 3.1)
(Rouvray y Balaban, 1976; Trinajsti¢, 1983; Gutman,y Polansky, 1986; Harary, 1971;
Cvetkovic y col, 1995; Balaban, 1976).

A B C

Figura 3.1. A) Grafo simple; B) Multigrafo; y C) Pseudografo.

A continuacion relacionaremos una serie de definiciones sobre los términos mas
utilizados en los grafos moleculares, los cuales son muy utiles para describir varias
caracteristicas estructurales de estos (Rouvray y Balaban, 1976; Trinajsti¢, 1983; Gutman y
Polansky, 1986; Harary, 1971; Cvetkovic y col, 1995; Balaban, 1976; Gorbatov, 1988;
Busacker y Saaty, 1965; Wilson, 1972).

Si ax= {vi, Vj} es una arista, entonces los vértices Vj, Vj, se llaman extremos de la arista a.
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Si los vértices Vi y Vj son los puntos finales de €; se denota como ej~[V;, Vj], lo que se lee

como ‘e;jes incidente con v; y v;” (enlace que los une).

Los vértices vj, vjse llaman adyacentes si existe una arista atal que a,= {Vv;, Vj}€ V, (o
sea, si existe una arista que los une). Dos aristas se denominan adyacentes si ellas tienen un

vértice en comun.

En un multigrafo, el grado del vértice v;[3(Vi)] es el nimero de aristas del multigrafo que
son incidentes al vértice v;. En un pseudografo, el grado del vértice v;es igual al nimero total de

aristas (que no sean lazos) incidentes a este vértice, mas el nimero de lazos incidentes a él.

Un camino (P) es una sucesion de aristas con vértices comunes. La longitud (I) de un
camino es el niimero de aristas del mismo. Asi por ejemplo, camino de longitud cero (P°) es una

sucesion de vértices que contiene solo un vértice.

Sea G = (V, E) un pseudografo. El pseudografo G’= (V’, E’) es un subgrafo de G si V' <
V'y E’ c E, o sea, si todos sus vértices y aristas también lo son en G. Los grafos Il y III de la
Figura 3.2 son subgrafos del grafo I, ya que todos los vértices y aristas de Il y III estan
contenidos en I. El subgrafo G — v; se obtiene eliminando del grafo G el vértice v; y todas sus
aristas incidentes. Asi por ejemplo, el grafo II es un subgrafo de I, obtenido al eliminar en I el
vértice Vg junto con sus aristas incidentes, €;.5 y €s.3. El subgrafo G — ej; puede obtenerse
eliminando del grafo G la arista ej;. El grafo III es un subgrafo de I, obtenido al eliminar en I la

arista eg 3 (ver Figura 3.2).

| 1 1
Figura 3.2. Representacion esquematica de subgrafos

Recientemente, Marrero-Ponce y col. han propuesto nuevas matrices moleculares que
describen los cambios en el tiempo de la distribucion electronica a través del esqueleto
molecular (Marrero-Ponce, 2003, 2004, Marrero-Ponce y col, 2003, 2004a,b,c.d,e,f,gh,
2005a,b,c,d,e,f,g,h,i, 2006a,b; Meneses y col, 2005; Montero y col, 2005, 2006; Casefiola y col,
2006; Castillo-Garit y col, 2006; Celeste y col, 2006; Marrero-Ponce y Torrens, 2004). Las nxn
k-ésimas (k™) matrices de densidad electronica grafo-tedricas no estocasticas del seudografo
molecular G, M¥, son matrices simétricas y cuadradas, donde n es el nimero de atomos en la

molécula. Luego, M (G) = M = [m;j], donde los elementos m;; se definen como sigue:

mjj = Pij ifi#jand 3 e e E(G) 3.1
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= Lii 1f| :j
= ( otherwise

donde E(G) representa el conjunto de las aristas de G. Pjj es el niimero de aristas (enlaces

quimicos) entre los vértices (nticleos atdmicos) V; Y V. Ljjes el nimero de lazos en V;.

Los elementos m;; (Mj; = Pjj) de la matriz M representan los enlaces quimicos entre un
nucleo atémico i y otro j. La matriz M* provee el namero de caminos de longitud k que une cada
par de vértices Vi y Vj. Por esta razon, cada arista en M! (para k = 1) representa 2 electrones
perteneciente al enlace covalente entre los dos nucleos atdmicos i y j. Asi por ejemplo, los
coeficientes m;; y mj de M" son iguales a 1, 2 y 3 cuando un simple, doble o triple enlace,
respectivamente, aparece entre los nucleos atomicos (vértices) Vi y Vj. Las moléculas que
contienen anillos aromaticos con mas de una estructura canodnica son representadas como
pseudografo. Este es el caso de los ciclos de piridina, naftaleno, quinoleina, etc; donde la
presencia de los electrones de los orbitales PI (1) son representados por medio de lazos sobre
cada nucleo atémico del anillo aromatico. En cambio, los anillos aromaticos con una sola
estructura canodnica, tales como el furano, tiofeno, pirrol, entre otros, son representados como
multigrafos. Con el propoésito de ilustrar el calculo de estas matrices, tomemos como un simple
ejemplo la molécula seleccionada en la seccion anterior, 3-mercapto-piridina-4-carbaldehido. La
Tabla 3.1 muestra la estructura quimica y el pseudografo molecular etiquetado de este

compuesto.
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Tabla 3.1. A) Estructura quimica de la molécula de 3-mercapto-piridina-4-carbaldehido y su pseudografo molecular etiquetado, G. B) y C) Cero (k = 0),

primera (k = 1), segunda (k = 2) y tercera (kK = 3) potencia de las matrices de densidad electronica grafo-tedricas no estocésticas y estocasticas de G,

respectivamente.
A) Estructura molecular Pseudografo molecular (pseudografo con atomos de H suprimido)
8
O0xy7
4 o Heteroatoms
5 3 %H Vertices
Q O C atoms
6 2
Ny
. - - - ;- s - s - k —
B) k-ésimas potencia de las matrices de densidad electronica grafo-tedricas estocésticas, M* (k = 0-3)
Orden cero (k= 0) Orden uno (k =1) Order dos (k = 2) Orden tres (k = 3)
[ 0000O0O0O O] [T 1T000T1O00 0] [321 01200 0 [76 3236 0 0 1]
01000O0OO0OO0OO0 111000000 232101001 6 77323 1 0 2
00100O0OO0OO0OO0 011100001 124210101 3798322 2 4
000T100UO0O0O 0 001110100 012421121 238973 8 22
000O0OT1WO0O0OO0OO0 000111000 101232100 323776 2 21
00O0O0OOT1O0OO0OO0 100011000 210123000 6 323671 00
000O0OOOTL1O0OO 000100020 001110500 0128211 101
0000000O0T10 000000200 000200040 00222010 0 0
0000000 O0 1] 001000000 001 110000 1] [l 242101 0 1]
] . < - o P Z K — b
C) k-ésimas potencia de las matrices de densidad electrénica grafo-teéricas no-estocéasticas, S* (k = 0-3)?
Orden uno (k =1) Order dos (k = 2) Orden tres (k = 3)

[0.3333 0.3333 0 0 0 03333 0 0 07 [03333 02222 0.1111 0 0.1111 0.2222 0 0 0 ] [ 025 02142 0.1071 0.0714 0.1071 0.2143 0 0 0.0357
0.3333 0.3333 0.3333 0 0 0 0 0 0 0.2 0.3 0.2 0.1 0 0.1 0 0 0.1 0.1935 0.2258 0.2258 0.0967 0.0645 0.0967 0.0323 0 0.0645
0 0.25 0.25 0.25 0 0 0 0 0.25 0.0833 0.166 0.3333 0.1666 0.0833 0 0.0833 0 0.0833 0.075 0.175 0225 0.2 0.075  0.05 0.05 0.05 0.1

0 0 0.25 0.25 0.25 0 0.25 0 0 0 0.0714 0.1429 0.2857 0.1429 0.0714 0.0714 0.1429 0.0714 0.0455 0.0682 0.1818 0.2045 0.1591 0.0682 0.1818 0.0455 0.0455
0 0 0 0.3333 0.3333 03333 0 0 0 0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.2 0.1 0 0 0.0909 0.0606 0.0909 0.2121 0.2121 0.1818 0.0606 0.0606 0.0303
0.3333 0 0 0 03333 03333 0 0 0 02222 0.1111 0 0.1111 0.2222 0.3333 0 0 0 02143 0.1071 0.0714 0.1971 02143 025 0.0357 0 0
0 0 0 0.3333 0 0 0  0.6666 0 0 0 0.125  0.125 0.125 0 0.625 0 0 0 0.0385 0.0769 0.3076 0.0769 0.0385 0.0385 0.3846 0.0385
0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0.3333 0 0 0 0.6666 0 0 0 0.125 0.125 0.125 0 0.625 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0 | 0 0.25 0.25 0.25 0 0 0 0 025 | [0.0833 0.1666 0.333 0.1666 0.0833 0 0.0833 0 0.0833 | ala

cero (k = 0) de la matriz de densidad electronica grafo-tedrica estocastica, S°, coincide con la matriz de esa misma potencia no estocastica (M’ = S°)
®los valores de los elementos de las k-ésimas matrices S (ksij) han sido aproximados.

potencia
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Noétese, que la matriz M* es un modelo grafo-tedrico de la estructura electronica de la
molécula y puede ser considerada como una matriz tipo-Hiickel extendida. En cambio, la matriz
M*(k =0, 1, 2, 3,...) provee el niimero de caminos de longitud k que une a los vértices Vi y V;.
Es decir, M* considera todos los electrones de la capa de valencia (electrones ¢ y n de la
molécula) en un paso, y sus potencias (k = 0, 1, 2, 3,...) pueden ser consideradas como un
modelo de la interaccion electronica en la “red molecular” en k pasos. Este modelo puede ser
visto como un intermedio entre la ecuacion de Schrodinger de la mecéanica cuantica y las ideas

clasicas del enlace quimico (Klein, 2003).

Desde el punto de vista quimico-fisico, este enfoque puede ser entendido como un modelo
simple del movimiento intramolecular de todos los electrones de la capa de valencia en la “red
molecular” de enlace covalente. Consideremos un ejemplo hipotético en el cual un conjunto de
atomos esta libre en un espacio y en un tiempo inicial (ty) arbitrario, a este tiempo los electrones
estan distribuidos alrededor de los niicleos atomicos (M’). Paulatinamente estos electrones
pueden distribuirse alrededor de los ntcleos en intervalos discretos de tiempo tx. En este sentido,
un electrén perteneciente a un atomo i puede moverse a otros atomos a diferentes periodos
discretos de tiempo t, (k = 0, 1, 2, 3,...) a través de la red del enlace quimico. Este
comportamiento se tiene en cuenta en las respectivas matrices M*. En la Tabla 3.1 (columna
izquierda) se ejemplifica esta representacion (M°-M?) para la molécula del 3-mercapto-piridina-

4-carbaldehido.

, . . . ;. Jon] S k
Las k-ésimas matrices de densidad electronica grafo-tedricas estocasticas, S°, puede ser
obtenida directamente de M* (ver ecuacion 3.2). Los elementos kSij se definen como se muestra
en la ecuacion 3.2:
k k
m. m.

kg — i i 3.2
YookSUM, 4, 52

donde “mjj son los elementos de la k-ésima potencia de M, y *SUM,; es la suma de la fila i-ésima
de M* o grado del vértice de orden k del atomo i, k5i. Es importante destacar que la matriz s

tiene la propiedad de que la suma de los elementos en cada fila es 1. Una matriz con elementos
enteros-positivos y que poseen esa propiedad es llamada una matriz estocastica (Edwards y
Penney, 1988a).

Esta transformacion propuesta en la ecuacion 3.2 normaliza cada fila de la matriz original
y por tanto, sus k-ésimos elementos constituyen las probabilidades de transicion con las cuales
un electrén se mueve de un atomo i a otro j en un periodo de tiempo discreto tx. En la columna
derecha de la Tabla 5.1 se muestra, a modo de ejemplo, las matrices estocasticas de orden 0-3

para la molécula del 3-mercapto-piridina-4-carbaldehido. Notese que los k-ésimos elementos Sj;
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toman en consideracion la informacion de la topologia molecular en K pasos a través de todo el
esqueleto covalente (red quimica o -y 7 -). Asi por ejemplo, las probabilidades de auto-retorno
de segundo orden (%s;) [esta es la probabilidad con la que un electron retorna a su 4tomo original
en t,] varian regularmente segin los diferentes “estados hibridos” de un atomo i en la molécula.
Es decir, un electrén debe tener una probabilidad de retorno a un atomo de C sp mayor que a un
atomo de C sp” (o sp’) en t, [P(Cyp)>P(Csp)>P(Cop arom)>P(Csp’)] (ver Tabla 3.1 para més
detalles). Esto es un resultado 16gico si tomamos en cuenta las propiedades electronicas (por

ejemplo su escala de electronegatividad) de cada una de las diferentes hibridaciones de estos

atomos.
3.1.1.3 Definicién de los indices Lineales basados en Relaciones de Atomos.

Definicion de los Indices Lineales Totales y locales para atomos, grupos y fragmentos
moleculares: Los k-ésimas indices lineales locales (atomicos) para un dtomo i en una molécula,
son calculados como una aplicacion lineal sobre R" [f: ® "— R "; entonces f: Endomorfismo
sobre R "] en las bases canonicas (Gorbatov, 1988; Busacker y Saaty, 1965; Wilson, 1972;
Klein, 2003; Edwards y Penney, 1988a; Edwards y Penney, 1988b; Browder, 1996; Axler,
1996). Especificamente, los k-ésimos indices lineales atdmicos no estocasticos y estocasticos,

f( X;) y *f( X;), son calculados a partir de las matrices M*y S¥ como se muestra a continuacion:

f (%) = Z “myx’ = [X']= MX] (33)
j=1

(%) = Z “s;x! = [X$'] =[] (3.4)
j=1

donde n es el nimero de dtomos de la moléculas y X' son las coordenadas del vector molecular

(X ) en el sistema de bases canonicas de %t ". Los coeficientes kmij y kSij son los elementos de M*
y S respectivamente. O sea, que estas matrices denotan las matrices de fi(X;) y *fi( X;), con

respecto a la bases canonicas.

Notese, que los indice lineales atomicos son definidos como una transformacion lineal

f(X;) sobre un espacio vectorial molecular, R ". Esta aplicacion, es una correspondencia que
asigna a cualquier vector X en R " un vector f(X) de forma tal que:

fOUX + AX5) = MT(XY) + ALf(Xy) 3.5

para todo A;,A, namero reales y cualquier vector X;, X, en R". En otras palabras, fy( X;) es una

aplicacion lineal dado que la imagen de la combinacion lineal de dos vectores X; y Xp, A X +

AXy; es igual a la combinacion lineal de las imagenes f(X;) y f(Xy), Af(X;) + Af(X,). Esta
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condicion se denomina condicién de linealidad. Las ecuaciones de definicion para estos indices
también puede ser escrita como una simple ecuacion matricial (ver ecuaciones 3.16 y 3.17),
donde [X] es el vector columna (una matriz de nx1) de coordenadas de X en la base canonica de

R ", [X]'es la matriz transpuesta de [X] (una matriz de 1xn).

Este enfoque es similar al método LCAO-MO (siglas acronimas de “Linear Combinations
of Atomic Orbitals-Molecular Orbitals”). Realmente nuestro enfoque (para k = 1) es una
aproximacion muy similar al método de Hiickel extendido, dado que nuestra matriz considera
tanto electrones sigma como pi. La idea fundamental del método LCAO-MO es que los
electrones en la molécula estan acomodados en orbitales moleculares definidos justamente
como los atomos los acomodan en orbitales atomicos. Es decir, los orbitales moleculares son
formados por combinaciones lineales de 4tomos que componen el sistema, lo cual puede ser

escrito de la siguiente forma:
n

Vi :Zcij(”j (3.6)
j=1

donde i es el numero de MO v [en nuestro caso, fi(X;) o *fi( X;)]; j es el numero de orbitales

S . j 1 1 .
atomicos, @—orbitals (en nuestro caso, X); Cjj (en nuestro caso, ‘Mo ) son los coeficientes

numéricos que definen la contribucién individual de los AOs en un MO dado.

Los indices lineales totales constituyen funciones lineales (Algunos matematicos usan el
término formas lineales) sobre R " (Gorbatov, 1988; Busacker y Saaty, 1965; Wilson, 1972;
Klein, 2003; Edwards y Penney, 1988a; Edwards y Penney, 1988b; Browder, 1996; Axler,
1996). Es decir, los indices lineales totales constituyen aplicaciones lineales de R " a escalares
R[f: R"> R] La definicion matemdtica de este descriptor molecular es la siguiente:
(Rouvray, 1976; Trinajsti¢, 1992; Gutman y Polansky, 1986; Harary, 1971; Cvetkovic y col,
1995; Balaban, 1976)

f () = 2 £ (X)) = [ul' X7 = [u'M(X] @.7)
i=1
TH (X)) = D T (K) =[] [XSTF = [u]'SIX] (38)

i=1

donde n es el numero de atomos y fi( X;) y *fi( X;) son los indices lineales atomicos no

estocasticos y estocasticos obtenidos por las ecuaciones 3.3 y 3.4, respectivamente. En estas
ecuaciones también se muestran las definiciones matriciales de estos indices totales, donde [u]'

es un vector fila (matriz fila) unitario de dimension n.
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Como puede observarse, los k™ indices lineales totales son calculados sumando todos los
indices locales (atomos) de todos los atomos en la molécula. Ademas, si una molécula es
particionada en Z fragmentos moleculares, los indices lineales totales no estocasticos

[estocasticos] pueden ser particionados en Z indices lineales locales no estocasticos

[estocasticos] f( X;) [*fi( X;)], L = 1,..., Z. Es decir, los indices lineales totales de orden k

pueden ser expresados como la suma de los indices locales de los Z fragmentos moleculares:

= (3.9)

L=1 (3.10)

Cada tipo de indice lineal local puede ser clasificado segun el tipo de atomo que compone
el fragmento. Asi por ejemplo, se pueden calcular sobre heteroatomos, H-unido a heteroatomos

(O, Ny S), halogenos, cadenas alifaticas o aromaticas, entre otros.
3.2 Analisis Quimiométrico de los Datos:
3.2.1 Andlisis Discriminante Lineal (ADL) para la prediccion de la actividad.

La calidad y tipo de datos biologicos es un factor importante para seleccionar el método
estadistico apropiado para desarrollar los modelos QSAR. Un gran nimero de pruebas
biologicas producen resultados discretos, por ejemplo, activo o inactivo, o + +, +, 0, -,- -. El
ADL es una técnica de clasificacion y asignaciéon de un individuo (compuesto) a un grupo
(activo o inactivo) conocidas sus caracteristicas (van de Waterbeemd, 1995; Alzina,1989). En
esta se dispone de una serie de grupos definidos a priori, con una serie de observaciones para
cada individuo referidas a un conjunto de variables relevantes. En base a esta informacion se
llega a calcular una funcion discriminante (FD). La FD es una ecuacion lineal con una variable
dependiente que representa la pertenencia a un grupo. Combinaciones lineales de variables

independientes, sirven de base para clasificar a los individuos entre los grupos.
3.2.2 Estimacion de los coeficientes.

La informacion que contienen todas las variables independientes se analiza conjuntamente
para obtener los coeficientes. Se trata de conseguir un promedio ponderado de las variables
independientes para obtener una puntuacion que permita distinguir entre grupos. En realidad,
dados dos grupos de compuestos, uno activo y otro inactivo dos funciones de clasificacion, D; y

D, son obtenidas (van de Waterbeemd, 1995; Alzina,1989):
Dl = b1X1+ bzXz +...+ b3X3 +... (311)

D2 = a1X1 + a2X2 +..+ a3X3 +... (312)
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Los coeficientes, a; y bj, son los llamados pesos discriminantes y se obtienen por el
procedimiento de regresion multiple. Esta funcion describe una linea, un plano o en general, una
superficie (hiperplano) entre los grupos. La diferencia de las dos funciones de clasificacion de

cada uno de los grupos es la llamada FD, D;s,.
D12=D;-D> (3.13)
3.2.3 Matriz de clasificacion.

La tabla que muestra los resultados de la clasificacion con la FD se denomina matriz de
clasificacion o de confusion. Esta tabla provee el porcentaje de casos bien clasificados para
cada grupo y de forma total. La evaluacion de la funcion para todos los individuos que sirven de
base para el analisis es también un criterio a considerar en la validacion de la FD. Usualmente se
exige que el porcentaje de casos bien clasificados no sea inferior a un 75 %, para que el criterio
de clasificacion sea considerado como aceptable (Todeschini y Consonni, 2000; STATISTICA,
1999).

3.2.4 Significacion de la Funcidn Discriminante (FD).

La hipdtesis nula en el ADL puede formularse asi: no existen diferencias significativas
entre las medias de las puntuaciones discriminantes de los grupos. Una de las pruebas para
comprobar la hipdtesis estadistica anterior se basa en la lambda (1) de Wilks. En el caso de solo

dos grupos, la A de Wilks es (Alzina, 1989):

SC.
1= int ragrupos (3.14)
SC

total
donde SC es la variabilidad, por ejemplo, SCingagrupos €5 1a Variabilidad intragrupos.

Este valor representa la porcion de la varianza total de las puntuaciones discriminantes
que no ha sido explicada por la diferencia entre grupos. La A de Wilks toma valores entre 0 y 1.
Mientras menor es la A de Wilks, mayor es la diferencia entre las medias de las puntuaciones
discriminantes de los grupos y esto indica el rechazo de la hipotesis nula. Es importante recalcar
que aunque una A sea significativa no puede interpretarse como una indicacién de la eficacia de
la FD. Lo tnico que prueba es que existen diferencias entre las medias. Pero diferencias
pequetias entre los grupos pueden ser estadisticamente significativas y en cambio no permitir
una buena discriminacion entre grupos. Evidentemente, si la lambda no es significativa la

discriminacion no sera posible (Alzina, 1989).

La existencia de los grupos de poblacionales se comprueba a través de diferentes ensayos
entre los que se encuentra el Cuadrado de la Distancia de Mahalanobis, D? el cual mide la

distancia al cuadrado entre los centroides de dos poblaciones. Sean p poblaciones de nj, ny,...,
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np, individuos cada una. En cada poblacién se conocen V variables, X3, Xz, ..., X,. A cada
poblacién le corresponde una matriz de observaciones. Se dispone por tanto de p matrices de
nxv. A partir de estos datos, y en notaciéon matricial, Mahalanobis define la distancia entre los

centroides de los grupos p y q por:

Diq :(/up_'uq)'z—l(ﬂp_ﬂq) (3.15)

siendo 14y g los vectores columna que contienen las medias de las variables de los grupos
respectivos. Z " es la inversa de la matriz de varianza-covarianzas intragrupos de los dos
grupos conjuntamente. La prima (%) indica la matriz transpuesta. A partir de la D? se puede

estimar la F de Fischer y utilizarla como prueba de contraste:

N2 npnq(np+nq_v_1)
F=b (n, +n, fn, +n, -2 (419

3.2.5 Criterios de seleccion de variables.

Existen diversos criterios de seleccion de variables, los principales son los siguientes: a)
todas las variables se entran simultaneamente siempre que satisfagan el criterio de tolerancia,
b) se selecciona la variable que minimice la lambda de Wilks, c) se selecciona la variable que
maximice la D? de Mahalanobis entre los grupos méas proximos, d) se selecciona la variable que
maximice la menor F entre pares de grupos, e) se selecciona la variable que minimice la suma

de la variacion no explicada entre grupos.

3.2.5.1 Seleccion del Numero Optimo de Predictores. Principio de la Parsimonia.

La exactitud de un modelo de clasificacion aumenta en la medida en que se afiaden
variables a la ecuacién; pero a partir de cierto punto el incremento de esta para cada nueva
variable que se afiade, es insignificante. Un buen modelo no debe presentar ni demasiadas
variables, ni debe olvidar las que sean verdaderamente relevantes. Es decir, debe cumplir el
principio de la parsimonia, segun el cual un fenémeno debe ser descrito con el nimero minimo

de elementos posibles.

Diversos procedimientos se han propuesto para seleccionar el nimero 6ptimo de variables
a incluir en la ecuacion, como por ejemplo la ‘forward selection’, ‘backward elimination;
y ‘stepwise selection’ (Alzina, 1989; STATISTICA, 1999); tambien se han implementado
combinaciones de estos metodos asi han surgido el ‘backward stepwise’ y el ‘forward stepwise’.

Este ultimo método es el mas utilizado y sigue un proceso de seleccion de variables paso a paso.
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3.2.5.2 Tolerancia.

La tolerancia es una medida del grado de asociacion lineal entre las variables independientes
(Belsey y col, 1980). Para la variable i, la tolerancia es igual a 1- Rf, donde Rf es la

correlacion multiple al cuadrado entre la variable i considerada como variable dependiente y las
demas variables independientes. Valores bajos en la tolerancia, indican que la variable i puede
ser considerada como una combinacion lineal de las otras variables independientes. Por tanto, la
tolerancia de una variable, en un paso cualquiera del analisis ‘stepwise’, es la proporcion de su

varianza intra-grupo no explicada por otras variables del analisis.

3.2.6 Multicolinealidad entre variables, redundancia de la informacién y correlaciones

casuales.

El término ‘multicolinealidad’ se utiliza para describir la situacion en que un gran nimero
de descriptores moleculares estan altamente intercorrelacionados. Las variables que se
aproximan a ser una combinacion lineal de las otras, se denominan multicolineales o colineales
(Alzina, 1989; STATISTICA, 1999; Belsey y col, 1980). Una ‘multicolinealidad’ alta, dificulta
estimar la importancia relativa de los descriptores en el modelo, lo cual afecta la interpretacion
de las actividades modeladas en términos estructurales. En estos casos los modelos se considera
que estan sobreajustados y esto es una dificultad cuando el objetivo es interpretar el modelo
obtenido para la actividad en términos estructurales. El método mas utilizado para detectar la
existencia de variables colineales es obtener una matriz de correlaciones entre los descriptores
moleculares. Uno de los métodos mas utilizados para detectar la interdependencia entre
variables, es la tolerancia. Problemas con la redundancia de la informacion y la colinealidad,
han sido ilustrados con el uso de DMs, tales como los indices de conectividad molecular (Basak
y col, 2000; Patel y Cronin, 2001). El nivel aceptable de colinealidad es algo subjetivo y en ese
sentido, segun plantean Cronin y Schultz, la misma debe ser la menor posible (Cronin y
Schultz, 2003). No obstante lo antes planteado no es objetivo de este trabajo interpretar los
modelos en términos estructurales sino obtener modelos capaces de predecir la actividad

carcinogénica con la mayor precision posible.
3.2.7 Validacion Estadistica de los Modelos QSAR.

La significacion estadistica de la FD obtenida con el ADL debe ser probada analizando la
A de Wilks y la D? de Malahanobis, aunque segun Kier, la calidad de la FD puede evaluarse de
tres formas diferentes (Kier, 1980): 1) comparacion del valor de F con el valor tabulado, 2)
determinacion de casos bien clasificados en la serie de entrenamiento (SE) y 3) validacion
externa. Ademas, los métodos de validacion cruzada también pueden aplicarse a este tipo de
modelos (Cativiela y col, 1992). Ogino y col. han propuesto otro enfoque para seleccionar la

mejor FD, la cual se selecciona teniendo en cuenta el andlisis de la combinacion de dos criterios
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(Ogino y col, 1980): 1) una combinacién de variables que minimice el numero de compuestos
mal clasificados, 2) El empleo del nimero menor de variables, y 3) la colinealidad entre las

variables independientes es minimizada.
3.2.7.1 Procesos de validacion a los modelos QSAR-ADL obtenidos.

Para acceder al poder predictivo del modelo QSAR-ADL obtenido, se pueden desarrollar
procedimientos de validacion externa y de validacion interna. La validacion interna se utiliza
cuando todos los compuestos pertenecen a los mismos datos originales y son utilizados en la
construccion del modelo. Este proceso consiste en remover sucesivamente compuestos de la
data y obtener el modelo para los restantes; utilizando los que se extrajeron para predecir su
actividad. No obstante, se ha demostrado que la “unica” condicion necesaria y suficiente para
poder estimar el verdadero poder predictivo de un modelo es analizando su poder predictivo en
una serie de prediccion externa (es decir utilizando compuestos que no fueron empleados en el
entrenamiento del modelo). En este sentido, en nuestro estudio utilizamos el procedimiento de
validacién externa (Wold y Erikson, 1995; van de Waterbeemd, 1995) para ellos empleamos
como series de prediccion externas, el primer y segundo ejercicio de la Programa Nacional de
Toxicologia de Estados Unidos. (Nacional Toxicology Program, NTP por sus siglas en inglés),
conformados por 43 compuesto del primer ejercicio y 26 compuestos del segundo ejercicio. La
calidad de los modelos también fue evaluada chequeando los principales parametros estadisticos
propuestos en la literatura para los modelos de clasificacion: exactitud (Qy.), sensibilidad,

especificidad y la proporcion de falsos activos.
3.2.8 Conclusiones parciales del capitulo.

En el presente, el uso de los DMs abarca las principales areas de investigacion en el
desarrollo de farmacos: Descubrimiento de compuestos lideres y optimizacion de las actividades
biologicas de estos (no solo las farmacologicas, sino también las farmacocinéticas y
toxicologicas). En el presente, la mayoria de los investigadores que trabajan en esta rama del
saber, concentran sus esfuerzos en el desarrollo de mejores DMs y de mejores modelos

matematicos que permitan el descubrimiento in silico de nuevos compuestos lideres bioactivos.

Todos los modelos desarrollados estan basados en datos (y teoria), por lo que la calidad y
representatividad de estos datos es esencial para la credibilidad, la utilidad y la interpretabilidad
de los modelos. Por la forma detallada en que han sido expuestos los pasos y estrategias de
trabajo en el analisis multivariado de los datos puede dar la impresiéon que la obtencion de
modelos QSAR robustos y con un adecuado poder predictivo es mas arte que ciencia, lo cual en
parte es verdad. Ahora bien, ;puede un modelo QSAR ser utilizado para hacer predicciones a
compuestos fuera de la SE? Para confirmar esto un riguroso proceso de validacion tiene que

llevarse a cabo. Asi por ejemplo, los modelos QSAR que son desarrollados en base solamente a
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una SE, sin hacer referencia a una SP; las predicciones externas deben hacerse con mucha
cautela y las conclusiones sobre el modelo y la propiedad modelada no pueden ser tan
categéricas. En contraste, si un modelo es transparente, mecanistica o estructuralmente
interpretable y predice satisfactoriamente la actividad biologica de compuestos en una SP,
entonces puede ser considerado que dentro de las limitaciones de un modelo, este es muy ttil en
el disefio/descubrimiento de nuevos materiales o compuestos bioactivos y que los errores

potenciales han sido minimizados.



PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Base de Datos de los Compuestos Usados en la Obtencion de los Modelos ADL-QSAR.

La aplicabilidad y la representatividad del presente método dependen de forma critica de la
seleccion de los compuestos que son utilizados como serie de entrenamiento para construir el
modelo de clasificacion.

La data de carcinogenicidad usada fue obtenida de la base de datos de potencia
carcinogénica (CPDB por sus sigla en ingles), establecida por Gold y Zeiger (Gold y Zeiger,
1997) y disponible en Internet en ( http: //potency.berkeley.edu/cpdb.html) (ver Anexo 2). La
CPDB es un solo recurso estandarizado por muchos afios de carcinogénesis cronica y término
largo. Esta base de datos contiene una gran diversidad de estructuras quimicas (mas de 1300
sustancias reportadas), e incluyen datos tumorales reconocidos a partir de todos los reportes
técnicos de bioensayos de NCI/NTP, asi como datos adicionales extraidos de alrededor de 1200
fuentes de literaturas sujetas a una revision extensiva (Gold y col, 1999).

La data establecida esta compuesta por 189 compuestos (119 carcinogénicos y 70 no
carcinogénicos). Los modelos obtenidos fueron validados utilizando como series de prediccion
externas, el primer y segundo ejercicio del Programa Nacional de Toxicologia de Estados
Unidos. (Nacional Toxicology Program, NTP por sus siglas en inglés). Estos ejercicios fueron
utilizados en la pasada década para probar el poder predictivo de los modelos teéricos que habian
sido desarrollados por la comunidad cientifica. El primero de estos ejercicios esta compuesto por
43 compuestos quimicos de diferentes clases. Muchos de los sistemas que participaron en este
ejercicio fueron enfoque de tipo relacion estructura-actividad (SAR por sus siglas en ingles) y de
tipo relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR); otros enfoques que también participaron
fueron los que relacionan la carcinogenesis con otros evento biologico a mas corto plazo
conocido como relaciones actividad-actividad (AAR por sus siglas en inglés). El segundo
gjercicio esta compuesto de 26 compuestos quimicos que en aquel momento estaban siendo
ensayados. En este estuvieron involucradas predicciones basadas en sistemas de expertos

humanos los cuales fueron los que alcanzaron los mejores resultados.
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El problema fundamental en dichos ejercicios estuvo basado en que muchos de los
compuestos no carcindgenos se predicen como carcindgenos en diversos sistemas. Los resultados
de los dos ejercicios comparativos del NTP son muy importantes para juzgar la capacidad
verdadera de predecir la carcinogénesis de productos quimicos no comprobados. En ambos
gjercicios, el mejor funcionamiento fue logrado por los métodos que confiaron en gran parte en el
juicio experto humano. Sin importar esto, los métodos clasicos de QSAR pueden generar modelos
absolutamente satisfactorios para las clases individuales de mutidgenos y de agentes carcinégenos
(Benigni, 2000; Franke, 2001; Zhang, 1992).

La funcion discriminante fue obtenida haciendo el analisis discriminante lineal
implementado en el paquete estadistico version 6.0. (StatSoft, 2002). Los parametros
predeterminados de este programa se usaron en el desarrollo del modelo. Las variables a ser
incluidas en la ecuacion se seleccionaron por el procedimiento de paso hacia adelante (forward

stepwise) como estrategia en el método de seleccion de variable.

4.2 Método Computacional. TOMOCOMD-CARDD software
TOMOCOMD (Marrero-Ponce y Romero, 2002) es un programa interactivo para el disefio
molecular e investigaciones bioinformaticas. El programa esta compuesto por cuatro médulos o
subprogramas. Cada uno de estos modulos consta de una interfaz grafica que facilita al
investigador la representacion de las moléculas (drawing mode) y el calculo de varias familias de
descriptores moleculares (calculation mode). Los moédulos han sido denominados con las
siguiente siglas acrénimas: CARDD (Computed-Aided ‘Rational’ Drug Design), CAMPS
(Computed-Aided Modeling in Protein Science), CANAR (Computed-Aided Nucleic Acid
Research) y CABPD (Computed-Aided Bio-Polymers Docking). En este trabajo, nosotros solo
demostraremos los rasgos sobresalientes de uno de estos subprogramas: CARDD. Este modulo
fue desarrollado basado en una filosofia amigable para el usuario, el cual no tiene que tener a
priori ningin conocimiento de programacion.
Los principales pasos para desarrollar un estudio QSPR/QSAR utilizando el enfoque
topolégico molecular TOMOCOMD-CARDD, son resumidos brevemente a continuacion:
1. Representar el seudografo molecular de cada una de las moléculas de la base de datos a
analizar, usando el modulo de dibujo del software. Este procedimiento es llevado a cabo
seleccionando el atomo deseado perteneciente a diferentes grupos de la tabla periodica en el

momento de representar las moléculas,
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2. Usar un ‘peso’ apropiado (etiqueta) de atomo, en orden de diferenciar cada tipo de atomo
en la molécula. En este estudio hemos utilizado un esquema de ponderaciones constituido por
4 propiedades atomicas,

3. Computar los indices lineales totales y locales (tanto estocédsticos como no-estocasticos).
Este proceder es llevado a cabo en el moédulo de calculo del programa, el cual permite
seleccionar la propiedad atomica y la familia que se desea calcular. Este programa genera una
tabla en la cual las filas corresponden a los compuestos (casos) y las columnas a los indices
moleculares calculados (variables).

4. Encontrar una o varias ecuaciones QSPR/QSAR usando técnicas estadisticas o de
inteligencia artificial adecuada, tales como Regresion Lineal Multiple (RLM), Analisis
Discriminante Lineal (ADL), Redes Neuronales (RN), entre otras. Es decir, nosotros
encontramos una relacion cuantitativa entre una propiedad P y la estructura quimica
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Figura 4.1. TOMOCOMD-CARDD Software: A, Ventana para seleccionar el modulo de
trabajo. B, Interfaz grafica del subprograma de disefio de farmacos.
descriptores calculados. Asi por ejemplo, la ecuacion obtenida con los indices lineales

totales tomaria la siguiente apariencia:

P = agho(X) + a;by(X) + axha(x) +....+ ab(X) + ¢ 4.1)
donde P es la medida de la propiedad (o actividad), b(X) [0 bi(X)] es el k™ indice lineal total
[o local], y los términos ax’s son los coeficientes obtenidos por el analisis estadistico
multivariable.

5. Probar la robustez y demostrar el poder predictivo de las ecuaciones QSPR/QSAR
obtenidas usando procedimientos de validacién interna y externa.
6. Desarrollar una interpretacion estructural de los modelos QSAR/QSPR obtenidos, que

permita interpretar la propiedad P estudiada.

4.3. Desarrollo de las Funciones Discriminantes (FDs) usando ADL.

A pesar de que existen varias técnicas quimiométricas para generar FDs, tales como “soft
independent modeling of class analogy” (SIMCA) o redes de neuronas (RNs) artificiales, el ADL
fue seleccionado para obtener las funciones de clasificaciones sobre la base de la simplicidad del

método (van de Waterbeemd, 1995). Los modelos QSAR-ADL se obtuvieron con el paquete de
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programas estadisticos STATISTICA (StatSoft Inc., 2001). El método de seleccion de variables
utilizado fue el de “pasos hacia delante (‘forward stepwise’). En todos los casos el estadistico F y
la tolerancia se usaron para el control del proceder de seleccion. En este sentido, la colinealidad
entre variables fue examinada utilizando las matrices de correlaciones entre las variables

incluidas en el modelo. Siempre se utilizo, por defecto, como minimo aceptable de tolerancia el

valor de 0.01.

Con el objetivo de ensayar la calidad y robustez de los modelos obtenidos, siempre
evaluamos varios parametros estadisticos, tales como la A de Wilks, el valor de F y el cuadrado
de la distancia de Mahalanobis (D?). Otro factor que se tuvo en consideracion para evaluar la
habilidad (poder discriminante) de las FDs obtenidas, fueron los porcentajes de buena
clasificacion en cada uno de los grupos y del modelo en general en la serie de entrenamiento. La
clasificacion de los casos se desarrolld por medio de la probabilidad de clasificacion posterior.
Usando la D? para la clasificacion, se pueden obtener probabilidades. La probabilidad de que un
caso pertenezca a un grupo particular es basicamente ‘proporcional’ a la D* del caso al centroide
del grupo. En resumen, la probabilidad posterior es la probabilidad, basada en el conocimiento
de los valores de otras variables, de que el respectivo caso pertenece a un grupo en particular.
Ademas, se utilizaron varios parametros estadisticos para evaluar la calidad de los modelos
obtenidos (exactitud, sensibilidad, especificidad, etc), todos calculados a partir de la matriz de

confusion (Baldi, 2000).

Los resultados de las probabilidades de clasificacion para cada compuesto se muestran
utilizando el siguiente parametro: AP% = [P(actv)-P(inactv)]x100, donde P(actv) es la
probabilidad con que la ecuacion clasifica un compuesto como activo. Contrariamente, P(inactv)
es la probabilidad con que el modelo clasifica un compuesto como inactivo.

Para acceder al poder predictivo de los modelos QSAR-ADL obtenidos, se desarrollaron
procedimientos de validacion interna y externa. En la validacion interna, se llevo a cabo en cada
caso un proceder de validacion cruzada (VC) ‘dejando grupos de compuestos fuera’ (leave-
group-out). Esta metodologia retira sistematicamente un grupo de compuestos de la SE y
construye el modelo con los datos reducidos y la funcion obtenida se utiliza para predecir los
compuestos que han sido extraidos. Este proceder se repite hasta que todos los casos (en este caso
grupos) han sido retirados una vez y predichos por el modelo generado con las respectivas bases
de datos reducidas. Finalmente, para un exhaustivo ensayo del poder predictivo de los modelos

obtenidos, en cada caso se utilizé una SP externa (Wold y Erikson, 1995).
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5.1 Obtencién de los Modelos de Clasificacién con Indices Moleculares.
5.1.1 Desarrollo de Modelos QSAR-ADL con Indices Lineales no-estocasticos

Con el objetivo de modelar la actividad carcinogénica, desarrollamos modelos discriminantes
utilizando el ADL y los indices lineales no-estocasticos como técnica estadistica y como
descriptores moleculares, respectivamente. En este estudio utilizamos las ponderaciones de cuatro
propiedades atomicas: 1) masa atdmica (M), 2) polarizabilidad atémica (P), 3) electronegatividad
atdbmica de Pauling (G) y 4) volimen de van der Waals atomico (V), para el célculo de los
descriptores moleculares. La mejor funcidn de clasificacién obtenida con el proceder ‘forward

stepwise’ es dada a continuacion junto con sus parametros estadisticos:

Class = 1.9644 -7.414x107 Mf1™(xg) +1.726X10° Mfyy(xen) -4.472x10°8 Mf1u(Xe-)
+5.704x10° VF;(x) +1.955 x107 V£, (xe) -3.688x10° VFig(xe) -3.087x1072 Pf,H(x)
+9.771x107° Pfo(xe) +4.581x107% ®f3"™(xe) -2.397x107% °f, " (xe)
+6.049x107" f11"(xg) +8.812x107" Cfya(xe) (5.1)

N=189 2=0.66 D?=2.09 F(12,176) = 7.2373  p<0.0001

donde N es el nimero de compuestos, A es el estadistico de Wilks, D? es el cuadrado de la
distancia de Mahalanobis y F es el estadistico de Fischer.

El objetivo fundamental de este proceder es obtener funciones a partir de espacios
experimentales iguales, con el objetivo de llevar a cabo un estudio comparativo sobre el poder
descriptivo de la actividad carcinogénica de los descriptores moleculares TOMOCOMD-CARDD
(indices lineales basadas en 4&tomo) utilizados para obtener los modelos QSAR-ADL.

En el desarrollo de las funciones discriminantes fueron utilizados los indices lineales totales y
locales y no-estocasticos (Ec.5.1). La serie de entrenamiento estuvo conformada por 189

compuestos, de ellos 119 compuestos activos (carcindgenos) y 70 compuestos inactivos (no
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carcinogenos). Los modelos obtenidos fueron validados haciendo uso de dos series de prediccidn
externas; las mismas son el primer y segundo ejercicio de la Programa Nacional de Toxicologia
de Estados Unidos. (Nacional Toxicology Program, NTP por sus siglas en inglés), conformados
por 43 compuesto del primer ejercicio y 26 compuestos del segundo ejercicio.

Tabla 5.1. Resultados de la Clasificacion de los Compuestos Incluidos en las Series de
Entrenamiento y de Prediccion Obtenidos Utilizando los Indices Lineales no estocasticos

Exactitud  Sensibilidad Especificidad “Hit” de Falsos

‘Qrotal’ (%) (%) Positivos
(%) (%)
indices cuadraticos no-estocasticos
SE 78.31 82.35 83.05 28.57
SP: 1 Ejercicio 53.49 69.57 55.17 65.00
SP: 2% Ejercicio 57.69 68.75 64.71 60.00

En la Tabla 5.1 se sumarizan los resultados de la clasificacion obtenidos en el ajuste de el
modelo, asi como los resultados en los dos ejercicios de la NTP. En el modelo obtenido para el
indice lineal no-estocéstico se evidencia un por ciento de clasificacion de 78,30% para la SE,
donde se clasificaron incorrectamente 41 compuestos de un total de 189 compuestos; en la SP
externa se demuestra que para el segundo ejercicio (Q = 74.41%) los indices lineales describen en
una forma mas adecuada la actividad carcinogénica que para el primer ejercicio (Q = 53.48%).
Los falsos activos son compuestos inactivos que el modelo los clasifica como carcinogénicos y
los falsos inactivos son los compuestos activos clasificados como inactivos por el modelo.

En la Tabla 5.2 se da una explicacion mas detallada de clasificacion de la serie de
entrenamiento con relacion a los falsos positivos y los falsos negativos, asi como su probabilidad
correspondiente.

Tabla 5.2 Resultados de clasificacion de los compuestos de la serie de entrenamiento para
Indices Lineales no-estocasticos.

Compuestos AP%  Clas Compuestos AP%  Clas

Compuestos carcindgenos
[4-Chloro-6-(2,3-xylidino)-2-

S : Lo 32.22 + Diethylstilbestrol 46.98 +
pyrimidinylthio]acetic acid
1-(2-Hydroxyethyl)-1-nitrosourea 37.25 + Dihydrosafrole -9.08 -
1,1-Dimethylhydrazine 79.20 + dI-Ethionine 33.61 +
1,2-Dibromoethane 72.89 + Doxylamine succinate -18.27 -
1,2-Dimethylhydrazine 77.96 + Ethylene thiourea 66.37 +
1'-Hydroxysafrole 2.73 + Formaldehyde 35.15 +

Formic acid 2-[4-(5-nitro-2-

1-Nitroso-3,4,5-trimethylpiperazine 57.16 + furyl)-2-thiazolyl]hydrazide 1.62 +
2,2,_2-Tr|fluoro—N—_[4—(5—n|tro-2- furyl)- -20.90 i Glu-P-1 29.18 +
2-thiazolyl]acetamide

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 62.02 + Glu-P-2 19.75 +
2,4,5-Trimethylaniline 61.03 + Hexachlorobenzene 70.00 +
2,4,6-Trimethylaniline 59.81 + HYDRAZINE 87.43 +
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Tabla 5.2 (Cont)

Compuestos AP%  Clas Compuestos AP%  Clas
2,4-Diaminotoluene 75.03 + HYDRAZINE SULFATE 82.23 +
2,4-Dinitrotoluene, practical grade 60.68 + [0] 13.32 +
2,5-Dimethoxy-4'-aminostilbene 30.74 + Isoniazid 60.45 +
2,5-Xylidine 64.89 + Lead Acetate, basic -15.12 -
2-Acetylaminofluorene 64.66 + MeA-alpha-C acetate 49.95 +
2-Amino-4-(5-nitro-2-furyl)thiazole 20.39 + MelQx -26.78 -
2-Hydrazino-4-(5-nitro-2-furyl)thiazole 62.08 + Melphalan 11.39 +
tﬁ}aHZ%?éazmoA—(p—amlnophenyl) 54.71 +  Methyl tert-butyl ether 47.46 +
2-Hydrazino-4-(p-nitrophenyl) thiazole 44.37 + Metronidazole 49.85 +

. N-[4-(5-Nitro-2-furyl)-2-
2-Naphthylamine 78.06 + thiazolyl]acetamide -21.25 -
3-(_5-_Nitro-2-furyI)-imidazo(l,Z-aIpha) 33.70 + N_-[4-(5-Nitro-2-furyl)-2- 5415 i
pyridine thiazolyl]formamide
o L N-[5-(5-Nitro-2-furyl)-1,3,4-
3,3',4,4'-Tetraaminobiphenyl 72.93 + thiadiazol-2-yl]acetamide 24.17 +
3-Aminotriazole 49.55 + N-Hydroxy-2-acetylaminofluorene 71.45 +
3-Nitro-3-hexene 54.08 + Nitrobenzene 55.06 +
4-Chloro-4'-aminodiphenylether 64.99 + N|troso-2,3-q|hydroxypropyl-2- 74.76 +
oxopropylamine
5-Azacytidine 72.95 + Nitroso-2-oxopropylethanolamine 73.46 +
Acetaldehyde 52.55 + Nitrosodibutylamine 26.96 +
Acetamide 7002+ [N-Nitroso-23-dihydroxypropyl-2- 454¢
hydroxypropylamine
Acetaminophen 41.13 + N-Nitrosoallyl-2-oxopropylamine 49.48 +
AF-2 32.74 + N-Nitrosodimethylamine 71.90 +
Aldrin 5120 +  -Nitrosomethyl-2,3- 7584  +
dihydroxypropylamine
alpha-1,2,3,4,5,6- 84.03 +  N-Nitrosomorpholine 71.38 +
Hexachlorocyclohexane
Aramite 12.86 + N-Nitroso-N-methylurea 32.53 +
Auramine-O -47.60 - N-Nitrosopiperidine 59.02 +
Azobenzene 43.06 + N-Nitrosopyrrolidine 67.18 +
Benzidine 77.29 + 0-Phenylenediamine 81.62 +
Benzo(a)pyrene 97.79 + o-Toluidine 75.85 +
beta-Propiolactone -3.76 - p,p'-DDE 27.07 +
Bis-(chloromethyl)ether 12.08 + Phenacetin 21.04 +
Bis-2-hydroxysthyldithiocarbamic 43,51 + Phenobarbital, sodium -86.26 -
acid,potassium
Butylated hydroxyanisole 20.36 + PhIP -38.65 -
Caffeic acid 13.30 + Piperonyl butoxide -83.49 -
Captafol 38.00 + Propylthiouracil -29.63 -
Captan -24.80 - Safrole -6.10 -
Carbon tetrachloride 54.11 + Sesamol 24.91 +
Catechol 68.42 + Sterigmatocystin -66.29 -
Chlorambucil -16.92 - Streptozotocin -15.41 -
Chloroform 58.70 + Styrene oxide 45.96 +
Chloromethyl methyl ether 27.66 + Tamoxifen citrate 5.69 +
Chrysazin -22.75 - Thioacetamide 90.78 +
Ciprofibrate 9.95 + Thiouracil 34.18 +
Cyclophosphamide 55.61 + Trichloroethylene 84.44 +
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Tabla 5.2 (Cont)
Compuestos AP%  Clas Compuestos AP%  Clas
D & Credno 79.21 + Trp-P-1 acetate 40.04 +
DDT 59.45 + Trp-P-2 acetate 56.95 +
Diallylnitrosamine 49.57 + Uracil -22.32 -
Dibromodulcitol 78.93 + Urethane -25.92 -
Dibromomannitol 78.93 + Vinyl acetate 8.39 +
Dichloroacetylene 73.70 + Vinyl chloride 66.89 +
Dieldrin 53.64 +
Compuestos no carcindgenos
1,1,1-Trichloroethane(grado tec 74.08 + FD & C blue nol -97.43 -
1,2-Dichloroethane 72.24 + FD & C blueno 2 -94.28 -
1,4-Dichlorobenzene 63.96 + FD & C greenno 3 -97.21 -
1-[(5-
Nitrofurfurylidene)amino]hydantoin -30.69 i FD & Credno3 -92.94 i
1-Chloro-2,4-dinitrobenzene 39.45 + FD & C yellow no 5 -86.70 -
E2,C3_,74),5,6-PentachIorophenol (Dowicide 72 64 + FD & C yellow no 6 57.06 i
2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid 52.03 + Fenvalerate -96.81 -
3-Nitro-4-Hydroxyphenylarsonic Acid -22.74 - Flecainide acetate -90.13 -
5,5-Diphenylhydantoin -74.79 - Fluoxetine -76.62 -
h6-D|methyIam|no-4,4-d|phenyl-3- -12.78 - Hexamethylenetetramine -94.07 -
eptanone
Adipamide 25.41 Isopropyl-N-(3-chloropheny!) 6370 -
carbamate
Aspirin -70.75 - Maleic hydrazide 32.19 +
Barium Acetate -37.26 - Methotrexate -94.07 -
Benzalazine -77.78 - Misoprostol -92.59 -
Benzoate, sodium -17.14 - Monochloroacetic acid 75.06 +
Benzoguanamine 62.54 + Nefiracetam -56.20 -
Black PN -99.37 - N-Nitrosocimetidine 40.72 +
C.1. pigment yellow 12 -82.95 - Oxamyl -75.86 -
C.1. pigment yellow 16 -85.88 - Oxprenolol 10.92
C.1. pigment yellow 83 -74.64 - Phenyl isothiocyanate -51.16 -
Cadmium Acetate -25.30 - Prazepam -67.75 -
Caffeine -95.65 - Praziquantel -92.18 -
Chlorodifluoromethane 20.29 + Propranolol 65.85 +
Chromium (lii) Acetate -91.17 - Quercetin dihydrate 23.64 +
Compound 50-892 -80.88 - Rutin trihydrate -23.26 -
Cyclohexylamine 57.82 + Saccharin -56.56 -
Deltamethrin -98.59 - Sorbic acid -13.11 -
Diazepam -48.63 - Sotalol -29.14 -
Dichlorodifluoromethane -0.39 - Tetramethylthiuram disulfide -14.29 -
Dimethylformamide -46.51 - Tilidine fumarate -87.97 -
Diphenyl-p-phenylenediamine 43.16 + Toluene Diisocyanate -93.86 -
Erythorbate, sodium 42.02 + Trichlorofluoromethane 29.22 +
Estazolam -2.82 - Trifluralin, technical grade -74.66 -
Ethynodiol diacetate -98.18 - Triprolidine -2.83 -
Etodolac -49.31 - Urea 56.73 +

El modelo obtenido fue validado utilizando como series de prediccion externas, el primer y

segundo ejercicio del Programa Nacional de Toxicologia de Estados Unidos. (NTP por sus siglas

en inglés). El problema fundamental en dichos ejercicios ha estado basado en que muchos de los
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compuestos no carcinégenos se predicen como carcinégenos por diversos sistemas incluso
cuando se utilizan predicciones basadas en sistemas expertos humanos.

Los resultados de la prediccion, de los modelos obtenidos por métodos clasicos de QSAR, en
estos ejercicios comparativos del NTP brindan un criterio suficiente para juzgar la capacidad
verdadera de dichos modelos de predecir la carcinogénesis a productos quimicos no
comprobados.

En la Tabla 5.3 se muestran los resultados de clasificacion global del primer ejercicio asi

como su respectiva probabilidad.

Tabla 5.3 Resultados de la clasificacion en la serie de prediccion para el primer ejercicio
de la NTP, con los Indices Lineales no-estocasticos.

Compuestos Actividad AP% Clas

naphthalene + 80.94 +
0-benzyl-p-chlorophenol + 44.39 +
2.2-bis(bromomethyl)-1.3-propanediol + 4.06 +
t-butyl alcohol + 71.69 +
3.4-dihydrocoumarin + 11.75 +
mercuric chloride + 83.73 +
Methylphenidate Hydrochloride + -70.87 -
Triamterene + -9.63 -
diphenylhydantoin + -84.73 -
pentachloroanisole + 11.90 +
p-nitrobenzoic acid + -10.69 -
tris(2-chloroethyl)phosphate + 40.87 +
direct blue 218 + 100.00 +
C.l. Pigment Red 3 + 25.49 +
2.4-diaminophenol dihydrochloride + 85.31 +
salicylazosulfopyridine + 44.61 +
C.l. Acid Red 114 + -85.90 -
C.1. direct blue 15 + -99.93 -
coumarin + -8.67 -
2.3-dibromo-1-propanol + 75.13 +
3.3'-dimethylbenzidine + 67.95 +
o-nitroanisole + 33.31 +
1.2.3-trichloropropane + 73.08 +
dl-amphetamine sulfate - 56.01 +
promethazine hydrochloride - -6.92 -
resorcinol - 68.88 +
gamma-butyrolactone - -11.74 -
manganese sulfate monohydrate - 85.96 +
monochloroacetic acid - 57.47 +
p-nitrophenol - 65.00 +
tricresyl phosphate - -65.94 -
ethylene glycol - 70.02 +
theophyllin - -93.59
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Tabla 5.3 (Cont)

60

Compuestos Actividad AP% Clas
4.4'-thiobis(6-t-butyl-m-cresol) - -23.16 -
chloramine - 86.20 +
4.4'-diamino-2.2'-stilbene disulfonic acid - -87.04 -
methyl bromide - 66.86 +
sodium azide - 91.97 +
C.l. pigment red 23 - -66.60 -
4'-Hydroxyacetanilide - 44.05 +
titanocene dichloride - 100.00 +
HC yellow 4 - 51.42 +
p-nitroaniline - 71.16 +

En la Tabla 5.4 se muestran los resultados de clasificacion global para el segundo ejercicio

asi como su respectiva probabilidad, demostrando un buen porcentaje de clasificacion.

Tabla 5.4 Resultados de la clasificacion de los compuestos de la serie de prediccion en el
segundo ejercicio para Indices Lineales no-estocasticos.

Compuestos Actividad AP% Clas
oxymethalone + -81.23 -
primaclone + -75.76 -
phenolphthalein + -35.89 -
D&C yellow no + -12.33 -
anthraquinone + 0.57 +
1.2-dihydro-2.2.4-trimethylquinoline + 62.45 +
chloroprene + 50.15 +
isobutene + 44.32 +
methyleugenol + -1.46 -
nitromethane + 80.96 +
pyridine + 68.98 +
diethanolamine + 64.85 +
furfuryl alcohol + 56.08 +
tetrahydrofuran + 35.93 +
ethylene glycol monobutyl ether + 25.00 +
ethylbenzene + 39.47 +
scopolaminehydrobromide trihydrate - -75.50 -
codeine - -22.56 -
emodin - -28.98 -
t-butylhydroquinone - 45.61 +
iso-butyraldehyde - 17.40 +
1-chloro-2-propanol - 70.54 +
xylene sulfonic acid, sodium salt - 4.70 +
cinnamaldehyde - 19.34 +
sodium nitrite - 87.36 +
citral - -45.45 -

Yuleimi D. Pérez-TOMOCOMD-CARDD: Un Novedoso Enfoque para el Disefio de Carcinégenos Asistido por Computadora



Resultados y Discusion 61

5.1.2 Desarrollo de Modelos QSAR-ADL con Indices Lineales estocasticos

Posteriormente, otra FD fue obtenida usando una combinacion del ADL y los indices lineales

estocasticos. Esta ecuacion se muestra a continuacion:

Class = 2.2673 - 0.167 P*f™(x) + 0.1717*f3(x) - 6.641° *f4(xe.p) + 17.058 ° *fg(xe1)
- 9.479 " %15 (Xe-) - 1.214 P *fy5(Xen) - 3.805 © 157 (xe) - 1.050 € *fa(xe)
- 2.658 ©fy(xg) +7.426 © *f5(xe) (5.2)

N=189 1=063 D?=242 F(10.178)=10.1740 p<0.0001

En este estudio también utilizamos las ponderaciones de cuatro propiedades atémicas: 1)
masa atomica (M), 2) polarizabilidad atémica (P), 3) electronegatividad atémica de Pauling (G) y
4) volumen de van der Waals atémico (V) para el célculo de los descriptores moleculares. El
modelo desarrollado con los indices lineales estocasticos (Ec. 5.2) clasifica correctamente el
79.37% de los compuestos en la SE, clasificando incorrectamente solo 39 entidades de un total de
189. En este modelo se obtuvo una exactitud global para las SP externas de 60.46%, para el
primer ejercicio (17/43), y 74.42% para el segundo ejercicio se obtuvo (11/26). Estos resultados
muestran la estabilidad y el poder predictivo de la funcion de clasificacién obtenida con los
indices lineales estocasticos.

Los resultados obtenidos en el desarrollo de este modelo se presentan de forma resumida en
la Tabla 5.5. El conjunto completo de compuestos incluidos en las series de entrenamiento y de
prediccion.

Tabla 5.5 Resultados de la Clasificacion de los Compuestos Incluidos en las Series de
Entrenamiento y de Prediccion Obtenidos Utilizando los Indices Lineales Estocasticos.

Exactitud  Sensibilidad Especificidad “Hit” de Falsos

‘Qrotal’ (%) (%) Positivos
(%) (%)
indices cuadraticos estocasticos
SE 79.37 81.51 85.09 24.29
SP: 1 Ejercicio 60.47 73.91 60.71 55.00
Sp; 2% Ejercicio 57.69 81.25 61.91 80.00

En la Tabla 5.2 se da una explicacion mas detallada de clasificacion de la serie de entrenamiento

con relacion a los falsos posito y los falsos negativos, asi como su probabilidad correspondiente.
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Tabla 5.6 Resultados de la clasificacion para los compuestos de la serie de entrenamiento
utilizando los Indices Lineales no-estocésticos.
Compuestos AP%  Clas Compuestos AP% Clas
Compuestos carcindgenos
[4-Chloro-6-(2,3-xylidino)-2- 68.68 - Diethylstilbestrol 4471+
pyrimidinylthio]acetic acid
1-(2-Hydroxyethyl)-1-nitrosourea 6.45 + Dihydrosafrole 2851 +
1,1-Dimethylhydrazine 32.27 + dI-Ethionine 3323 +
1,2-Dibromoethane 5.51 + Doxylamine succinate 51.63 -
1,2-Dimethylhydrazine 7.20 + Ethylene thiourea 57.42 -
1'-Hydroxysafrole 29.29 + Formaldehyde 2894 +
. . . . Formic acid 2-[4-(5-nitro-2-furyl)-
1-Nitroso-3,4,5-trimethylpiperazine 4.36 2-thiazolyl]hydrazide 46.61  +
2,_2,2-Tr|ﬂuoro—|_\l—[4—(5—n|tro-2- furyl)-2- 14.95 + Glu-P-1 2265  +
thiazolyl]acetamide
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 18.16 + Glu-P-2 17.00 +
2,4,5-Trimethylaniline 15.35 + Hexachlorobenzene 3375  +
2,4,6-Trimethylaniline 18.68 + hydrazine 1.86 +
2,4-Diaminotoluene 5.70 + hydrazine sulfate 34.07 +
2,4-Dinitrotoluene, practical grade 15.44 + 10 21.27 +
2,5-Dimethoxy-4'-aminostilbene 23.61 + Isoniazid 29.04 +
2,5-Xylidine 14.19 + Lead Acetate, basic 3724 +
2-Acetylaminofluorene 24.50 + MeA-alpha-C acetate 19.75  +
2-Amino-4-(5-nitro-2-furyl)thiazole 25.87 + MelQx 19.73  +
2-Hydrazino-4-(5-nitro-2-furyl)thiazole 3.39 + Melphalan 28.38  +
2-Hydrazino-4-(p-aminophenyl) thiazole 3.27 + Methyl tert-butyl ether 22.04 +
2-Hydrazino-4-(p-nitrophenyl) thiazole 4.48 + Metronidazole 4396 +
. N-[4-(5-Nitro-2-furyl)-2-
2-Naphthylamine 8.80 + thiazolyl]acetamide 65.82 -
3—(_5-_Nitro—2—furyI)—imidazo(l,Z—aIpha) 16.01 + N_—[4—(5—Nitro-2-fury|)—2— 60.44 i
pyridine thiazolyl]formamide
A . N-[5-(5-Nitro-2-furyl)-1,3,4-
3,3',4,4'-Tetraaminobipheny!l 4.14 + thiadiazol-2-yl]acetamide 67.29 -
3-Aminotriazole 16.39 + N-Hydroxy-2-acetylaminofluorene ~ 19.10  +
3-Nitro-3-hexene 17.49 + Nitrobenzene 9.83 +
4-Chloro-4'-aminodiphenylether 12.19 +  Nitroso-2,3-dihydroxypropyl-2- 9211  +
oxopropylamine
5-Azacytidine 49.81 + Nitroso-2-oxopropylethanolamine 4.92 +
Acetaldehyde 16.29 + Nitrosodibutylamine 5.92 +
Acetamide 23.35 + N-Nitroso-2,3-dihydroxypropyl-2- 8.24 +
hydroxypropylamine
Acetaminophen 53.96 - N-Nitrosoallyl-2-oxopropylamine 4.23 +
AF-2 8.01 + N-Nitrosodimethylamine 4.27 +
Aldrin 2216  +  \-Nitrosomethyl-2,3- 519  +
dihydroxypropylamine
alpha-1,2,3,4,5,6-Hexachlorocyclohexane 5.62 + N-Nitrosomorpholine 2.22 +
Aramite 19.53 + N-Nitroso-N-methylurea 4.96 +
Auramine-O 7211 - N-Nitrosopiperidine 291 +
Azobenzene 20.49 + N-Nitrosopyrrolidine 2.85 +
Benzidine 5.30 + o0-Phenylenediamine 5.32 +
Benzo(a)pyrene 25.52 + o-Toluidine 4.00 +
beta-Propiolactone 29.76 + p,p'-DDE 4754  +
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Tabla 5.6 (Cont)
Compuestos AP%  Clas Compuestos AP% Clas
Bis-(chloromethyl)ether 77.61 - Phenacetin 64.17 -
Bis-2-hydroxyethyldithiocarbamic 8137 -  Phenobarbital, sodium 7570 -
acid,potassium
Butylated hydroxyanisole 47.53 + PhIP 19.70 +
Caffeic acid 47.44 + Piperonyl butoxide 58.56 -
Captafol 15.22 + Propylthiouracil 60.27 -
Captan 39.80 + Safrole 24.09 +
Carbon tetrachloride 79.49 - Sesamol 20.46 +
Catechol 17.72 + Sterigmatocystin 67.36 -
Chlorambucil 51.84 - Streptozotocin 75.13 -
Chloroform 63.21 - Styrene oxide 18.22 +
Chloromethyl methyl ether 59.74 - Tamoxifen citrate 64.44 -
Chrysazin 41.44 + Thioacetamide 51.76 -
Ciprofibrate 38.19 + Thiouracil 45.34 +
Cyclophosphamide 30.27 + Trichloroethylene 11.12 +
D &Credno 34.88 + Trp-P-1 acetate 30.96 +
DDT 22.05 + Trp-P-2 acetate 19.20 +
Diallylnitrosamine 4.44 + Uracil 48.42 +
Dibromodulcitol 7.50 + Urethane 11.56 +
Dibromomannitol 7.50 + Vinyl acetate 24.21 +
Dichloroacetylene 14.98 + Vinyl chloride 64.17 +
Dieldrin 32.20 +
Compuestos no carcindgenos
1,1,1-Trichloroethane(grado tec 11.55 + FD & C blue no 98.67 -
1,2-Dichloroethane 12.29 + FD & C blue no 77.88 -
1,4-Dichlorobenzene 4.01 + FD & C green no 99.21 -
1-[(5-Nitrofurfurylidene)amino]hydantoin 13.19 - FD & Cred no 65.62 -
1-Chloro-2,4-dinitrobenzene 60.55 + FD & C yellow no 94.32 -
Ié2(,:3_,74),5,6-PentachIorophenol (Dowicide 10.18 + FD & C yellow no 79.10 i
2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid 29.07 + Fenvalerate 92.94 -
3-nitro-4-hydroxyphenylarsonic acid 13.58 - Flecainide acetate 98.77 -
5,5-Diphenylhydantoin 65.36 - Fluoxetine 96.41 -
h6-D|methyIam|no-4,4-d|phenyl-3- 74.06 - Hexamethylenetetramine 89.86 -
eptanone
Adipamide 71.26 Isopropyl-N-(3-chlorophenyl) - 79 76 _
carbamate
Aspirin 42.24 - Maleic hydrazide 43.97 +
Barium Acetate 73.95 - Methotrexate 80.75 -
Benzalazine 80.78 - Misoprostol 96.97 -
Benzoate, sodium 91.94 + Monochloroacetic acid 8.70 +
Benzoguanamine 41.40 + Nefiracetam 71.92 -
Black PN 12.95 - N-Nitrosocimetidine 77.56 -
C.l. pigment yellow 12 99.88 - Oxamyl 76.05 -
C.l. pigment yellow 16 85.27 - Oxprenolol 81.01 -
C.1. pigment yellow 83 95.65 - Phenyl Isothiocyanate 26.32 +
Cadmium Acetate 95.70 - Prazepam 63.42 -
Caffeine 58.61 - Praziquantel 78.19 -
Chlorodifluoromethane 94.21 - Propranolol 83.61 -
Chromium (lii) Acetate 87.04 - Quercetin dihydrate 47.49 +
Compound 50-892 95.43 - Rutin trihydrate 88.08 -
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Tabla 5.6 (Cont)
Compuestos AP%  Clas Compuestos AP% Clas

Cyclohexylamine 27.83 + Saccharin 58.83 -
Deltamethrin 96.22 - Sorbic acid 33.13 +
Diazepam 54.15 - Sotalol 83.05 -
Dichlorodifluoromethane 93.54 - Tetramethylthiuram disulfide 69.35 -
Dimethylformamide 63.13 - Tilidine fumarate 87.16 -
Diphenyl-p-phenylenediamine 45.06 + toluene diisocyanate 84.26 -
Erythorbate, sodium 78.77 - Trichlorofluoromethane 88.22 -
Estazolam 50.58 - Trifluralin, technical grade 99.34 -
Ethynodiol diacetate 97.76 - Triprolidine 57.07 -
Etodolac 92.27 - Urea 8.91 +

La clasificacion de los dos ejercicio se ve mejorada en los indices lineales estocasticos, pues

los resultados muestran mejores clasificaciones en este modelo que los expuestos anteriormente,

mostrandose de mejor forma en la Tablas 5.7 y 5.8 el primer y segundo ejercicio respectivamente.

Tabla 5.7 Resultados de la clasificacion para los compuestos de la serie de prediccion con los

indices Lineales estocasticos.

Compuestos Actividad AP% Clas
naphthalene + 19.06 +
o0-benzyl-p-chlorophenol + 27.74 +
2.2-bis(bromomethyl)-1.3-propanediol + 34.88 +
t-butyl alcohol + 36.71 +
3.4-dihydrocoumarin + 12.07 +
mercuric chloride + 48.23 +
Methylphenidate Hydrochloride + 86.83 -
Triamterene + 9.17 +
diphenylhydantoin + 81.51 -
pentachloroanisole + 73.09 -
p-nitrobenzoic acid + 47.09 +
tris(2-chloroethyl)phosphate + 28.85 +
direct blue 218 + 99.60 -
C.1. Pigment Red 3 + 25.13 +
2.4-diaminophenol dihydrochloride + 3.86 +
salicylazosulfopyridine + 42.67 +
C.l. Acid Red 114 + 99.45 -
C.l. direct blue 15 + 99.26 -
coumarin + 37.34 +
2.3-dibromo-1-propanol + 3.46 +
3.3-dimethylbenzidine + 9.63 +
o-nitroanisole + 14.95 +
1.2.3-trichloropropane + 5.85 +
dl-amphetamine sulfate - 62.92 -
promethazine hydrochloride - 50.16 -
resorcinol - 15.25 +
gamma-butyrolactone - 42.19 +
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Tabla 5.7 (Cont)

Compuestos Actividad AP% Clas
manganese sulfate monohydrate - 53.48 -
monochloroacetic acid - 11.86 +
p-nitrophenol - 7.85 +
tricresyl phosphate - 78.42 -
ethylene glycol - 11.58
theophyllin - 96.65 -
4.4'-thiobis(6-t-butyl-m-cresol) - 84.17 -
chloramine - 2.99 +
4.4'-diamino-2.2'-stilbene disulfonic acid - 36.75 +
methyl bromide - 21.42 +
sodium azide - 10.52 +
C.l. pigment red 23 - 80.75 -
4'-Hydroxyacetanilide - 50.31 -
titanocene dichloride - 29.91 +
HC yellow 4 - 79.84 -
p-nitroaniline - 4.64 +

65

Tabla 5.8 Resultados de la clasificacion para los compuestos de la serie de prediccién utilizando

los Indices Lineales estocasticos.

Compuestos Actividad AP% Clas
oxymethalone + 81.28 -
primaclone + 78.49 -
phenolphthalein + 61.85 -
D&C yellow no + 46.12 +
anthraquinone + 32.66 +
1.2-dihydro-2.2.4-trimethylquinoline + 41.77 +
chloroprene + 19.66 +
isobutene + 19.73 +
methyleugenol + 30.26 +
nitromethane + 151 +
pyridine + 13.67 +
diethanolamine + 31.86 +
furfuryl alcohol + 14.41 +
tetrahydrofuran + 20.23 +
ethylene glycol monobutyl ether + 22.91 +
ethylbenzene + 23.00 +
scopolaminehydrobromide trihydrate - 65.41 -
codeine - 60.65 -
emodin - 49.27 +
t-butylhydrogquinone - 33.18 +
iso-butyraldehyde - 33.70 +
1-chloro-2-propanol - 11.73 +
xylene sulfonic acid, sodium salt - 12.94 +
cinnamaldehyde - 29.62 +
sodium nitrite - 11.21 +
citral - 43.08 +
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5.1.3 Comparacién entre los Indices Lineales Moleculares y otros Enfoques Teéricos

Los resultados de prediccion de modelos tedricos en los dos ejercicios comparativos del NTP
son muy importantes para juzgar la verdadera capacidad de predecir, el potencial carcinogénico a
productos quimicos que aun no han sido ensayados, de dichos modelos. Los modelos predictivos
obtenidos para series de productos quimicos no congenéricos, lograron una exactitud maxima de
alrededor 65-70%; sin embargo, este maximo no fue logrado facilmente, y muchos enfoques,
incluyendo varios disponibles comercialmente, demostraron que su capacidad predictiva era
limitada al ser enfrentadas a estos dos ejercicios. En ambos ejercicios, el mejor resultado fue
logrado por los enfoques que confiaron en gran parte en el juicio experto humano. No obstante, los
métodos clasicos de QSAR pueden generar modelos satisfactorios para clases individuales de
agentes mutagenos y carcindgenos, con una exactitud en la gama de 80-90%. Las razones de las
dificultades encontradas por los diferentes enfoques generales han sido discutidas en varias
publicaciones (Benigni 2000; Richard 1994; Richard y Benigni 1998). Resumiendo, algunas de
dichas razones son las siguientes: a) mientras que los modelos clasicos de QSAR describen una
clase de carcinogenesis y un mecanismo principal a la vez, los acercamientos generales apunta
modelar varios mecanismos al mismo tiempo, que es una tarea mas dificil; b) la base de datos de
experimentos en roedores (alrededor 1.500 productos quimicos bioensayados) no es
suficientemente representativo en términos de numero de productos quimicos por
mecanismo/clase quimica; c) la evolucién y los cambios de los tipos quimicos de interés (drogas
nuevas, pesticidas nuevos, etc...) plantea continuamente nuevos desafios a los que no puede hacer
frente basadndose en la informacién proporcionada por la base de datos histérica de
carcinogénesis. Hasta cierto punto, los enfoques basados en sistemas de expertos humanos podian
superar estas dificultades por su capacidad de tener acceso a varias fuentes de la informacion de
una manera flexible.

En este sentido varias investigaciones han sido realizadas con varios descriptores moleculares
y el ADL para predecir la actividad carcindégena. En la Tabla 5.9 y 5.10 se muestran los
principales resultados obtenidos con estos enfoques computacionales y los archivados por los
modelos desarrollados en este trabajo utilizando los descriptores TOMOCOMD-CARDD. Como
se puede observar, los modelos reportados en esta tesis son similares a muchos de los modelos
obtenidos previamente. Teniendo en cuenta que muchos de estos involucraron la utilizacién de
sistemas basados en el conocimiento de expertos humanos podemos decir que los indices lineales
estocasticos y no-estocasticos pueden ser utilizados como una herramienta alternativa para este

tipo de estudios.
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Tabla 5.9 Comparacion entre los Modelos Desarrollados en este Estudio
con Otros Enfoque Computacionales, (primer ejercicio de la NTP)

Método de Prediccién Prediccién en %
Ten 75
RAS 68
Wei 65
Ke 65
indices Lineales estocasticos 60
DER 59
TOP 57
Ben 57
Sty 57
Deh 56
TOPS-MODE 55
Lij 55
indices Lineales no-estocasticos 53
COM 53
CAS 49

Tabla 5.10 Comparacion entre los Modelos Desarrollados en este Estudio
con Otros Enfoque Computacionales, (segundo ejercicio de la NTP).

Método de Prediccién Prediccion en %
Oncologic 65
SHE 65
R1 64
TOPS-MODE 63
Huff y otros 62
R2 61
Benigni y otros 61
Tennant y otros 60
Indices Lineales estocésticos 58
indices Lineales no-estocasticos 58
Ashby 57
Bootman 53
FALS 50
Benigni 48
RASH 45
Ke(estimado) 44
COMPACT 43
DERECK 43
Salmonella 33
Purdy 32
PROGOL 29
CAS 25
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CONCLUSIONES

v' Se ldentificaron los métodos (in vitro, in vivo, etc) que permiten predecir la

actividad carcinogénica de compuestos.

v Se ldentificaron las bases tedricas de interés para los debates de la comunidad

cientifica relacionado con carcinogenesis.

v Se comprobo la interrelacion existente entre el efecto carcinogénico y el disefio

experimental preclinico que se aplica a los compuestos quimicos.

v' Se desarrollaron modelos de clasificacion para discriminar la actividad
carcinogénica de compuestos quimicos utilizando los indices lineales

moleculares.

v Se valido la calidad y robustez de los modelos desarrollados utilizando dos series

de prediccidn externas.

v/ Se compararon nuestros resultados con otros reportados en la literatura

obteniéndose resultados promisorios.
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RECOMENDACIONES

v' Continuar el desarrollo de este trabajo con los indices cuadraticos y
bilineales basados en atomos asi como a los indices cuadraticos, lineales y

bilineales pero en esta ocasion basados en enlace.

v' Comparar estos modelos con otros métodos donde se empleen otras
técnicas estadisticas de clasificacion diferentes del analisis discriminante

lineal.
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Anexos

Anexo 1

Tabla 1: Categorias de peligro de toxicidad aguda y valores (aproximados) de DL50/CL50
gue definen las categorias respectivas

Via de exposicion Categoria 1 | Categoria 2 | Categoria 3 | Categoria 4 Categoria 5
Oral (mg/'kg de peso 5 50 300 2000 5000
corporal)

Cutanea (mg'kg de 50 200 1000 2000

peso corporal)

Gases 100 500 2500 5000

(ppm V) Veanse

véase nota a) criterios
detallados

Vapores (mg/1) 0.5 2,0 10,0 20,0 en nota e)

véanse notas a), b, y ¢

LA

Polvos y nieblas (mg/1) 0,05 0, 1.0 5.0

véanse notas a) y b)

NOTA: La concentracion de los gases se expresa en partes por millon de volumen (ppmV).

Notas a la tabla 1

a) Los valores de corte/limites de concentracion para la toxicidad por inhalacién que figuran
en la tabla se basan en una exposicion de 4 horas. Para convertir los datos de modo que respondan
a una exposicion de 1 hora, hay que dividirlos por 2 para gases y vapores y por 4 para polvos y
nieblas

b) Algunas reglamentaciones utilizan la concentracion de vapor saturado como un elemento
adicional para protecciones especificas de salud y seguridad (por ejemplo,las Recomendaciones
de las Naciones Unidas relativas al transporte de mercancias peligrosas, Reglamentacién Modelo)

c¢) En algunos productos quimicos, la atmésfera del ensayo no sera s6lo un vapor sino que
consistira en una mezcla de fases liquidas y gaseosas. En otros productos quimicos, esa atmosfera
podra consistir en un vapor préximo al estado gaseoso. En estos Gltimos casos, la clasificacion
(en ppmV) sera la siguiente: Categoria 1 (100 ppmV), Categoria 2 (500 ppmV), Categoria 3
(2500 ppmV), Categoria 4 (5000 ppmV). En el dmbito del Programa de la OCDE sobre las
directrices de ensayo deberian definirse mejor los términos “polvos”, “nieblas” y “vapores” en
relacion con los ensayos de toxicidad por inhalacion;

d) Los valores para polvos y nieblas deberian revisarse para adaptarse a futuros cambios de
las directrices de la OCDE con respecto a las limitaciones técnicas en la generacion,

mantenimiento y medicion de las concentraciones de polvos y nieblas en forma respirable

Yuleimi D. Pérez-TOMOCOMD-CARDD: Un Novedoso Enfoque para el Disefio de Carcindgenos Asistido por Computadora



Anexos

e) Los criterios de la Categoria 5 se proponen identificar las sustancias que presenten un
peligro relativamente bajo de toxicidad aguda, pero que en determinadas circunstancias puedan
suponer un peligro para poblaciones vulnerables. La DL50 de esas sustancias se sitla en el rango
de 2000-5000 mg/kg de peso corporal y en dosis equivalentes para la inhalacion. Los criterios
especificos de la Categoria 5 son:

1) La sustancia se clasifica en esta categoria si ya se dispone de informacion fidedigna que
indique que la DL50 (CL50) corresponde al rango de valores de la Categoria 5 o cuando otros
estudios con animales o sobre los efectos toxicos agudos en seres humanos constituyen un motivo
de preocupacion para la salud humana

2) La sustancia se clasificard en esta categoria, mediante extrapolacion, estimacién o
medicion de datos, cuando no esté justificada su asignacion a una categoria de mayor peligro; y:

v" se disponga de informacion fidedigna sobre la existencia de efectos téxicos significativos

en los seres humanos

v’ se observe mortalidad en los ensayos sobre exposiciéon por via oral o cutdnea o por

inhalacién, con valores hasta de la Categoria

v"cuando la opinién de los expertos confirme la aparicion de sintomas clinicos de toxicidad

significativos (excepto diarrea, piloereccion o aspecto descuidado) en ensayos realizados con

valores hasta de la Categoria 4

v’ cuando tal opinion confirme la existencia de informacidn fidedigna sobre efectos agudos

potencialmente significativos procedentes de otros estudios con animales.

Habida cuenta de la necesidad de proteger a los animales, se desaconsejan los ensayos con
éstos en la Categoria 5, que s6lo deberian contemplarse cuando sea muy probable que los

resultados de esos ensayos guarden relacién directa con la proteccién de la salud humana.

Yuleimi D. Pérez-TOMOCOMD-CARDD: Un Novedoso Enfoque para el Disefio de Carcindgenos Asistido por Computadora



Anexos

Anexo 2

Tabla 2. Estructuras Moleculares de la Base de Datos utilizada.

001 [4-Chloro-6-(2,3-xylidino)-2-pyrimidinylthio]acetic

acid
Cl
i
|
Ho\fﬁs)\m/ N
i H

002 1-(2-Hydroxyethyl)-1-nitrosourea

OYNHZ

Os\“N~o~0H

003 1,1,1-Trichloroethane(grado tec.)
Cl

CI+CI

004 1,1-Dimethylhydrazine
/
H,N—N
2N

005 1,2-Dibromoethane
Br
V\BI’

006 1,2-Dichloroethane
Cl_~ cl

007 1,2-Dimethylhydrazine.2HCI
H

008 1,4-Dichlorobenzene

N d@—d
H
009 1-[(5-Nitrofurfurylidene)amino]hydantoin 010 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene
o]

F R

o @) N—N
) A

1l 1l
0] 0]

011 1'-Hydroxysafrole
)
@)
OH

012 1-Nitroso-3,4,5-trimethylpiperazine
@)

2
—N N—N

013 2,2,2-Trifluoro-N-[4-(5-nitro-2- furyl)-2-
thiazolyl]acetamide

O S \
VNAM
O

014 2,3,4,5,6-Pentachlorophenol (Dowicide EC-7)

Cl Cl
HO‘Q*CI
Cl Cl

015 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin

CI]@iO]@iCI
Cl (@] Cl

016 2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid

(0]
HO)J\/OJ@CI
Cl Cl

017 2,4,5-Trimethylaniline.HCI

1,

2

018 2,4,6-Trimethylaniline.HCI

NH,
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Table 1. Cont.

019 2,4-Diaminotoluene.2HCI

HZN: : "NH

020

2,4-Dinitrotoluene, practical grade

‘O\N+ N*O-
2 I I
®) O
021 2,5-Dimethoxy-4'-aminostilbene 022 2,5-Xylidine.HCI
|
»)
NH,
NH
~o 2
A
023 2-Acetylaminofluorene 024 2-Amino-4-(5-nitro-2-furyl)thiazole

1 00

O

//
.~-NT
(0] 0] N~
W

NH,

025 2-Hydrazino-4-(5-nitro-2-furyl)thiazole
|\ O

+

H N
,N\</ / (0] \
H,oN S o

026

2-Hydrazino-4-(p-aminophenyl) thiazole
S
N NH,

H2N\N)§N
H

027 2-Hydrazino-4-(p-nitrophenyl) thiazole

028

2-Naphthylamine

H,N

N
H
029 3-(5-Nitro-2-furyl)-imidazo(1,2-alpha) pyridine 030 3,3',4,4'-Tetraaminobiphenyl.4HCI
74
o \ H,N NH,
oMo N
S )
031 3-Aminotriazole 032 3-Nitro-3-hexene
N Os ,O
HN—Q S N*
N-NH \)\/\
033 3-nitro-4-hydroxyphenylarsonic acid 034 4-Chloro-4'-aminodiphenylether
) o)

2
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035 5,5-Diphenylhydantoin

036 5-Azacytidine

OH O
H HO, N
N N H—NH
\/éo HO O \:N>_ 2
NH
0
037 6-Dimethylamino-4,4-diphenyl-3-heptanone.HCI 038 Acetaldehyde
‘ OA

AN
N
el

039 Acetamide

@)
H2N‘<
@)

040 Acetaminophen

N
H
041 Adipamide 042 AF-2
O p—
H,N N0
i MNHz \_ 0
0 HoN A ’ N;
@) ko)
0
043 Aldrin 044 Alpha-1,2,3,4,5,6-Hexachlorocyclohexane
Cl Cl Cl
Cl S
Cl
QZ\&CI Cl iCl
Cl Cl Cl Cl
045 Aramite 046 Aspirin
O%
0]
0. .0
o/\( s "cl 0
@)
HO
047 Auramine-O 048 Azobenzene
N=N

NH
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049 Barium acetate

O:( O:(
o) o)
++

Ba

050 Benzalazine

0] OH
HO N
HO

051 Benzidine

052 Benzo(a)pyrene

053 Benzoate, sodium

Oj C
HO

054 Benzoguanamine
NH,

N™ SN

I
N/)\NHZ

055 Beta-Propiolactone

o=>

O

056 Bis-(chloromethyl)ether
c” ol

057 Bis-2-hydroxyethyldithiocarbamic acid,potassium

Yj“

N

058 Black PN

059 Butylated hydroxyanisole

HO

060 C.I. pigment yellow 12
@)

O

N
T Q
cl O HN
N
N* o)
Cl
o)
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061 C.I. pigment yellow 16

062 C.I. pigment yellow 83

(¢]
\O Oﬁjf}l

|
NH N O o:©:0|
cl cl O HN o~
J¥e) N °
cl

o
(@]
063 Cadmium acetate 064 Caffeic acid
HO
(0] (@)
o) O % OH
Cd** HO
(0]
065 Caffeine 066 Captafol
\ N 0]
N—( ] cl
O:< N\ N_y\
N cl
/0 0% T
067 Captan 068 Carbon tetrachloride
(@] Cl
874(: ! CI+CI
N/
c’ C© Cl
(0]
069 Catechol 070 Chlorambucil
HO
HO

OH
@)
Cl
N Cl
_/

071 Chlorodifluoromethane
F

c—

F

072 Chloroform
Cl

c—(

Cl

073 Chloromethyl methyl ether

o.__Cl

/ \/

074 Chromium (111) acetate

o o
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075 Chrysazin
(0]
OH O OH

076 Ciprofibrate

Cl

077 Compound 50-892

078 Cyclohexylamine.HCI

079 Cyclophosphamide

080 D& Credno.5

Cl
o
/'?\’N\/\
N
H O cl \
HO N
1]
30
5 =)
_0
>
OH
081 DDT 082 Deltamethrin
Cl Br
Cl Cl Br \
o~ )
0]
Cl Cl o)
7
N

083 DiallylInitrosamine

084 Diazepam

N—N //
085 Dibromodulcitol 086 Dibromomannitol
OH pH
Br OH Br OH
HO Br HO Br
HO HO
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087 Dichloroacetylene 088 Dichlorodifluoromethane
Cl——cCl Cl
F—ci
F
089 Dieldrin 090 Diethylstilbestrol
OH
cl Cl
Cl
o Cl HO O O
cr =

091 Dihydrosafrole

SO PN

092 Dimethylformamide

O%/N\

093 Diphenyl-p-phenylenediamine

sgols

094 dlI-Ethionine

H,N O
\_S\_)_<
OH

095 Doxylamine succinate

096 Erythorbate, sodium

\
/ _N HO
OV\N/ HO ~ OH
I 0 Ng
OH
097 Estazolam 098 Ethylene thiourea
< “
N
s=<( j
N
)
N
L\ NH
N
099 Ethynodiol diacetate 100 Etodolac
HO
H
N
O O \
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101 FD & C blue no. 1
HO\S//O
O//

102 FD & C blue no. 2
HO

104 FD & Cred no. 3
HO

(/)H
O=sxzp
Ox N,
N
/
N, 0
N HO
O\\j :
/Sx}
HO O

106 FD & C yellow no. 6
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107 Fenvalerate 108 Flecainide acetate
N R
o |l F
F
(@] (0]
(@]
o NH
Cl HN O_>(F
FE
109 Fluoxetine.HCI 110 Formaldehyde
=0

= F
~
%@\ HN
o)

111 Formic acid 2-[4-(5-nitro-2-furyl)-2-
thiazolyllhydrazide
H o)

HN \
B jﬁ o-_NZ

o

112 Glu-P-1

N
ﬁ\
N\
H,N~ "N N \

113 Glu-P-2 114 Hexachlorobenzene

N Cl Cl

(L

/N NH, cl cl
Cl Cl

115 Hexamethylenetetramine 116 Hydrazine

/_N_\ H2N_NH2

N N

\<N{/

117 Hydrazine sulfate 118 1Q
Q Ny N
H,N—N-O § OH /k N
o] N —
H,N N
119 lIsoniazid 120 Isopropyl-N-(3-chlorophenyl) carbamate
HoN
Dad P ON
N A
7 % 0N cl
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121 Lead acetate, basic

o)
O PbZ* QO

122 Maleic hydrazide

o=( =0
HN—NH

123 MeA-alpha-C acetate

e
e

124 MelQx

N=
S

125 Melphalan
0] NH, Cl

HO N Cl
/

126 Methotrexate
@ % N

NH \ H,

\fN

NH,

127 Methyl tert-butyl ether

><o\

128 Metronidazole

W

\§<N_\—OH

NE
e O

129 Misoprostol

130 Monochloroacetic acid

O

oA,

131 N-[4-(5-Nitro-2-furyl)-2-thiazolyl]acetamide
O

//+

o-N

H
N
\NY \f(
S O]

132 N-[4-(5-Nitro-2-furyl)-2-thiazolyl]formamide

H
Ox N 0
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133 N-[5-(5-Nitro-2-furyl)-1,3,4-thiadiazol-2-
yl]acetamide

+

1
o-N__4 H
S N
>
-N O

N

134 Nefiracetam

135 N-Hydroxy-2-acetylaminofluorene

Sa¥se

136 Nitrobenzene

137 Nitroso-2,3-dihydroxypropyl-2-oxopropylamine
N=0

N OH
o:<7 \—(
OH

138 Nitroso-2-oxopropylethanolamine

O\\;

N—N OH
/

139 Nitrosodibutylamine

IR
NN

140 N-Nitroso-2,3-dihydroxypropyl-2-
hydroxypropylamine
N=0
N OH

OH OH

141 N-Nitrosoallyl-2-oxopropylamine
O

.

\N_N\_//

142 N-Nitrosocimetidine

2

N

\N_
A
N" NH  HN—(

S

143 N-Nitrosodimethylamine

144 N-Nitrosomethyl-2,3-dihydroxypropylamine

HO
| \J\
Os _N
N OH

145 N-Nitrosomorpholine

QA /M
N-N O
/

146 N-Nitroso-N-methylurea
\ NH2
N
O=N @)

147 N-Nitrosopiperidine

Q
N-N )

148 N-Nitrosopyrrolidine

N
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149 o-Phenylenediamine.2HCI 150 o-Toluidine.HCI
H,N
HoN NH,
151 Oxamyl 152 Oxprenolol.HCI
S
HN O. ~ N HO
o Bl oy
O @] N Ov\
H
153 p,p'-DDE 154 Phenacetin
Cl Cl

|

H
N

ST

155 Phenobarbital, sodium

156 PHENYL ISOTHIOCYANATE

o]
SN
Nl
HO)\N @]
H
157 PhIP.HCI 158 Piperonyl butoxide
/
HzN\(N
\ —
N \ /) /\/\O/\/OM\O
N
0O
o—/

159 Prazepam

160 Praziquantel

161 Propranolol.HCI

Shavs

162 Propylthiouracil
0]

HN |

A

S N
H
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163 Quercetin dihydrate

164 Rutin trihydrate

OH
HO,, OH
ZI Y
(@) O
(@) (@)

HO"

165 Saccharin

166 Safrole

167 Sesamol

168 Sorbic acid

J—HOH

169 Sotalol.HCI 170 Sterigmatocystin 2
vy 0N\
HN
R > e
o\
O O OH

171 Streptozotocin

HO"

172 Styrene oxide

>

173 Tamoxifen citrate

174 Tetramethylthiuram disulfide

AN
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175 Thioacetamide

176 Thiouracil

HN/i
S)\N o)

H

177 Tilidine fumarate

178 TOLUENE DIISOCYANATE

N
o” o©
N z

179 Trichloroethylene
Cl

C'\/\u

180 Trichlorofluoromethane
Cl

CI+CI
F

181 Trifluralin, technical grade
5 0
N
o
N

-O/N-'\;O K/

F

182 Triprolidine.HCI monohydrate

g
o

183 Trp-P-1 acetate

184 Trp-P-2 acetate

—N S
\ NH» N
N =
N H NH
H
185 Uracil 186 Urea
él\/l O:<
0O~ N O NH,
H
187 Urethane 188 Vinyl acetate
X i
~07 “NH, /\OJ\
189 Vinyl chloride 190 dl-amphetamine sulfate
I NH,
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191 Naphthalene

192 Promethazine hydrochloride

H
cl” J\/ S
N
N

193 Resorcinol

O

HO OH

194 Gamma-butyrolactone

o)

(0]

195 Manganese sulfate monohydrate
Qo
N\
Q o
Mn

196 Monochloroacetic acid

CI\)J\OH

197 p-nitrophenol

Q
O

198 Tricresyl phosphate

— ) ¢
P

199 o-benzyl-p-chlorophenol

HO O
Cl

200 2.2-bis(bromomethyl)-1.3-propanediol

Br
HO { Br
OH

201 t-butyl alcohol
<|—OH

202 3.4-dihydrocoumarin

res

203 Ethylene glycol

204 Mercuric chloride

HOV\OH Cl-HgClI
205 Methylphenidate Hydrochloride 206 Theophyllin
NH O j\
~ -
o~ N N
H-CI HN O
\=N
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207 4.4'-thiobis(6-t-butyl-m-cresol)

HO OH

208 Triamterene

NH,

I

N NS
H,N” N N)\NH

209 Diphenylhydantoin
@)
HNJ(NH
gl

210 Pentachloroanisole
Cl

O Cl
Cl

Cl
Cl

211 Chloramine
HzN_Cl

212 4.4'-diamino-2.2'-stilbene disulfonic acid

213 Methyl bromide
—Br

214 p-nitrobenzoic acid

o) Jo
N{"
HO C o

215 Sodium azide
N=—N——N—Na

216 Tris(2-chloroethyl)phosphate
Cl

)

N _O
Clv\o/ P\O_/—Cl

217 Direct blue 218

/

Lisetles

u/O

\O

218 C.l. Pigment Red 3

/N /
o
HO
N0
¢!
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220 2.4-diaminophenol dihydrochloride

219 C.I. pigment red 23
| OH
0 0. .0 /@i
X §
-O\ H2N NH2
N* N

OH
@) N
(TN
H

221 4'-Hydroxyacetanilide 222 Salicylazosulfopyridine
HN)K 0=S=0 N OH
N7 | N
AN
OH

223 Titanocene dichloride

L
\C_/
224 C.1. Acid Red 114
HO
Q
o)
I
o) % 3\
o34 )
o _0
o
OH
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225 C.I. direct blue 15

226 Coumarin

L0
o~ O

227 2.3-dibromo-1-propanol
Br

Br/_&OH

228 3.3-dimethylbenzidine

229 HC yellow 4
O_

i
_N*. OH
(@)
\OiN/\/OH

OH

230 p-nitroaniline

Q
@)

231 o-nitroanisole

232 1.2.3-trichloropropane

Cl
CI/_&CI

233 Scopolaminehydrobromide trihydrate

HO O
o o
~
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234 Codeine

235 Emodin
OH O OH

(I
HO
0]

236 t-butylhydroquinone

HO

237 iso-butyraldehyde

ok

238 1-chloro-2-propanol

239 Xylene sulfonic acid, sodium salt

(@)

/,
S o
(@)

Cl
HOJ\/
240 Cinnamaldehyde

241 Sodium nitrite

242 Citral

@f

r

244 Primaclone

\
7 %o
O\
-
H
N._O
HN
o)

245 Phenolphthalein
HO

246 D&C yellow no.11

e e
W

0.0

247 Anthraguinone
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248 1.2-dihydro-2.2.4-trimethylquinoline 249 Chloroprene
Cl
= W
N
H
250 isobutene 251 Methyleugenol
r :
L
/ —
252 Nitromethane 253 Pyridine
Q Z N
+. -
/N @) N I
254 Diethanolamine 255 Furfuryl alcohol
) D
HO™ """ 0H HO o
256 Fetrahydrofuran 257 Ethylene glycol monobutyl ether
0 OH
Q NN
258 Ethylbenzene
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