FQF

Facultad de
Quimica y Farmacia

Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas

TRABAJO DE DIPLOMA

Titulo: Empleo de estudios “in silico” en la identificacion de nuevos

compuestos con potencial actividad contra Leishmania major
Autor: José Ernesto Gonzalez Sori

Tutores: MSc. Naivi Flores Balmaseda

Dr. Juan Alberto Castillo Garit

Santa Clara
Copyright© UCLV




UCLV

Universidad Central
“Marta Abreu” de Las Villas

FQF

Facultad de
Quimica y Farmacia

DIPLOMA THESIS

Title: Use of "in silico” studies in identification of new
compounds with potential activity against Leishmania major

Author: José Ernesto Gonzalez Sori

Thesis Director: MSc. Naivi Flores Balmaseda

Dr. Juan Alberto Castillo Garit

Santa Clara
Copyright© UCLV




Este documento es Propiedad Patrimonial de la Universidad Central “Marta Abreu” de
Las Villas, y se encuentra depositado en los fondos de la Biblioteca Universitaria “Chiqui
Goémez Lubian” subordinada a la Direcciéon de Informacién Cientifico Técnica de la
mencionada casa de altos estudios.

Se autoriza su utilizacion bajo la licencia siguiente:

Atribucion- No Comercial- Compartir Igual

©0El®

Para cualquier informacion contacte con:

Direccidn de Informacion Cientifico Técnica. Universidad Central “Marta Abreu” de Las
Villas. Carretera a Camajuani. Km 5%. Santa Clara. Villa Clara. Cuba. CP. 54 830
Teléfonos.: +53 01 42281503-1419



Excergo

La ciencia no conoce pacs, porgue el conscimiento perntenece a la
bumanidad, ¢ es la antorcha que dumina el mundo.
- Louis Pastear

La tenacidad es, para muckas personas, una de las cualidades
mds valoradas de todas a la kora de lognar el évcto.
~Louis Pastear




Dedicatoria

A mi familia y a todas las personas que de una
manera u otra contribuyeron a mi formacion

profesional y a superarme cada dia de este mundo.
Siempre los recordare...



Agradecimientos

Agradecimientos

Quiero darles un reconocimiento especial a mis padres por
apoyarme en todo momento y estar ahi dia a dia.

Gracias a mis amigos, los de verdad, los que siempre estuvieron ahi,
sin fallos en las fiestas y en los estudios.

A mis tutores por dedicar largas horas de atencién y poder terminar
a tiempo este trabajo, especialmente a Naivi, que tuvo que caerme
atras desde el primer dia porque de otra manera no hubiera
terminado nunca.

Gracias a mis companeros de aula que compartimos cada seminario,
el estudio para cada examen, las fiestas, las comidas entre amigos y
todo lo que hicimos cada dia a lo largo de estos 5 afios. Especial
agradecimiento a Yiy Lau, ustedes fueron con las que mas recuerdo
me quedo. Siempre estaran conmigo, imposible olvidarlas.

Gracias a los companeros del cuarto por la convivencia pacifica que
logramos tener y aguantar los desvelos con fines recreativos o de
estudios.

Gracias a los profesores que me brindaron sus conocimientos y
permitieron llegar hasta este momento.

A todos los que ya mencioné y a todos los que faltan: MIL GRACIAS



Resumen

Resumen

La leishmaniasis agrupa un conjunto de enfermedades infecciosas causada por
parasitos protozoarios del género Leishmania. Se han descrito alrededor de 30
especies, la mayoria patégenas para el hombre. La Leishmania major es la causa
fundamental de leishmaniasis cutanea en regiones del norte de Africa, Este Medio,
India Oriental y otros paises del Medio Oriente siendo ademas la Unica especie
detectada en Mali. Los antimonios pentavalentes constituyen el tratamiento mas
eficaz contra la leishmaniasis aunque poseen cierta toxicidad. El actual incremento
en la resistencia a tratamientos convencionales e incidencia de casos hace
necesario el descubrimiento de nuevos medicamentos mas eficientes, efectivos y
seguros. Los estudios in silico constituyen herramientas alternativas para dar
solucion a esta problematica. En el presente trabajo se emplean técnicas de
Inteligencia Artificial para la obtencion de modelos matematicos capaces de predecir
e identificar nuevos compuestos potencialmente antileishmaniasicos. Se
confeccion6 una base de datos de 120 compuestos con actividad comprobada
contra amastigotes de Leishmania major. Se obtuvieron a través del analisis de
conglomerados k-medias, 3 series: entrenamiento, prediccion y validacion externa.
Se confeccionaron cinco modelos de clasificacion empleando las técnicas IBk, MLP,
J48 y SMO con porcentajes de clasificacion entre 93.59% y 83.33%, cuyo poder
predictivo se verifico a través de procedimientos de validacion externa e interna. Se
efectué el cribado virtual del Cuadro Basico De Medicamentos de Cuba,
compuestos de sintesis y origen natural a partir de un ensamblado de los modelos
obtenidos identificandose de forma Optima 114 compuestos potencialmente activos

contra amastigotes de Leishmania major.



Abstract

Abstract

Leishmaniasis is a group of infectious diseases caused by protozoan parasites of
the genus Leishmania. About 30 species have been described, most of them
pathogenic to humans. Leishmania major is the fundamental cause of cutaneous
leishmaniasis in regions of North Africa, Middle East, Eastern India and other Middle
Eastern countries. It is also the only specie detected in Mali. Pentavalent antimonies
are the most effective treatment against leishmaniasis although they have some
adverse reactions. The currentincrease in resistance to conventional treatments and
incidence of cases makes necessary the discovery of new drugs more efficient,
effective and safe. In silico studies are alternative tools to solve this problem. In the
present work, Artificial Intelligence techniques are used to obtain mathematical
models capable of predicting and identifying new potentially antileishmaniasis
compounds. A database of 120 compounds was created with proven activity against
Leishmania major amastigotes. Three series were obtained through k-medium
cluster analysis: training, prediction and external validation. Five classification
models were made using 1Bk, MLP, J48 and SMO techniques with classification
percentages between 93.59% and 83.33%, whose predictive power was verified
through external and internal validation procedures. Virtual screening of the Basic
Table of Drugs of Cuba, compounds of synthesis and natural origin was carried out
from an assembly of the models obtained, identifying in an optimal way 114

compounds potentially active against amastigotes of Leishmania major.
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Introduccion

Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoos parasitos del género
Leishmania y se caracteriza por presentar una variedad clinica y epidemiologica en
relacion con las especies involucradas en la infeccion, los vectores transmisores,
asi como factores ligados al hospedero. El parasito cuenta con mas de 30 especies
diferentes, de las cuales alrededor de 20 especies son patdgenas para el hombre y
se distribuyen en distintas regiones del Viejo y Nuevo Mundos.®) Segln la
Organizacion Mundial de la Salud, la enfermedad es endémica en 98 paises de 4
continentes, 34 con registro de coinfeccion Leishmania-VIH. Anualmente se
producen entre 700 000 y un millén de nuevos casos y cerca de 65 000 defunciones;
la OMS la considera como una de las seis enfermedades tropicales de mayor
importancia a nivel mundial.®

Existen dos formas del parasito: promastigote, extracelular, flagelado, predominante
en el vector y el amastigote, intracelular, no flagelado, en el hospedador
vertebrado.® El vector responsable de la transmision natural de Leishmania es la
hembra hematéfaga de insectos dipteros de los géneros Phlebotomus en el Viejo
Mundo (Europa, norte de Africa, Medio Este y Asia), y Lutzomyia en el Nuevo Mundo
(sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina). En Cuba no se reconocen
vectores transmisores de Leishmania. En 1920 se describié para Cuba y las Islas
Caiman la presencia de 2 especies de Lutzomyia: Lu. Cubensis y Lu. orestes. En la
década de los 80 se notificaron 2 especies y una nueva subespecie del género para
Cuba: (Lu. novoae y Lu. diazi) y (Lu. Cayennensis cruz); solo Lu. orestes, entre
todas, es la que manifiesta habitos antropofilicos y hematéfagos. Al mismo tiempo,
se realizé la caracterizacion bioldgica y ecologica de estos vectores, y se notificd su
distribucion en todas las regiones de la geografia cubana, aunque no parecen
transmitir la enfermedad.®

Las diferentes formas clinicas de la leishmaniasis se manifiestan en dependencia
de la especie de Leishmania de que se trate y de la respuesta inmunitaria del
hospedero a la infeccién (leishmaniasis cutanea, cutanea localizada, cutanea

difusa, mucocutanea y visceral). Esta Ultima es la forma mas grave y resulta fatal en
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casi todos los casos si no se trata.® Entre las especies de Leishmania se encuentra
la L. major, la cual es considerada patdégena para el hombre en el Viejo Mundo y la
causa fundamental de leishmaniasis cutanea en regiones del norte de Africa,
semidesiertos del Este Medio, India Oriental y Sudan, Pakistan y Sub-Sahara siendo
ademas la Gnica especie detectada en Mali.® La identificacién de compuestos con
actividad antileishmaniasica son objeto de estudio a nivel mundial, pero dada la
diversidad de especies del género, el complejo ciclo de vida del parasito y la
variedad de manifestaciones clinicas que presenta la enfermedad se hace muy
complejo hallar nuevos compuestos lideres.(”) Existen varios medicamentos en el
tratamiento contra la leishmaniasis cutanea, pero son accesibles o efectivos sélo a
un porcentaje de la poblacién afectada. Los nifios presentan una constelacion de
desafios: se ha demostrado una mayor patogenicidad de la infecciébn por
Leishmania en comparacion con los adultos, son mas propensos a tener lesiones
en la zona de la cara, dependen de los adultos para tener acceso a la atencién
meédica, la informacion farmacoldgica en este grupo etareo es limitada, siendo
ademas probable que la farmacocinética y farmacodinamia de los medicamentos
contra la Leishmania sea distinta.®

Los compuestos antimoniales se han considerado como la primera linea de
tratamiento para todas las especies de Leishmania por mas de 60 afios y contintdan
siendo el tratamiento mas eficaz con el que se logran resultados clinicos y
microbiolégicos satisfactorios, pero el desarrollo de resistencia parasitaria ha
provocado una disminucion progresiva de su eficacia.®® La toxicidad de los
medicamentos disponibles, unido al alto costo, la necesidad de hospitalizacion
(debido a los efectos adversos y requerimientos de administracion sistémica),
disminucién de la eficacia y la resistencia a los farmacos disponibles unido a la
ubicacion geografica de Cuba y el principio internacionalista de nuestro sistema
social constituyen aspectos por lo cual se hace necesario el descubrimiento y
caracterizacion de nuevas entidades moleculares con actividad antileishmaniésica.
El descubrimiento de medicamentos asistido por computadoras o también llamados
estudios in silico, basado en relaciones cuantitativas de estructura actividad

(modelos QSAR), resalta entre las opciones para el descubrimiento de nuevas
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alternativas terapéuticas antileishmaniésicas que permite un disefio de candidatos
a nuevos farmacos mucho méas econdmico y rapido. Por todo lo planteado
anteriormente el presente proyecto de investigacion estuvo guiado por el siguiente
problema cientifico:
Los farmacos empleados en la terapéutica actual para el tratamiento de las
formas de leishmaniasis causadas por Leishmania major presentan una alta
frecuencia de efectos citotdxicos, reacciones adversas severas y resistencia, por
lo cual es necesario el descubrimiento de nuevas entidades moleculares activas

contra este parasito.

Como via para darle solucion se formula la siguiente hipotesis:
Es posible la identificacion de nuevos compuestos con potencial actividad contra
Leishmania major mediante el empleo de métodos QSAR y técnicas de

Inteligencia Artificial.

Teniendo en cuenta lo anterior, se propone como objetivo general:
Identificar nuevos compuestos con potencial actividad en el tratamiento de la

leishmaniasis provocada por L. major.
y como objetivos especificos:

1. Confeccionar una base de datos de compuestos a los que se les ha evaluado
experimentalmente su actividad contra amastigotes de Leishmania major.

2. Obtener modelos QSAR (predictivos) empleando técnicas de Inteligencia
Artificial.

3. Validar la calidad estadistica y predictiva de los modelos obtenidos a traves
de procesos de validacion interna y externa.

4. ldentificar nuevos compuestos con potencial actividad contra amastigotes de
Leishmania major mediante el cribado virtual de bases de datos y

compuestos de sintesis.
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1 CAPTUOI. REVSIONBIBLIOGRAACA

1.1 Leishmaniasis

111 Generalidades

Leishmaniasis es un término que define un conjunto de enfermedades de muy
variada presentacion clinica, como la leishmaniasis dérmica (10, |eishmaniasis
mucocutanea (MCL), y kala-azar (VL) cuya caracteristica comun es ser producida
por la infeccién con parasitos pertenecientes al género Leishmania.(: 12 Segun la
Organizacion Mundial de la Salud la enfermedad afecta a las poblaciones mas
pobres del planeta y estd asociada a la malnutricion, los desplazamientos de
poblacion, las malas condiciones de vivienda, la debilidad del sistema inmunitario y
la falta de recursos. También se vincula a cambios ambientales, como la
deforestacion, la construccion de presas, los sistemas de riego, la migracién y la
urbanizacién. La propia organizacion estimé que cada afio se producen entre 700
000 y un millébn de nuevos casos y hasta 65 000 defunciones, pero solo una parte
de las personas infectadas acaban padeciendo la enfermedad.®3

La Leishmania es un protozoo flagelado, parasito intracelular obligado de mamiferos
que habita en vectores.¥ Morfolégicamente tiene dos formas: intracelular
(amastigote) y extracelular (promastigote). Los amastigotes viven dentro de
vacuolas lisosomales de las células fagociticas, carecen de flagelo y presentan una
forma ovalada o redondeada con dimensiones que oscilan entre 2-5 um de longitud
y 1,5-2,5 um de ancho, presentan un nucleo voluminoso, generalmente excéntrico
y adyacente a este se encuentra el kinetoplasto. El citoplasma es granular y
vacuolado. El pH y temperatura 6ptimos para su desarrollo son de 4-5y 37 ° C
respectivamente. Bioguimicamente su principal fuente de energia son los acidos
grasos de cadena larga, los cuales puede transformar en CO2 y agua en mayor
grado que los promastigotes.(1> 16 [a forma promastigote es movil, fusiforme,
extracelular y presenta un tamafio mayor que la forma intracelular. Su tamafio oscila
entre 10-30 um de largo y 1,5-3 um de ancho. Presenta nucleo oval central y posee

un flagelo adherido a un organelo similar a la mitocondria, llamado kinetoplasto.
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Metabodlicamente utilizan aminoacidos y azlcares como fuente principal en
condiciones aerobicas. El pH es neutro y la temperatura de desarrollo varia de 25 a
27°C, pareciéndose a las condiciones bioldgicas del intestino del insecto.

El perro es considerado el principal reservorio doméstico de estos parasitos.*”) La
transmision en la naturaleza, generalmente se produce a través de la picadura del
flebotomo diptero de la familia Psychodidae y subfamilia Phlebotominae, del género
Phlebotomus en Europa y Lutzomyia en América.(# 18 19 | a transmision es de tipo
zoonotica, es decir, establecerse entre un animal enfermo (reservorio), el fleb6tomo
(vector) y la persona sana, o antroponética si se efectlia entre una persona enferma,
el fleb6tomo y otra persona sana.® 2% Los miembros del género Leishmania (L.) son
parasitos de mamiferos. Los dos subgéneros: Leishmania y Viannia, estan
separados en base a su localizacion en el intestino del vector. Inicialmente, la
clasificacion de las especies se bas6 en distintos criterios extrinsecos, como
caracteristicas biolégicas, geograficas y clinicas; por ejemplo: L. guyanensis
(aislada en Guayana), L. peruviana (aislada en Peru), L. infantum (aislada de un
nifio en Tanez) y L. gerbilis (aislada de un gerbo).?Y. La epidemiologia de la
leishmaniasis depende de las caracteristicas de la especie del parasito, de las
caracteristicas ecoldgicas de los lugares de transmision, de la exposicion actual y
pasada de la poblacién humana al parasito, y del comportamiento humano, que es

muy variable.)

Taxonomadela Laishmania
La leishmaniasis es causada por parasitos intracelulares del orden Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae y del género Leishmania. Su taxonomia es compleja y ha
evolucionado a lo largo de los afios. En el pasado, eran clasificadas segun la
localizacion geografica y el aspecto clinico que producia la enfermedad. En la
actualidad, se han descrito alrededor de 30 especies de Leishmania de las cuales
alrededor de 20 son patogenas al hombre. Hoy en dia las agrupaciones
taxonOmicas se basan en caracteristicas bioquimicas y moleculares, por lo que ya
no coinciden con los patrones clinicos especificos de la enfermedad. De esta
manera, el género Leishmania se divide en dos subgéneros: Leishmania y Viannia.

Cada subgénero se divide en complejos, por ejemplo: Viannia abarca dos
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complejos: L. braziliensis y L. guyanensis. En el primero se encuentran las
siguientes especies: L. braziliensis, L. peruviana, L. colombiensis, L. lainsoni, L.
shawi y L. naiffi y en el segundo aparecen: L. guyanensis y L. panamensis. Ademas,
en el subgénero Viannia existen dos especies hibridas: L. braziliensis/L.
panamensis y L. braziliensis/L. guyanensis. En el subgénero Leishmania se
encuentran cinco complejos: L. major, L. tropica, L. aethiopica, L. donovani y L.

mexicana, formados por una a tres especies. @

112  Odobioldgico

La leishmaniasis es transmitida mayoritariamente por insectos vectores. No
obstante, se ha descrito con menos frecuencia la transmision por via sexual,
transfusional, transplante de 6rganos, via transplacentaria, inoculacion accidental
en el laboratorio y por contacto directo lesion - lesién. Los insectos pueden
transmitirla de una persona infectada a una sana (transmision antroponética) o de
un animal enfermo al hombre (transmision antropozoondética). Cuando la
leishmaniasis es transmitida por la picadura de un insecto fleb6tomo hembra
infectado (Figura 1). El vector inyecta el estadio infectante (promastigote) desde su
proboscis durante la ingestién de sangre. Los promastigotes introducidos en la piel
son fagocitados por los macrofagos y otros tipos de células fagociticas
mononucleares. Dentro de estas células, los promastigotes se transforman en
amastigotes, los cuales se multiplican por fision binaria y luego infectan otras células
fagociticas mononucleares. Factores dependientes del paréasito y del hospedero
determinan si la infeccién se hace sintomética y la forma de presentacion de la
leishmaniasis. Los fleb6tomos se contagian cuando ingieren células infectadas al
alimentarse de sangre. En el intestino de los insectos flebétomos los amastigotes
se transforman en promastigotes, se dividen (en el intestino posterior los del
subgénero Viannia y en el intestino medio los del subgénero Leishmania) y
finalmente migran hacia la proboscis. Desde aqui, los promastigotes podran acceder
a los hospederos vertebrados cuando nuevamente el insecto se alimente de

sangre.®
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113  Fomresdeleishmaniasis Manifestacionesclinicas
Las manifestaciones clinicas de la enfermedad dependen de las propiedades del
hospedero y de las propiedades del parasito (Anexo 3). En el caso del paréasito es
importante la especie de Leishmania y su perfil isoenzimatico. Existen dos formas
clinicas principales de leishmaniasis:

e Leishmaniasis visceral (LV)
Se caracteriza por la aparicion de fiebre, pérdida de peso, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia, pancitopenia e hipergammaglobulinemia entre 3 a 8 meses después
de la picada del vector infectado. Puede existir hiperpigmentacion de la piel por lo
cual se le conoce como enfermedad negra o “kala azar”. Usualmente tiene un curso
cronico y puede llevar a la muerte, generalmente por infecciones secundarias. Es
causada principalmente por L. donovani, L. infantum y L. chagasi; sin embargo, L.
amazonensis y L. tropica también la pueden producir.
Una variante es la leishmaniasis post-kala azar que es causada por L. donovani en

la India y Africa. Aparece un tiempo después de un cuadro resuelto de leishmaniasis



Revision Bibliografica
visceral y se caracteriza por maculas, papulas o nddulos que inician en una
distribucion peri-oral y luego se diseminan a otras areas del cuerpo.@

e Lehismaniasis cutanea )

La leishmaniosis cutanea es la manifestacion mas comun de la enfermedad,
dandose tanto en infectados por las especies del “Viejo” como del “Nuevo” mundo.
En Eurasia y Africa suele estar causada por L. major y L. tropica y en menor medida
por L. infantum o L. aethiopica, mientras que en el Nuevo Mundo suele venir dada
por las especies L. amazonensis, L. mexicana y pertenecientes al subgénero
Viannia donde se encuentran las especies L. braziliensis y L. guyanensis que se
consideran “complicadas” dado el riesgo que tienen de desarrollar la forma
mucocutanea. Afecta a la piel, formando lesiones, generalmente en las areas mas
expuestas de la misma (brazos, cuello...etc.), dado que los fleb6tomos no suelen
ser capaces de atravesar tejidos con sus piezas bucales. Las picaduras en si (ain
en ausencia de infeccion por el parasito) se resuelven lentamente, hasta varias
semanas, con un importante componente pruriginoso. )

Leishmaniasis cutanea localizada (LCL):

Las lesiones cutaneas causadas por Leishmania comienzan como una papula de
color rosado que crecen y pasan a formar una lesion nodular (a veces con un
reblandecimiento del centro de la lesidén) que suele llevar a una ulceracion indolora
con un endurecimiento periférico. Tanto en las leishmaniasis del Viejo como del
Nuevo Mundo, las Ulceras estan cubiertas por escaras hiperqueratésicas en el
primer caso y por una cubierta fibrinosa en el segundo. Pueden aparecer varias
lesiones con una apariencia variable, llegando a darse en algunos casos lesiones
satelitales en torno a las ulceras, o incluso diseminarse a través de las vias linfaticas
llevando a adenopatias regionales. Asimismo, es comun que aparezcan infecciones
secundarias de origen bacteriano, frecuentemente asociadas a drenaje purulento y
celulitis local. La superinfeccion bacteriana puede llevar a un agrandamiento de la
lesion primaria y a la persistencia de la misma.

En el desarrollo normal de la enfermedad cutanea localizada se suele dar una
curacion gradual, en un proceso que lleva de meses a afios, dependiendo tanto de

la especie infectante como del tamafio de lesion, dejando cicatrices atréficas
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deprimidas o queloides, (en los pacientes predispuestos a ello). Tras la resolucién
de la lesion primaria puede darse una reactivacion de la misma durante el afio
siguiente a la curacion.

Leishmaniasis Cutanea Diseminada (DCL):

Esta manifestacion es relativamente poco frecuente, dandose sobre todo al
comienzo de infecciones causadas por L. aethiopica, L. mexicana y L. amazonensis.
Comienzan con una lesion localizada que no se ulcera, diseminandose los
amastigotes a macrofagos en otras zonas de la piel. Generalmente se forman
lesiones en forma de placas o nédulos blandos, normalmente en la cara y en la
superficie de los miembros extensores, aunque puede diseminarse al resto del
cuerpo. Se detecta un gran numero de parasitos mientras que la respuesta
linfocitica es escasa, las causas de este déficit de respuesta pueden deberse a una
anergia ante los antigenos del parasito o a una inmunosupresién como la causada
por el SIDA. El tratamiento eficaz de esta manifestacién es complicado.?? 26)

Leishmaniasis Mucocutanea (MCL):

La leishmaniasis mucocutanea, también conocida como espundia, es la forma mas
grave de la leishmaniasis cutanea, siendo causada por las especies del subgénero
Viannia, siendo L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, aunque también se
ha descrito en pacientes infectados con especies del subgénero Leishmania, como
L. amazonensis (presente en América del Sur) y L. infantum y L. aethiopica
(leishmaniasis del Viejo Mundo) en pacientes inmunodeprimidos. La clinica de esta
afeccion se caracteriza principalmente por una destruccion de las mucosas, con
taponamiento nasal, hemorragias en las mucosas, aumento de las secreciones y
desprendimiento del tejido necrosado. En muchos casos se dan deformidades,
inflamacion y dolor, otro signo caracteristico es la erosion de tejidos mucosales,
generalmente en la nariz boca y cartilago nasal, aunque también puede afectar a
los carrillos, faringe, paladar, epiglotis, laringe, traguea y genitales. Los desenlaces
mas comunes son una desfiguracion causada por la destruccion del cartilago nasal
y los tejidos circundantes. No es frecuente que afecte a la funcion respiratoria,
asimismo su letalidad es baja.®

Leishmaniasis Cutanea Post-Kala-Azar (PKDL):
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Se trata de una erupcidn cutdnea observada en pacientes que han sido sometidos
a tratamiento contra la leishmaniasis visceral causada por L. donovani (endémica
en India, Etiopia y Sudan), tras un periodo de tiempo tras interrumpir el tratamiento
o lograr la curacion clinica, también se ha asociado L. infantum y L amazonensis.
Suele presentarse en forma de maculas eritematosa o hipopigmentadas, que en
ocasiones evolucionan a placas o nodulos. Los factores de riesgo para la aparicion
de esta forma de la enfermedad pueden englobar el estado inmunoldgico del
paciente, la cepa del parasito y la eficacia de la terapia. Se da hasta en un 60% de
los casos de leishmaniasis visceral en Sudan, mientras que en el Asia meridional la
incidencia se encuentra entre un 5 y un 10%.(@2 26)

114 Dstribucion geografica

La leishmaniasis esta considerada por la OMS en la categoria | de las enfermedades
infecciosas (situacion emergente e incontrolada), y se reporta endémica al menos
en 98 paises de todos los continentes, excepto Australia. Se calcula que viven en
zonas activas de leishmaniasis alrededor de 350 millones de personas,
reportandose alrededor de 2 millones de nuevos casos cada afio.

Algunos reportes indican que el numero global de casos se ha incrementado en la
dltima década, segun lo reportado en Brasil, Bolivia, Colombia, Perd y Afganistan.
Tal incremento se explica en parte por el desarrollo de medios diagnosticos y el
aumento en la notificacion de casos, pero en lo fundamental, es el resultado del
inadecuado control de vectores y reservorios en las zonas endémicas, de la mayor
deteccion de leishmaniasis cutanea asociada con infecciones oportunistas y el virus
de inmunodeficiencia humana (VIH), asi como de la emergencia en la resistencia al
tratamiento, entre otros factores.(%

115  Co-infeccion LaisrmanigMH

La asociacion de la infeccion del VIH con la infeccion por Leishmania constituye una
nueva enfermedad, extraordinariamente grave y de frecuencia creciente. Descrita
por primera vez en Espafia en 1985, se ha constituido como una amenaza real, en
particular en el sudoeste de Europa, donde un 25-70% de los casos de
leishmaniasis visceral estan relacionados con la infeccidn, y un 2-9% de los casos

de SIDA desarrollan leishmaniasis visceral. Estudios recientes han puesto de

10



Revision Bibliografica

manifiesto que las cepas latentes del VIH que replican muy lentamente en cultivos
celulares, se activan en presencia de Leishmania. Esta constatacion in vitro sugiere
que también pueda ocurrir in vivo, siendo una explicacion plausible de la patogenia
de la coinfeccion. En la figura 2 se muestra la distribucion mundial de la

leishmaniasis, indicandose las zonas en que existe coinfeccion Leishmania/VIH.

Figura 2 Distribucién global de leishmaniasis y de coinfeccién Leishmania/VIH. En
azul claro se muestran los casos de leishmaniasis, y en azul oscuro los casos de
coinfeccion de Leishmania/VIH en el periodo 1990-1998. (Organizacién Mundial de
la Salud)@”
De los 1.700 casos de coinfeccidbn comunicados a la Organizacion Mundial de la
Salud @, procedentes de 33 paises, hasta 1998, 1.440 fueron de la zona: Espafia
(835), Italia (229), Francia (259) y Portugal (117). La mayoria eran varones, jovenes
(20-40 afios) y adictos a drogas por via parenteral. En América la mayor parte de
los casos procedian de Brasil. En relacion con las infecciones por Leishmania en
inmunocompetentes, la coinfeccion presenta una serie de caracteristicas
diferenciales:

1. La picadura por el vector infectado en inmunocompetentes no supone

necesariamente el desarrollo de la enfermedad, mientras que en
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inmunodeprimidos (por infeccion VIH u otras causas), existe un alto riesgo
de desarrollo de leishmaniasis visceral, de forma rapida y grave.

2. El SIDA y la leishmaniasis visceral se insertan en un circulo vicioso de
refuerzo mutuo. El primero incrementa el riesgo de leishmaniasis visceral
entre 100 y 1.000 veces en areas endémicas. Las dos enfermedades
producen una disminucion sinérgica de la respuesta inmunitaria, al destruir
las mismas células.

3. El uso de agujas intravenosas en adictos a drogas permite la transmision
directa de persona a persona, lo que constituye un nuevo patrén de
transmision de la enfermedad en el que un nuevo ciclo antroponatico artificial
se aflade al ciclo zoondtico convencional. Ademas, el colectivo de pacientes
coinfectados se constituye en un nuevo reservorio no existente previamente.

4. EIl diagnostico de la coinfeccion presenta dificultades especificas, debidas
fundamentalmente a la destruccién de las mismas células y por consiguiente
de la respuesta inmunitaria por ambos agentes infecciosos: sintomatologia
inusual, en la que no siempre estan presentes los signos y sintomas
habituales, falsas negatividades seroldgicas en el 42,6 % de los pacientes
coinfectados, enfermedades asociadas como toxoplasmosis y tuberculosis y
dificultad de diagndstico parasitolégico. La puncién medular es la técnica mas
sensible y segura para la busqueda de amastigotes y, si nho es posible
realizarla, se deben buscar paréasitos en sangre periférica. También se han
utilizado punciones hepéticas y esplénicas.

5. El tratamiento presenta asi mismo serias dificultades, por disminucién de la
eficacia de los medicamentos, recidivas por resistencias al tratamiento (mas
del 50 % comparado con el 10 % en inmunocompetentes) y acumulacion de
efectos secundarios.

La educacion sanitaria, en particular a los colectivos de riesgo, adictos a drogas

fundamentalmente y declaracién de los nuevos casos son factores importantes

en la prevencion, que deben estar imbricados en los esfuerzos de colectividades

y organizaciones implicados en el tema. Desde 1994, una red de vigilancia

epidemiologica auspiciada y supervisada por la OMS viene reuniendo datos
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inicialmente en 13 paises. Esta red se ha hecho extensiva a 28 instituciones y
contintia creciendo, estableciendo laboratorios de referencia y hospitales, con
una infraestructura capaz de diagnosticar y tratar a los pacientes coinfectados.
Los centros de seguimiento siguen protocolos proporcionados por la OMS vy el
UNAIS (Programa de las Naciones Unidas sobre el Sida) para llegar a

conclusiones homogéneas.?®)

116  Tratamientoyresistencia

A principios del siglo XX, el tratamiento de la leishmaniasis estaba conformado por
diversas sustancias que incluian el tartaro emético esterilizado, curaciones con
pomadas fenicadas y aristol con resultados aceptables, pero en esa misma época
Kolle, al ensayar una emulsion oleosa de triéxido de antimonio y casi de manera
concomitante Martindale, al formular y usar las primeras soluciones a base de
anhidrido antimonioso y 6xido de antimonio, obtuvieron resultados verdaderamente
provechosos; estas preparaciones las ensayé en México Inchaustegui en las
primeras décadas del siglo pasado con resultados benéficos.® Los antimonios
pentavalentes: estibogluconato de sodio (Pentostam®, Glaxo Wellcome, Reino
Unido) y antimoniato de meglumina (Glucantime®, Rhone-Poulanc Rorer, Francia),
contintian siendo, desde los afios 40 hasta la actualidad, el Unico tratamiento eficaz
con el que se logran resultados clinicos y microbiologicos satisfactorios contra la
leishmaniasis. Estos compuestos pueden causar serios dafios, que son
generalmente reversibles, y se reportan entre los efectos colaterales: dolores
musculares, falla renal, hepatotoxicidad y cardiotoxicidad. Tanto las drogas
utilizadas como la atencion médica que requiere su administracion, encarecen el
tratamiento, y los reportes de pacientes no respondedores se incrementan, ya sea
por estar infectados con cepas resistentes o por inmunosupresion (por ej. causada
por HIV). Por estas razones, en la pasada década se presto la mayor atencion al
desarrollo de alternativas para la dosificacion, esquemas de administracion o modos
de aplicacién de los tratamientos.

A pesar de esto, una cuidadosa revision de los datos acumulados en los ultimos
anos evidencia que los antimoniales pentavalentes, administrados de forma

parenteral o intralesional, contindan siendo la terapia de eleccion para las formas
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cutaneas. Otras alternativas terapéuticas incluyen la miltefosina y la anfotericina B,
en especial para la forma mucocutanea, Algunas de sus formulaciones lipidicas
(AmBisome, Amphocil), que resultan menos toxicas, se han aplicado en estos
casos, y también para tratar la enfermedad visceral en diversas regiones. También
es importante sefialar que hay evidencias de que la respuesta al tratamiento de las
formas cutdneas depende de la especie infectante, lo que se ha demostrado tanto
in vitro como in vivo.* 29

Los antimoniales trivalentes (Repodral®, Antiomalina®) se indican por via
parenteral, a dosis de 2 a 3 mL (0.02 a 0.03 g) en dias alternos hasta completar una
serie de 12 a 20 dias; los pentavalentes, como Glucantime®, se prescriben a dosis
de 10 a 60 mg/kg durante 12 dias a tres semanas (o hasta obtener datos de curacion
clinica y parasitologica) y Pentostan® (estibogluconato sodico), a dosis de 20
mg/kg/dia, durante 30 dias, no necesariamente consecutivos, cuya periodicidad en
las aplicaciones es determinada por la aparicién de efectos colaterales. La via de
administracion es intravenosa cuando los pacientes estén internados porque la via
intramuscular es muy dolorosa; sin embargo, ésta es la Unica alternativa factible
para el tratamiento a gran escala. Los efectos adversos mas frecuentes descritos
son reaccion local, anorexia, nausea, vomito, mialgias, artralgias, aumento de
enzimas hepaticas, de urea, creatinina y alteraciones electrocardiograficas, como la
inversion de la ondaT, prolongacion del segmento Q-T, depresiéon del segmento S-
T y bradicardia sinusal.®

En la forma difusa es util la pentamidina, que es una segunda alternativa. Los
efectos adversos incluyen: nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, hipertension,
hipoglucemia, hiperglucemia (raramente), alteraciones electrocardiogréficas,
abscesos gluteos, parestesia centrofacial, cefalea, epigastralgia y vértigo. Para el
tratamiento de las formas cutaneo-mucosas la duracion del régimen terapéutico con
antimoniales por via parenteral es de 28 dias, con lo que se logra una tasa de
curacion de alrededor de 75% de los pacientes con formas leves o moderadas, esta
tasa es menor en pacientes con formas clinicas mas graves en quienes se
administra anfotericina B como tratamiento de rescate. Se ha documentado también

el tratamiento de la enfermedad con antimoniales por via intralesional como la
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primera linea terapéutica contra leishmaniasis cutanea localizada provocada por
Leishmania major, Leishmania tropica, Leishmania braziliensis o Leishmania
panamensis, 0 ante riesgo de toxicidad cardiovascular.

En algunos estudios se ha observado que la combinacién de antimoniales con
lidocaina, ademas de aminorar las molestias locales, favorece la fragmentacion y
pérdida de definicibn de la membrana citoplasmatica y otros organelos de los
parasitos dada su capacidad anfofilica. Como tratamientos alternos de la forma
cutanea, la diaminodifenilsulfona (dapsona) ha mostrado utilidad, a dosis de 3
mg/kg/dia durante tres semanas. En casos provocados por Leishmania mexicana
hay respuesta a ketoconazol a dosis de 200-600 mg/dia durante cuatro a seis
semanas con o Ssin crioterapia concomitante o a itraconazol, 200-400 mg/dia,
durante uno a dos meses. Por el contrario, el fluconazol ha demostrado en estudios
ser ineficaz como tratamiento contra esta enfermedad.®)

En la forma visceral, un tratamiento efectivo y seguro es la miltefosina oral. En la
forma anérgica se prescriben la anfotericina B y su forma liposémica. El farmaco
también produce buena respuesta en pacientes inmunodeprimidos, pero los
intervalos de recaidas en estos pacientes son altos. La anfotericina B es una
alternativa extremadamente eficaz, pero toxica, indicada incluso en las formas
resistentes a los antimoniales o en pacientes que resultan intolerantes a estos. La
anfotericina B liposomal es un tratamiento efectivo contra la leishmaniasis visceral
en adultos inmunocompetentes y nifios, incluso en sujetos con enfermedad
resistente. Otra opcion la constituye el factor de transferencia, y de manera mas
reciente, la paromomicina, que ya ha completado la fase Il en estudios
experimentales efectuados en la India y Africa para su aprobacién en estos casos.
A este respecto, en el estado de Bihar, en la India, en donde las tasas de curacion
actuales son de 35%, debido a intolerancia a los antimoniales o a la falta de recursos
para sostener los tratamientos, se ha sugerido el potencial desarrollo de resistencia
a la miltefosina y a la anfotericina liposomal por parte de los parasitos en este lugar.
Asimismo, se ha reportado falla al tratamiento con antimoniales pentavalentes en
Nepal, por lo que en la actualidad el tratamiento de primera linea en este pais es la

anfotericina B liposomal, de manera especial contra la forma visceral.(®
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Otras opciones farmacoldgicas incluyen la rifampicina, 600 a 1200 mg/dia por mas
de dos meses sola o con isoniazida; interferon y a dosis de 50 a 100 mm/m2 de
superficie corporal/dia por via subcutanea durante 10 a 15 dias (aunque no lleva a
la curacidbn en monoterapia); factor estimulante de colonias de granulocitos-
macréfagos humanos recombinante (rHGM-CSF) por via subcutanea durante 10
dias o intralesional; alopurinol asociado o no con antimoniales; metronidazol, 250
mg tres veces al dia en ciclos de 10 a 15 dias; trimetoprimsulfametoxazol a dosis
de 160/800 mg dos veces al dia durante cuatro semanas; azitromicina en esquemas
de 500 mg/dia durante 3, 5y 10 dias o 1 g/dia durante dos dias y pentoxifilina a
dosis de 1200 mg/dia durante 30 dias.®

Estudios clinicos con paromomicina y miltefosina han mostrado utilidad y
actualmente la combinacion de miltefosina-termoterapia se considera una
alternativa eficaz en el tratamiento de leishmaniasis cutanea. Localmente pueden
prescribirse antisépticos como el sulfato de paromomicina a 15% vy el cloruro de
metilbenzetonio a 12% en ungiento dos veces al dia durante 10 dias a 3 semanas
o solucion de sulfato de bleomicina a 1% por via intralesional. Otra alternativa de
tratamiento local ante leishmaniasis cutdnea localizada es la inyeccion de
anfotericina intralesional, que ha demostrado efectividad a dosis de 2.5 mg/mL en
un estudio realizado en la India.®)

La resistencia a los medicamentos se define como la disminucion de la eficacia de
los compuestos en una poblacion de células (es decir, los parasitos de Leishmania)
que antes eran susceptibles a ellos. Esta definicion supone que se conoce la
susceptibilidad inicial de los organismos a los farmacos, lo que no siempre es cierto
para las cepas de campo de Leishmania aisladas de los pacientes. Existen al menos
tres mecanismos celulares directamente asociados con la expresion de la
quimiorresistencia: amplificacion génica de las enzimas diana del farmaco, cambios
estructurales y funcionales de las enzimas diana del farmaco y disminucion de los
niveles intracelulares del farmaco debido a su extrusion por transportadores
especificos.*? Sin embargo, la quimiorresistencia es un fenémeno multifactorial.
Generalmente se asocia con un aumento de la expresion de las proteinas

transportadoras del farmaco (multirresistencia, o MDR, también conocida como

16



Revision Bibliografica

Pglicoproteina) y de la proteina asociada a la multirresistencia (MRP). Los
mecanismos de la quimiorresistencia pueden ser multiples y no exclusivos de un
solo tipo de medicamento; los parasitos pueden utilizar multiples mecanismos para
ser resistentes a un medicamento o pueden utilizar un mecanismo para ser
resistentes a varios medicamentos que originan los llamados fendmenos de
reaccion cruzada.

En la leishmaniasis, la quimiorresistencia puede ser natural, o adquirida, que se
desarrolla cuando los parasitos estan expuestos a dosis subdptimas de farmacos.
De forma similar a lo que ocurre en las células cancerosas de Leishmania, la
quimiorresistencia se ha asociado con una disminucién de la acumulacion celular
de farmacos, debido a la extrusion por transportadores de membrana tipo ABC.
Ademas, la expresion de la quimiorresistencia estd asociada a cambios en los
mecanismos bioquimicos y fisiolégicos que son fundamentales para la
supervivencia y la infectividad de los parasitos. La investigacién sobre los cambios
inducidos por los medicamentos en la fisiologia del parasito puede ciertamente

proporcionar pistas para predecir el éxito de una terapia dada.?

117  Vacunasparatratarlaleishmaniasis

El objetivo de una vacuna contra la. leishmaniasis es inducir en el hospedero una
respuesta protectora y de memoria para un posterior encuentro con el parasito. El
desarrollo de vacunas es una estrategia que se ha venido trabajando con el fin de
prevenir la leishmaniasis en zonas endémicas y evitar su expansién a zonas no
endémicas. Se han desarrollado varias generaciones de vacunas contra la
leishmaniasis. La primera se centrd en parasitos muertos o extractos crudos, fueron
desarrolladas a partir de 1930 en Brasil y se han usado en paises como Colombia
y Ecuador desde la década del 40 del pasado siglo. Estas vacunas han sido
preparadas con Leishmania amazonensis y/o Leishmania major, lisadas por
autoclave y con adyuvante de Freund completo. Ejemplos de estas vacunas de
primera generacion constituyen la Leishmune®, que consiste en una preparacion
enriquecida de glicoproteina de promastigotes de Leishmania donovani, También
se han usado en perros vacunas contra Leishmania infantum atenuadas con

gentamicina. 0
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La segunda generacion de vacunas se baso principalmente en la leishmanizacion,
consiste en la inoculacion deliberada de formas vivas de Leishmania atenuados por
medios fisicos, quimicos o genéticos, procedentes del exudado de lesiones
cutaneas de personas infectadas, en sitios anatdmicos no expuestos de individuos
sanos. Esta practica se ha llevado a cabo principalmente en Israel, Iran y la
desaparecida URSS. Su empleo se ha limitado por razones éticas y la aparicion de
varios efectos adversos, como el desarrollo de lesiones persistentes, psoriasis e
hipersensibilidad y persistencia del parasito.®% Otro enfoque de las vacunas de
segunda generacién es el uso de virus o bacterias vivos recombinantes que
expresan antigenos de Leishmania. Son ejemplos de proteinas del parasito
expresadas por bacterias con este proposito: la proteasa de superficie gp63 de L.
major y el antigeno de superficie clonado en Salmonella thypymurium mutante
(patégeno intracelular capaz de penetrar en el macréfago humano), sola o en
asociacion con IL-2, IFN-y, TNF-a o antigeno LACK.

La tercera generacion incluye, como el procedimiento de vacunacion mas reciente,
la codificacion de genes para un antigeno de proteccion, clonado en un vector Este
método implica la inoculacién de DNA insertado en un plasmido bacteriano que
actla como vector. El gen del antigeno vacunal queda bajo el control de un potente
promotor mamifero. Cuando se inocula en un animal este plasmido, construido por
ingenieria genética, es capturado por las células del hospedero, en las cuales el
DNA se transcribe a RNAm y se traduce en la proteina endégena de la vacuna. De
esta generacion la sustancia mas probada como candidato para vacuna
recombinante es la proteina de superficie B1 acilada hidrofila (HASPB1), que
confiere proteccion contra L. donovani. También se ha empleado el candidato
antigénico NH36, que confiere proteccion contra la infeccion por L. chagasi, L.
mexicana y L. amazonensis. Al mismo tiempo se han empleado las proteinas
ribosomales recombinantes L3 y L5 de L. major para el desarrollo de vacunas contra
Leishmania. La tercera generacion tiene grandes ventajas con respecto a las
anteriores: son vacunas simples, se pueden producir a gran escala, son estables a
temperatura ambiente, lo que facilita su almacenamiento y transporte, y, finalmente,

se pueden combinar varios antigenos y administrarlos en una sola dosis y por tanto
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brindar proteccion contra mas de una especie de Leishmania, con lo cual se reduce

el nimero de vacunas.%

1.2 Leishmania major. Generalidades

La Leishmania major es una de las especies consideradas patdgenas para el
hombre en el Viejo Mundo y la causa fundamental de leishmaniasis cutdnea en
regiones del norte de Africa, semidesiertos del Este Medio, India Oriental y Sudan,
Pakistan y Sub-Sahara siendo ademas la Unica especie de Leishmania detectada
en Mali.®. Es el agente causal de la leishmaniasis cutanea zoonética (ZCL, siglas
en inglés) la cual se caracteriza por diferentes presentaciones clinicas que
dependen en gran parte del agente hospedero. Entre los principales reservorios del
Viejo Mundo se encuentran los gerbos y roedores y los principales vectores de

transmision los fleb6tomos de las especies P. papatasssi y P. duboscqi.(*?

En condiciones normales, la infeccién por Leishmania spp. tiene una fase aguda y
sintomética en la cual los promastigotes del paréasito se reproducen dentro de los
macréfagos del huésped y se convierten en amastigotes con la capacidad de
sobrevivir indefinidamente dentro de los lisosomas de esos fagocitos, pudiendo
afios mas tarde producir una reactivacion de la infeccién con sintomas mucho mas
intensos que los de la infeccion inicial.®Y Los fosfoglicanos, son moléculas ubicadas
en la superficie del parasito Leishmania, constituyentes de una envoltura densa que
protege al parasito y a la vez le confiere virulencia. Su pérdida deja al parasito
desprotegido frente al complemento y a otros mecanismos de defensa del huésped
y le impide sobrevivir dentro de los macréfagos indefinidamente. La importancia de
los fosfoglicanos para la supervivencia parasitaria fue examinada por investigadores
de la Universidad de Nueva York en un estudio con parasitos de Leishmania
desprovistos de fosfoglicanos mediante una delecion genética intencionada
(Leishmania major Ipg2-). Los investigadores observaron el efecto de la delecién
sobre la supervivencia del parasito en los fleb6tomos que transmiten la infeccion al
ser humano y observaron que al cabo de 3 dias dicha supervivencia era 10 veces
menor que la de parasitos normales y que pasado ese periodo el parasito

desaparecia por completo. Los investigadores también observaron el
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comportamiento de los parasitos en macréfagos, donde tampoco pudieron
sobrevivir. En cambio, cuando los parasitos mutantes fueron inyectados en ratones
genéticamente susceptibles a la leishmaniasis, estos Ultimos permanecieron
asintomaticos y se penso que el parasito habia desaparecido como en los demas
casos. Mas tarde se descubrio, sorprendentemente, que habia parésitos en
muestras de tejido obtenidas de estos ratones, deduciéndose que algun tipo de
célula distinta de un macrofago le permite al parasito sobrevivir y proliferar sin
causar sintomas de enfermedad. En este momento los investigadores estan
dedicados a buscar esa célula y a estudiar las implicaciones de estos hallazgos
desde el punto de vista de la factibilidad de elaborar una vacuna contra la
leishmaniasis. En dltima instancia, Leishmania Ipg2- parece ser un modelo
promisorio para estudiar los mecanismos que conducen a la infeccion asintomatica

persistente en el ser humano.®b

Cada vez son mas los casos clinicos en los cuales los parasitos de leishmaniasis
han desarrollado resistencia, por lo cual es necesario el disefio de nuevos
medicamentos, mas eficientes, efectivos y seguros. En respuesta a esta necesidad,
recientemente, varios compuestos con bases azélicas han sido evaluados por su
actividad leishmanicida in-vitro mostrandose como agentes terapéuticos
prometedores. Particularmente, Tahghighi y colaboradores, reportaron diecisiete 5-
(5-nitrofuran-2-ilos) y treinta y tres 5-(5-nitrotiofen-2ilo)-1,3,4-tiodiazol-2-aminas con
una amina aciclica en la posicion C2 del anillo tiodiazélico, su actividad

leishmanicida fue evaluada in vitro contra la especie Leishmania major (L. major).¢?

Una gran cantidad de estudios realizados acerca de la Leishmania concuerdan en
que, la respuesta inmune mediada por células tanto en humanos como en modelos
experimentales, desempefia un papel muy importante en el proceso de infeccién
por el parasito, asi como en el control y la resolucién de la leishmaniasis las
respuestas inmunolégicas del huésped durante la infeccion se han estudiado a
fondo y se ha determinado que la resistencia y susceptibilidad a L. major esta
mediada por Thl y Th2, subconjuntos de células T CD4+, respectivamente. Las

células Thl secretan citoquinas protectoras IFN-y, IL-2 y ejecutan respuestas CMI,
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y las células Th2 producen citoquinas IL-4, IL-10 e IL-13 y ayudan en la produccion
de anticuerpos de la inmunidad humoral.(?
En un estudio realizado con ratones BALB/c previamente infectados con L.
braziliensis y L. major (ambas especies inductoras de leishmaniasis cutanea) pudo
apreciarse una respuesta de hiper-sensibilidad de tipo retardado a L. major y la
produccion de grandes cantidades de interferon g (IFN-g) pero bajas cantidades de
interleuquina-4. Esto sugiere que existen epitopos de antigenos de reaccion
cruzada entre L. braziliensis y L.major y que una pre-infeccién con L. braziliensis
provoca o induce una respuesta protectora Thl al parasito en ratones BALB / ¢ para
L. major.©3)
En la leishmaniasis los parasitos viven a expensas de su anfitrion. Para asegurar la
supervivencia del genoma del parasito, es importante que el huésped sobreviva al
menos hasta lograr la transmisiobn exitosa del parasito. El nivel de
tetrahidrobiopterina (H4B) juega un papel crucial en el desarrollo metaciclico del
pardsito, la forma que es infectiva para el huésped mamifero. Stephen Beverley y
colaboradores han demostrado que los niveles bajos H4B causan metaciclogénesis
elevada. Tras la inyeccion en ratones de parasitos de L. major, estos parasitos
mostraron ser hipervirulentos, causando mas lesiones que en los controles, asi
como un mayor numero de parasitos por lesidén. Los autores sugieren que, para
limitar el dafio al huésped, el parasito utiliza PTR 1 para aumentar H4B de nuevo,
controlando de este modo su propia virulencia.1®
En general, la leishmaniasis cutanea se caracteriza por una lesiéon que cura en un
periodo de tiempo. Sin embargo, en casos raros, la infeccién puede darse de una
forma que imposibilite la curacién de la enfermedad y persistir durante varios afios
y no responder a ninguna de las quimioterapias existentes. Una de las cepas que
causan esta forma grave de la enfermedad Leishmania major Seidman (LMSD) fue
aislada hace 45 afios de un voluntario del Cuerpo de Paz en Senegal. El paciente
exhibié lesiones cutaneas crénicas con la persistencia de los parasitos a pesar de
una respuesta inmune mediada por células. Esta respuesta enigmatica se reprodujo
en ratones cepa C57BL/6, que son tipicamente resistentes a L. major, y

desarrollaron lesiones cutaneas de dificil curacion después de la infeccidon con
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LMSD, mientras que exhibieron una fuerte respuesta Thl que se caracteriza por
altos niveles de IFN-g e IL-13 y ausencia de IL-4Y. Se ha demostrado que se
requerian de IL-1b, y el reclutamiento de neutrdfilos para la susceptibilidad a LMSD,
pero el mecanismo para estos procesos no estaba claro. La respuesta ahora se ha
proporcionado en un nuevo estudio realizado por Lee y colegas, los cuales

identificaron una poblacion de macréfagos dérmicos MRC1hi que fueron infectadas

preferentemente por LMSD. @4

1.3 Enfoques para la busqueda de medicamentos destinados a la
leishmaniasis

La leishmaniasis no constituye una enfermedad de interés para las compafias
farmacéuticas. Solo por iniciativa de instituciones académicas, asi como de
organizaciones humanitarias y no-gubernamentales sin fines de lucro como la OMS
se han logrado importantes progresos en el control de esta y otras enfermedades
olvidadas en particular el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas. Por las
razones anteriores se insiste en el uso racional y eficiente de los recursos
financieros y las capacidades disponibles en este campo.

El reposicionamiento de farmacos constituye una de las opciones para el
descubrimiento de nuevas alternativas terapéuticas para las enfermedades
parasitarias olvidadas. Ello consiste en estudiar entre los medicamentos aprobados
o en fases avanzadas de desarrollo para otras indicaciones, aprovechando la
informacion disponible de los productos. De estos compuestos ya se dispondra
informacién valiosa como puede ser informacion fisico-quimica, la analitica, los
estudios toxicologicos pre-clinicos, los estudios farmacocinéticos, de estabilidad, de
formulacién e interacciones; los cuales representan un gasto sustancial en el
proceso de desarrollo del farmaco. Para la nueva indicacion solo se requiere
demostrar la actividad en el laboratorio, asi como en modelos animales de la
enfermedad, y entonces ejecutar los ensayos clinicos segun las nuevas condiciones

de uso0.@
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Figura 3. Esquema comparativo del camino a recorrer por un farmaco en su

desarrollo para la primera indicaciéon (A) y al ser reposicionado (B).

Existen multiples ejemplos del éxito de esta estrategia. En el caso de la
leishmaniasis, la indicacion primaria de la anfotericina B y el ketoconazol fue como
antimicoticos; la paromomicina, es un antibiotico aminoglucosido; la miltefosina, un
antineoplasico; la pentamidina se emplea para el tratamiento de la neumonia por
Pneumocystis carinii y de la tripanosomiasis africana; y el buparvaquone,
originalmente registrado como medicamento para el tratamiento de la teileriosis

bovina, se encuentra en fase de desarrollo para la leishmaniosis cutanea. @

1.4 Estudios insilico

Podemos definir como modelo experimental a cualquier sistema logico, fisico o
biolégico capaz de simular total o parcialmente el proceso o fenbmeno que
pretendemos estudiar.®® Podemos considerar los siguientes tipos de modelos
experimentales:
e Los modelos matematicos computacionales o modelos in silico.%)
e Los modelos fisicos 0 mecéanicos.
e Los modelos biolégicos.
- Celulares y tisulares.
- Organos aislados.
- Animales completos.
- El ser humano como sujeto experimental.
Los modelos matematicos computacionales permiten simular situaciones reales,

modificando los valores de las variables involucradas en un amplio rango de valores
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y contrastarlos con los valores reales. De esta manera nos mostraran
comportamientos que quiza llevaria décadas obtener de la observacién o de la
experimentacion. @6

El desarrollo de farmacos es sin dudas un proceso complejo y altamente costoso,
que en su forma racional incluye la identificacion de compuestos que se unen a un
blanco terapéutico o que muestran determinada actividad biolégica. El empleo de
métodos in silico constituye una via cada vez mas utilizada en el desarrollo de
farmacos ya que permite disminuir de forma apreciable el tiempo y los costos

asociados al desarrollo de los mismos. Los objetivos principales son:

e Disefio o identificacibn de nuevos compuestos, esto es, disefiar nuevas
estructuras con efecto biolégico en una categoria terapéutica deseada. Una
alternativa es buscar dentro de colecciones de compuestos existentes
moléculas que tengan una actividad biolégica especifica.

e Seleccionar candidatos. Los métodos computacionales ayudan a distinguir
las moléculas sobre las cuales se deben enfocar primero las pruebas
experimentales, por ejemplo, compra, sintesis, y evaluacion biolégica. Sin
embargo, los métodos de cOmputo no reemplazan a los experimentos.

e Optimizar lideres para mejorar las propiedades deseadas y disminuir los

efectos adversos.(®")

15 Estudios QSAR

Los estudios QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships, por sus siglas en
inglés o Relaciones Cuantitativas Estructura Actividad, en espafiol) engloban las
relaciones cuantitativas entre la estructura molecular y la actividad bioldgica y/o
quimica-fisica, lo cual constituye uno de los paradigmas de la Quimica Médica.
Estos estudios reunen un conjunto de técnicas computacionales relacionadas con
disefio y visualizacion espacial virtual de moléculas (también llamado in silico),
calculo de propiedades fisicoquimicas moleculares (descriptores), bioinformatica y
estadistica; todo esto con el fin de hacer una prediccion tedrica de la actividad
bioldgica que permita el disefio tedrico de posibles futuros nuevos farmacos (atn no

existentes), evitando pasar por el proceso a prueba y error de sintesis organica. 8
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Los estudios QSAR tienen sus primeros antecedentes histéricos entre las décadas

del 60 y del 80 del pasado siglo cuando surgen las primeras aproximaciones como

Las Relaciones Lineales de Energia Libre (LFER), Las Relaciones Lineales de

Energia de Solvatacion (LSER), los andlisis de Hansch, entre otras.®® Para la

realizacion de estudios QSAR se efectlian los siguientes pasos generales: (2

e Seleccion de un nimero de moléculas con valores conocidos de actividad

bioldgica.

e Caélculo de los descriptores moleculares correspondientes.

e Obtencion, andlisis y validacién de modelos matematicos.

e Cribado virtual de base de datos

1
Blsqueda de
datos Calculo de Eliminacion de Extremos y ‘
P ®  descriptores Precipicios de Actividad
Curado de ‘L
estructuray A
actividad Division de la base de datos ‘
; en series ‘
Preseleccion de
compuestos
et +
Serie externa mS: ;:Z ;: =
= (20-25%) — —csia e
Base de datos +a .
problema
Serie de ‘ Serie de
Curado Prueba entrenamiento
| - iccion
- estructura Uy Pfed cClo (25'3096) ‘ (70_75%)
Calculo de A I |
descriptores Dominio d
ominio de
Aolicacid Validacion Desarrollo de
Dominio de iz (Robustez, | @==3»  Modelos |
Aplicacion i Exactitud) (Exactitud) |
Corrida y ¢ ¢
fusion de Validacion
modelos ‘ — - externa G Fusion de Modelos
p {Predictividad)

Figura 4. Diagrama para el desarrollo de un modelo QSAR

En la Figura 4 se representa esquematicamente la secuencia de pasos para

solucionar un problema de modelacién mediante estudios cuantitativos de relacién
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estructura-actividad. En los acdpites siguientes se profundizara en cada uno de los

aspectos. No obstante, puede resumirse que el proceso inicia con la eleccion

correcta de los datos y su minuciosa inspeccion para eliminar posibles errores.

1.6 Descriptores moleculares

Los Descriptores o Indices Moleculares (DMs o IMs) definidos como el resultado
final de un procedimiento logico-matematico el cual transforma la informacion
quimica, codificada dentro de una representacion simbdlica de una molécula, en un
namero (o0 conjunto de estos) atil (Utiles) o en el resultado de alguno de los
experimentos ya estandarizados.®® 40 Actualmente existen mas de 5000 tipos de
descriptores “9, lo que evidencia el desarrollo y evolucién de los mismos por
desempeiiar un papel fundamental en el desarrollo de modelos para la quimica, las
ciencias farmacéuticas, la politica de proteccién del medio ambiente, la toxicologia,
la ecotoxicologia, la investigacion sanitaria y el control de calidad.“%

Los descriptores de acuerdo con la definicion dada se pueden clasificar en dos
grandes grupos:

1. Mediciones experimentales: log P, Refractividad Molar, Momento Dipolo,
Polarizabilidad, etc.

2. Descriptores Moleculares Teoéricos: Se derivan de las representaciones
simbdlicas de las moléculas y pueden ser clasificados a su vez de acuerdo
al tipo de representacién como:

e Descriptores 0D: Descriptores moleculares obtenidos a partir de la
férmula quimica de la molécula. Entre ellos se encuentran: Numero de
atomos (A), Peso Molecular (Mw), Niumero de atomos especificos
(Nx), descriptores constitucionales y cualquier funcion de las
propiedades atomicas (carga atOmica, radio de Van der Waals,
polarizabilidad atdmica y constantes hidrofobicas atdmicas). (%41

e Descriptores 1D: Descriptores moleculares derivados de una lista
subestructural, la cual consiste en una lista parcial de fragmentos
estructurales incluidos en una molécula. No pueden representar toda

la topologia de la estructura quimica, pueden calcularse e
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interpretarse facilmente y se utilizan normalmente para el andlisis de
similitud/diversidad y el cribado virtual de grandes bases de datos de
sustancias quimicas. %41

e Descriptores 2D: Se trata de una representacion bidimensional y/o
topolégica que, ademas de la composicion atomica, incluye la
informacion sobre la conectividad de los atomos de la molécula en
términos de un grafico molecular. Constituyen los descriptores mas
cominmente usados, ejemplo: Perfiles Moleculares, indices de
Informacién Topoldgica. (941

e Descriptores 3D: Derivan la representacion molecular donde la
informacion espacial sobre las posiciones de los atomos se afiade a
las conectividades del &tomo, o sea, cada atomo de la molécula se
asocia con un conjunto de coordenadas tridimensionales que
determinan su propia posicion en el espacio tridimensional. Esta
representacion se denomina representacion geomeétrica de una
molécula en la que la molécula se considera una estructura
geomeétrica rigida. Ejemplo de estos descriptores son los descriptores
geométricos, estéricos y de tamario. (%41

e Descriptores 4D: Descriptores que tienen en cuenta las propiedades
moleculares derivadas de la distribucion de los electrones y las
interacciones de las moléculas con las sondas que caracterizan el

ambiente (campos de interaccion molecular). 39-41)

17 Softwares empleados en los estudios QSAR

171 DRAGON

El software DRAGON es un software surgido en 1994 por Milano Chemometrics and
QSAR Research Group con el nombre "WHIM/3D QSAR". Ha sido concebido para
el calculo de una gran variedad de descriptores moleculares derivados de diferentes
representaciones moleculares, permitiendo al usuario elegir aguellos descriptores
moleculares que sean mas adecuados para su investigacion especifica. DRAGON

permite fusionar descriptores moleculares calculados y propiedades definidas por el
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usuario para un conjunto de moléculas, proporcionando un archivo de salida
completo que se carga facilmente con cualquier aplicacion de analisis de
correlacion. Posee incluido un menu que permite el calculo de la correlacion de
pares entre los descriptores moleculares y las propiedades experimentales y el
andlisis gréfico de la distribucion de las moléculas en el espacio descriptor y de

respuesta.“?
About Dragon “

Dragon 7 =

software for molecular descriptor calculation
5270 descriptors

T = - = - - - e
Dragon Academic S gic _L\Cf”1d”cn', ncense

Version 7.0 for Win32 (i386) - v.7.0.4 - built on: 2016/03/01

Correct citation of Dragon software:

Kede srl, Dragon (software for molecular descriptor calculation) version 7.0.4,
2016, https://chm.kode-solutions.net

Dragon uses Silk Icon set 1.3: http://www.famfamfam.com/lab/icons/silk/

Dragon is distributed by Kede srl
https://chm.kode-sclutiocns.net

chemo

Figura 5. Software DRAGON 5.5
172 VKA

Se denomina mineria de datos a la aplicacion de técnicas en grandes volumenes
de datos para descubrir informacion util, aplicable y no trivial, ademas de obtener
relaciones y tendencias ocultas hasta el momento.“3 Existen diversos sistemas
computacionales que permiten aplicar estas técnicas con muy buenos resultados.
Una herramienta de gran utilidad y facil acceso es el software WEKA (Waikato
Environment for Knowledge Analysis o en espafiol Entorno para Analisis del
Conocimiento de la Universidad de Waikato). WEKA es un entorno para
experimentacion de analisis de datos que permite aplicar, analizar y evaluar las
técnicas mas relevantes de analisis de datos, principalmente las provenientes del
aprendizaje automatico, sobre cualquier conjunto de datos del usuario.®34% de tres

entornos de trabajo graficos y un entorno en modo consola, permitiendo la
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implementacion de algoritmos para preprocesamiento de datos, clasificacion,
regresion, clustering, seleccién de atributos, reglas de asociacion, etc.4

El desarrollo de WEKA se inici6 en 1993 en la Universidad de Waikato (Nueva
Zelanda) siendo la primera version publica que se liberé Weka 2.1 del afio 1996.¢3
44) Mas tarde el cédigo fue enteramente reescrito en Java lo que permitié su
ejecucion en cualquier plataforma dotada de una implementacién de la maquina
virtual de Java. Actualmente la ultima version de WEKA a mayo de 2019 es la 3.9.3

y se distribuye como software de libre distribucion (licencia GNU GPL).

€3 Weka GUI Chooser — O >

Program Visualization Tools Help
Applications

?‘ Explorer
-  The University \ Experimenter
of Waikato
\ KnowledgeFlow
Workbench
Waikato Environment for Knowledge Analysis

Version 32.9.3

(c) 1299 - 2018 Simple CLI
The University of Waikato
Hamilton, New Zealand

Figura 6 Logo e interfaz principal del WEKA. Plataforma de software para el

aprendizaje automatico y la mineria de datos.

El software lleva el origen de su nombre por un ave de igual nombre Weka
(Gallirallus australis) endémica de Nueva Zelanda en peligro de extincion, famosa
por su curiosidad y agresividad. De aspecto pardo y tamafio similar a una gallina y

alimentacion basada en insectos y pequefios frutos. 3. 46)

173  ChemXfice

ChemOffice es una coleccidn de herramientas inteligentes e integradas que permite
a los cientificos e investigadores trabajar con estructuras quimicas (en 2D o 3D) asi
como obtener informacién sobre sus propiedades quimicas y fisicas, almacenando
esta de tal forma que posteriormente pueda compartirla con el mundo cientifico. Es
atil para visualizar y ganar en profundidad en la comprension de resultados, asi
como para correlacionar la actividad biolégica con las estructuras quimicas. Esta

compuesto, a su vez, por otras herramientas de trabajo como:
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e ChemDraw: herramienta de dibujo y analisis de estructuras quimicas tanto
2D como 3D, ademas de esquemas de reaccion e informacion textual. La
informacion se puede cortar y pegar facilmente en documentos de Word y
otras aplicaciones. Las moléculas pueden ser convertidas a otros formatos
de archivo molecular y los analisis (como el calculo tedrico de los espectros
de RMN 1H y 13C) son rutinarios.

e Chema3D: potente plataforma para realizar modelos, calculos moleculares y
visualizacion de compuestos.

e ChemFinder: un gestor de base de datos quimicamente inteligente y un motor
de busqueda que crea hojas de calculo en Excel para su consulta.
Proporciona una base de datos de investigacion y proporciona enlaces web
para mas de 100.000 sustancias quimicas que se pueden buscar por nombre,
nombre parcial o por su estructura. Pueden ser configurado ademas para
entregar las propiedades calculadas.

e E-Notebook Enterprise: permite la facil compilacion de notas de investigacion
diarias. Las péaginas del cuaderno consisten en hojas de calculo de Excel,
documentos de Word, dibujos de ChemDraw y datos espectrales, y se
pueden buscar por texto y estructura.

Ademads, posee otras herramientas como ChemScript, MNova, Cheminfo y
BioAssay, interfaces que se complementan las unas a las otras. La integracion de
estas aplicaciones con los programas de Microsoft Office (Word, Excel, etc.) ofrece
soluciones completas para gestionar, modelar y publicar la informacion quimica y
biolégica.®”

174  ChemAxon Principales caracteristicasy aplicaciones

ChemAXxon es una compafiia que proporciona plataformas de desarrollo de software
guimico basadas en Java para las industrias biotecnolégica y farmacéutica y crea
soluciones de plataforma cruzada basadas en la web para la quimioinforméatica y la
comunicacion quimica. Los productos ChemAxon incluyen herramientas para la
visualizacion y el dibujo de moléculas, la busqueda y gestién de bases de datos
qguimicas y el descubrimiento de farmacos; estos productos tienen licencia gratuita

para uso académico. A continuacion, se ofrece la lista de aplicaciones que ofrece:
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¢ Aplicaciones independientes: BioEddie, ChemAxon Assay, ChemCurator,
Chemicalize, ChemLocator, InstantJChem, MadFast Similarity Search,
Marvin, Marvin Live, Plexus Connect, Plexus Design, etc.
e Paquete de herramientas y componentes: Biomolecule Toolkit, Calculator
and Predicts, Chemical Name and Structure Conversion, JChem Engines,
Marvin JS, Reactor, etc.
¢ Integracion con terceros: .NET Connectors, JChem for Office, JChem for
Share Point, etc.®®
Marvin: es una coleccion de herramientas Java para dibujar, mostrar y caracterizar
estructuras quimicas, subestructuras y reacciones. Contiene limpiador 2D para
mejorar la calidad de la visualizacidbn de las moléculas y un optimizador de
geometria propio capaz de crear estructuras 3D a partir de la conectividad y realizar
una buasqueda conformacional. Incluye las aplicaciones Marvin Beans, Marvin
Sketch, Marvin View, MarvinSpace.“": 48)
JChem: Es una herramienta Java para el desarrollo de aplicaciones que permiten
la busqueda de datos estructurales y no estructurales mixtos. Puede integrar una
variedad de sistemas de bases de datos (Oracle, MS SQL Server, DB2, Access)
con interfaces web y ofrece una subestructura rapida, y un motor de busqueda
exacto. Las estructuras se almacenan en tablas de base de datos y se pueden
combinar datos estructurales y no estructurales. Permite importar y exportar
archivos SDF, SMILES, etc.“?) Incluye las aplicaciones JChemBase, Standardizer,
Screen, Reactor, Fragmenter, Serial Molecule Generator, etc.*”
Standardizer: es una herramienta de canonizacién de estructura en JChem para
convertir de diferentes fuentes a formas de representacion estandar. El programa
puede automatizar la identificacion de mesémeros y tautomeros, ofreciendo muchas
mas funciones para la preparacion de compuestos para su almacenamiento en
bases de datos. Permite la preparacion de moléculas flexibles para su
transformacién, esto incluye: manipulaciones de hidrégeno, transformaciones de los
enlaces aromaticos, eliminacion de disolventes y contra iones, etc.*”
Instant JChem: es una herramienta lista para usar que permite crear, gestionar y

analizar estructuras quimicas y base de datos. Soporta la funcionalidad de consulta
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clasificacion y manejo de grandes volumenes de datos (cientos de miles de
estructuras), tanto en bases de datos locales como remotas, sin ninguna
administracion adicional. Tiene una amplia gama de funcionalidades, incluyendo
vistas de bases de datos personalizables, integracion de enumeracion de bibliotecas

y poblacion dindmica de columnas con propiedades moleculares singulares y
combinadas y predicciones de descriptores.“”

175 ISIDA/QSPR
El software ISIDA / QSPR es una aplicacion que utiliza fragmentos moleculares
subestructurales (SMF) y andlisis de regresion lineal multidimensional (MLR) para
la creacion de modelos QSPR y QSAR vy la prediccion de propiedades fisicas,
qguimicas y biolégicas. Forma parte del proyecto forma parte del proyecto ISIDA de
colaboracién entre el Laboratorio de Quimioinformatica del Prof. Alexandre Varnek
(Universidad de Estrasburgo, Francia) y el Dr. Vitaly Solov'ev (Instituto de Quimica
Fisica y Electroquimica, Moscu, Rusia). El programa ISIDA / QSPR incluye:
e Editor de EdiSDF para visualizar y editar archivos que contienen formulas
quimicas 2D y 3D en formato de archivos de datos de estructura (SDF).
e Programa FMF para predecir las propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas
utilizando modelos confeccionados por ISIDA / QSPR.
e Moddulo MolFrag para el analisis de fragmentos moleculares subestructurales

(SMF) y sus contribuciones.®?)

18 Inteligencia Artificial

La inteligencia artificial puede definirse como una disciplina académica relacionada
con la teoria de la computacion cuyo objetivo es emular algunas de las facultades
intelectuales humanas en sistemas artificiales para lograr en los mismos procesos
de percepcion sensorial y el reconocimiento de patrones. Para el disefio de un
sistema de inteligencia artificial se requiere de herramientas de disciplinas como el
calculo numérico, la estadistica, la informatica, el procesado de sefiales, el control
automatico o la neurociencia. En la actualidad, la inteligencia artificial se ha
consolidado como una disciplina que permite disefiar aplicaciones de gran utilidad

practica en numerosos campos. Actualmente, existe una enorme lista de &mbitos
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de conocimiento en los que se emplea, entre los son de especial relevancia la
mineria de datos, el diagndstico médico, la robdtica, la vision artificial, el analisis de
datos o la planificacién y logistica.®%

181  Aprendizaje oadquisicion de conocinientoenlaInteligencia Artificial

En la actualidad, gracias a los avances de la informatica, es posible almacenar y
procesar grandes cantidades de datos a través de las redes computacionales.®% En
este contexto aparece el concepto de aprendizaje en informatica, denominado
también aprendizaje de maquina o automatico, que corresponde a programas
computacionales que buscan optimizar los parametros de un modelo usando datos
previos o datos de entrenamiento. Los modelos pueden ser inductivos, cuando
permiten hacer predicciones sobre el futuro o bien descriptivos cuando permiten
generar conocimiento a partir de los datos.®%

El aprendizaje automético usa la teoria estadistica para construir modelos
matematicos, pues de esta manera es posible hacer inferencias a partir de una
muestra. La ciencia de la computacion es requerida en la fase de entrenamiento
para la implementacion de algoritmos de optimizacion eficientes. Una vez que un
modelo es ajustado, se requiere también eficiencia en su representacion y solucion
algoritmica para la fase de inferencia. Se distinguen tres distintos tipos de
aprendizaje: supervisado, no supervisado y por refuerzo. El problema de
aprendizaje supervisado consiste en aprender una funcion a partir de ejemplos de
sus entradas y sus salidas. Corresponde a la situacion en que se tiene una variable
de salida, ya sea cuantitativa o cualitativa, que se desea predecir basandose en un
conjunto de caracteristicas. Se establece un modelo que permite relacionar las
caracteristicas con la variable de salida. Luego se considera un conjunto de datos
de entrenamiento en los cuales se observan tanto los valores de la variable de salida
como de las caracteristicas para determinados individuos (personas u otros).
Usando tales datos se ajustan los parametros del modelo, con lo cual es posible
predecir valores de la variable de salida para nuevos individuos.®? 51

El aprendizaje no supervisado consiste en aprender a partir de patrones de entradas
para los que no se especifican los valores de sus salidas. Corresponde a la situacion

en que existe un conjunto de datos que contienen diversas caracteristicas de
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determinados individuos, sin que ninguna de ellas se considere una variable de
salida que se desee predecir. En este caso la tarea de aprendizaje es describir como
estan organizados los datos, posibles asociaciones entre ellos o agrupamientos.®0
51) El aprendizaje por refuerzo tipicamente incluye el subproblema de aprender
como se comporta el entorno. En vez de que un profesor indique al agente qué
hacer, el agente de aprendizaje por refuerzo debe aprender a partir del refuerzo. En

el aprendizaje por refuerzo tenemos una medida de lo bien o mal que esta

funcionando el algoritmo, pero no sabemos exactamente qué falla.

1.9 Clasificacion. Algoritmos de aprendizaje automatico para
clasificacion

La clasificacion constituye una de las tareas de reconocimiento de patrones en la
gue se etigueta a un individuo a partir de ciertas propiedades que lo caracterizan;
entendiendo como individuo una entidad de cualquier tipo y debe cumplir que sea
una clase discreta. La clasificaciéon, desde el punto de vista del reconocimiento de
patrones, involucra tres fases importantes: la definicibn de las clases, la
representacion de la informacién en forma de atributos y el aprendizaje mediante
algoritmos. El objetivo del aprendizaje automatico para clasificacién consiste en
inducir una aproximacion (modelo o hipétesis) h de una funcién desconocida f
definida desde un espacio de entrada X hacia un espacio discreto y desordenado Y
=1, ... ,K, dado un conjunto de entrenamiento S.“9

Podemos clasificar los algoritmos en funcién del principio de induccion que usan
para adquirir los modelos o reglas de clasificacion. Estos métodos estan basados
en: probabilidades, distancias, reglas o kernels. La tabla 1 recoge los algoritmos de
aprendizaje supervisado para clasificacion.®9

Tabla 1. Algoritmos de aprendizaje supervisado para clasificacion segun el

basamento del método.

Base del método Algoritmo de clasificacion

Métodos Probabilisticos Naive Bayes, Maxima Entropia
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Métodos Basados en distancias kNN, Clasificador lineal basado en

distancias, Clustering dentro de clases

Métodos basados en clases Arboles de decision, AdaBoost

Métodos basados en kernels Clasificador lineal con kernel, Kernels
para tratamiento de textos, Maquinas

de vectores de soporte

Redes neuronales Perceptrones

191  K\N
KNN (En inglés, k nearest neighbours) es un algoritmo de aprendizaje supervisado
en el cual se clasifican los nuevos ejemplos a partir de medida de similitud o
distancia. En este algoritmo la clasificacion de nuevos ejemplos se realiza buscando
el conjunto de los k ejemplos mas cercanos de entre un conjunto de ejemplos
etiquetados previamente guardados y seleccionando la clase mas frecuente de
entre sus etiquetas. Se basa en la suposicion de que los prototipos mas cercanos
tienen una probabilidad a posteriori similar.® 5% 52 Para la realizacion de este
algoritmo se emplean tres conjuntos de datos, el conjunto de entrenamiento que
utilizaremos para el aprendizaje del clasificador y los conjuntos de validaciéon y de
test con los que se comprueban si el clasificador es capaz de generalizar, es decir
si presenta buenos resultados al introducir datos no empleados durante el
entrenamiento. Los pasos seguidos para la implementacién de este algoritmo
incluyen:
e El proceso de aprendizaje de este clasificador consiste en almacenar en un
vector el conjunto de entrenamiento, junto a la clase asociada a cada muestra
de este conjunto. En primer lugar, y con motivo del aprendizaje del algoritmo,
se calcula la distancia euclideana de cada muestra de entrenamiento, a todas
las demas que se tienen almacenadas en el vector del punto anterior y de las
gue conocemos la clase a la que corresponden, se mantienen las K muestras
mas cercanas y clasificando la nueva muestra de entrenamiento en la clase méas
frecuente a la que pertenecen los K vecinos obtenidos anteriormente. La
segunda tarea para disefiar el clasificador, es realizar el mismo proceso con los

datos de validacion: se calcula el porcentaje de clasificacion sobre los ejemplos
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de este conjunto (desconocidos en la tarea de aprendizaje) para conocer su
poder de generalizacion.
e El método kNN tiene como ventajas que el coste del aprendizaje es nulo, no
se necesita hacer ninguna suposicion sobre los conceptos a aprender y ademas
se pueden aprender conceptos complejos usando funciones sencillas como
aproximaciones locales. Las inconvenientes del algoritmo es que Puede
producir resultados equivocados si el calculo de distancia no es el adecuado, el
coste de encontrar los k mejores vecinos es grande, no hay un mecanismo para
decidir el valor 6ptimo para k (depende de cada conjunto de datos), su
rendimiento baja si el nUmero de descriptores asciende y su interpretabilidad es
nula (no hay una descripcion de los conceptos aprendidos).®?)
192  Arbolesdedecision
Un arbol de decisiébn toma como entrada un objeto o una situacién descrita a través
de un conjunto de atributos y devuelve una decisién: el valor previsto de la salida
dada la entrada. Un &rbol de decision desarrolla una secuencia de test para poder
alcanzar una decisién. Cada nodo interno del arbol corresponde con un test sobre
el valor de una de las propiedades, y las ramas que salen del nodo estan etiquetadas
con los posibles valores e dicha propiedad. Cada nodo hoja del arbol representa el
valor que ha de ser devuelto si dicho nodo hoja es alcanzado.®? El proceso de
construccion del arbol es un proceso iterativo, en el que, en cada iteracion, se
selecciona el atributo que mejor particiona el conjunto de entrenamiento. Para
realizar este proceso, tenemos que mirar la bondad de las particiones que genera
cada uno de los atributos y, en un segundo paso, seleccionar el mejor.
Los arboles de clasificacion o de decision, se caracterizan por su sencillez, su
campo de accion abarca diversas areas como: el diagndstico médico, juegos,
predicciones meteoroldgicas y control de calidad, este es el modelo de aprendizaje
inductivo supervisado no paramétrico mas utilizado. Como forma de representacion
del conocimiento, Presentan dos algoritmos principales: algoritmo ID3 y algoritmo
C5.0.5%3 Este algoritmo tiene la gran ventaja de la facilidad de interpretacion del
modelo de aprendizaje. Un arbol de decision nos da la informacion clara de la toma

de decisiones y de la importancia de los diferentes atributos involucrados. Dos de
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los grandes inconvenientes que plantea son la elevada fragmentacion de los datos
en presencia de atributos con muchos valores y el elevado coste computacional que
esto implica. Esto hace que no sea un método muy adecuado para problemas con
grandes espacios de atributos; como pueden ser aquellos que contienen
informacion léxica, como la categorizacion de textos o los filtros anti spam. Otro
inconveniente a tener en cuenta es que los nodos terminales correspondientes a
reglas que dan cobertura a pocos ejemplos de entrenamiento no producen
estimaciones fiables de las clases. Tiende a sobreentrenar el conjunto de

entrenamiento.“9

193  Maquinasvectarialesde soporte

Las maquinas vectoriales de soporte (SVM, del inglés Support Vector Machine)
tienen su origen en los trabajos sobre la teoria del aprendizaje estadistico y fueron
introducidas en los afios 90. Dentro de la tarea de clasificacion, las SVMs
pertenecen a la categoria de los clasificadores lineales. Aunque originariamente las
SVMs fueron pensadas para resolver problemas de clasificacion binaria,
actualmente se utilizan para resolver otros tipos de problemas (regresion,
agrupamiento, multiclasificacion). ¢4

Mientras la mayoria de los métodos de aprendizaje se centran en minimizar los
errores cometidos por el modelo generado a partir de los ejemplos de entrenamiento
(error empirico), el sesgo inductivo asociado a las SVMs radica en la minimizacion
del denominado riesgo estructural. La idea es seleccionar un hiperplano de
separacion que equidista de los ejemplos mas cercanos de cada clase para, de esta
forma, conseguir lo que se denomina un margen maximo a cada lado del hiperplano.
Ademas, a la hora de definir el hiperplano, sélo se consideran los ejemplos de
entrenamiento de cada clase que caen justo en la frontera de dichos margenes.
Estos ejemplos reciben el nombre de vectores soporte. Desde un punto de vista
practico, el hiperplano separador de margen maximo ha demostrado tener una
buena capacidad de generalizacion, evitando en gran medida el problema del
sobreajuste a los ejemplos de entrenamiento.“® 5% Las ventajas de las SVM radican
en la relativa facilidad del entrenamiento, no hay optimo local, como en las redes

neuronales, se escalan relativamente bien para datos en espacios dimensionales
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altos y el compromiso entre la complejidad del clasificador y el error puede ser
controlado explicitamente. La principal desventaja del algoritmo es que se necesita
una buena funcidén kernel, es decir, se necesitan metodologias eficientes para

sintonizar los parametros de inicializacion de la SVM.*954)

194  Redesneuronales
Las redes neuronales han demostrado ser una buena aproximacion a problemas
donde el conocimiento de estos es impreciso o variante en el tiempo. Su capacidad
de aprender convierte a las redes neuronales en algoritmos adaptativos y
elaborados a la vez. Estan inspiradas en el funcionamiento biolégico de las
neuronas, este tipo de algoritmos explotan el concepto de disponer de elementos
simples de computo, las neuronas, interconectadas (sinapsis) de forma mas o
menos compleja. La idea central se encuentra en el concepto de neurona, a
continuacion se muestran sus caracteristicas:

* Recibe un conjunto de sefales de entrada procedentes de otras neuronas o de

un sistema exterior.

» Estas sefiales de entrada se transmiten a través de unas conexiones que llevan

asociados unos pesos.

» La combinacién de sefiales de entrada y pesos es procesada para dar lugar a

unas sefiales de salida.®®
Una red neuronal se determina por las neuronas y la matriz de pesos. Hay tres tipos
de capas de neuronas: la capa de entrada, la capa oculta y la capa de salida. Un
perceptron multicapa esta compuesto por una capa de entrada, una capa de salida
y una 0 mas capas ocultas; aunque se ha demostrado que para la mayoria de
problemas bastara con una sola capa oculta. Esta red tiene la capacidad de facilitar
salidas satisfactorias a entradas que el sistema no ha visto nunca en su fase de
entrenamiento; ademas puede aproximar cualquier tipo de funcion o relacion
continua entre un grupo de variables de entrada y salida lo que convierte a las redes

perceptron multicapa en herramientas de propdsito general, flexibles y no lineales.
(55)
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2 CAPTUOII: MATERALESY METODOS

En este acéapite se detalla todo el proceso realizado para lograr el cumplimiento de
los objetivos trazados como parte del trabajo de investigacion en el cual se lograron
identificar nuevas estructuras quimicas con potencial actividad contra la forma
amastigote de Leishmania major. El proceso comienza con la construcciéon muy
detallada de una base de datos, la representacion quimica de los compuestos y el
calculo de descriptores moleculares para obtener modelos, empleando técnicas de
inteligencia artificial, capaces de identificar estos compuestos a través del cribado

virtual de bases de datos.

2.1 Gestionde ladata

Para la construccion de la base de datos se realizé una exhaustiva busqueda
bibliografica en internet que incluyd la base de datos Pubchem, hasta encontrar
varios articulos de revistas de prestigio internacional en los cuales se reportaban
ensayos biologicos realizados para determinar la actividad antileishmaniasica de
compuestos contra amastigotes de Leishmania major. (25 48.56-70)

Se obtuvo una base de datos constituida por 120 compuestos probados frente a
amastigotes de Leishmania major. La base de datos al comienzo tuvo 201
compuestos probados contra la forma amastigote de Leishmania major con sus
valores de IC50. Se tuvo en cuenta la metodologia llevada a cabo en los ensayos
realizados y que existiera una igualdad entre compuestos activos e inactivos. Se
determind la actividad segun el parametro IC50, considerandose activos aquellos
que presentaban un valor de IC50 < 15 pM e inactivos los que tuvieran valores de
IC50 > 15 pM. Se verificd que no hubiera estructuras duplicadas empleando el
programa ISIDA/QSPR y la forma EdiSDF v. 5.03.

El curado estructural de la base de datos consistio en la eliminacion de duplicados,
sales y mezclas, compuestos organometalicos, isotopos y definiciones de grupos R,
asi como la adicion de hidrogenos explicitos. Para ello se empleé el mdodulo

Standardizer implementado en el programa ChemAxon.(") Finalmente, luego del
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curado y estandarizacion la base de datos final contd con 120 compuestos con
actividad probada contra amastigotes de Leishmania major de ellos 69 activos y 51
inactivos con sus respectivos valores de IC50 y otros datos de interés como la
férmula molecular, masa molar y el SMILE candnico correspondiente segun su

estructura quimica.

2.2 Estrategias computacionales

Los estudios QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) constituyen una
metodologia que relaciona numéricamente estructuras (quimicas) con sus
actividades biolégicas y reunen un conjunto de técnicas computacionales
relacionadas con disefio y visualizacion espacial de moléculas (también llamado in
silico), calculo de propiedades fisicoquimicas moleculares (Descriptores),
bioinformética y estadistica. Todo esto con el fin de hacer una prediccién teérica de
la actividad biolégica que permita el disefio tedrico de futuros nuevos farmacos
evitando pasar por el proceso a prueba y error de sintesis organica.®® A
continuacion, se representa el esquema general para el desarrollo de estudios
QSAR:

Estructura : Descriptores Datos experimentales : Actividad
Quimica Moleculares l I (Valor IC50) antileishmaniasica

Analisis Estadistico
de los datos

RELACION
CUANTITATIVA

ESTRUCTURA—
ACTIVIDAD (QSAR)

Figura 7. Esquema general para la obtencién de un modelo QSAR.

Todos los calculos se efectuaron en un ordenador (PC) Intel(R) Core™ i5-2500 CPU
@ 3.30GHz. Se emple6 el programa DRAGON 7.0 Professional (72 para el célculo
de los DMs 0D-2D; se calcularon un total de 423 descriptores moleculares donde
fueron excluidos los DMs 3D. Los datos se almacenaron en hojas de calculo,
utilizando la herramienta de trabajo Microsoft Excel 2016 correspondiente al
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paquete de herramientas Microsoft Office Professional Plus 2016; donde las filas
representaron a los compuestos quimicos (casos) y las columnas a los DMs
(variables). Las matrices fueron guardadas como archivos de extension .csv
(Archivo de valores separados por comas de Microsoft Excel). El andlisis estadistico
se desarrollo con el paquete de procesamiento WEKA 3.6 de 2009 y WEKA 3.7 de
2011 para Windows en el cual se exportaron los archivos de extension .csv y

guardados como archivos de extension .arff.

2.3 Parametrizacion de la estructura quimica

Las estructuras quimicas de la base de datos (120 compuestos) fueron
representadas usando el médulo ChemDraw Ultra 12.0 del software ChemBioOffice
Ultra 12.0, las cuales fueron guardadas como ficheros *.sdf del tipo MDL y
correctamente curadas y estandarizadas utilizando el software Standardizer para
eliminar cargas, afiadir hidrogenos explicitos y remover sales con el objetivo de
evitar interrupciones que pudiesen afectar el célculo. Los ficheros obtenidos se
ejecutaron en el programa DRAGON 7.0 (/2 donde se calcularon los descriptores
moleculares de 0D-2D, eliminando las variables constantes, cercanas a constantes
y con una correlacién mayor al 90%. Los datos fueron organizados y recogidos en
matrices de Microsoft Excel 2016 con los complementos JChem para Office e
Instant Jchem que integran el manejo de estructuras y capacidad de visualizacion
de las mismas. Los descriptores calculados fueron agrupados segun las familias
concebidas en el propio programa DRAGON, a saber: indices constitucionales,
descriptores de anillos, indices topolégicos, conteos de caminos y rutas (walk and
path counts), indices de conectividad, indices de informacion, descriptores basados
en la matriz 2D, autocorrelaciones 2D, Burden eigenvalues, descriptores tipo
P_VSA, indices ETA, indices de adyacencia de bordes, conteo de grupos
funcionales, fragmentos centrados en atomos, indices E-state tipo atomo, CATS-
2D, pares de atomos 2D, propiedades moleculares e indices de similitud a

medicamentos.
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2.4 Analisis estadistico de los resultados

Con el objetivo de evaluar la distribucion y diversidad existente dentro de los
conjuntos de compuestos activos e inactivos respectivamente se realizd un Andlisis
de Conglomerados (AC) en el paquete de procesamiento Statistica 8.0. Luego se
procedi6 a estandarizar todas las matrices de DMs anteriormente calculados.
Posteriormente se dividieron en los compuestos activos e inactivos en diferentes
subconjuntos mediante dos AC del tipo k-MCA (en inglés Andlisis de
Conglomerados de k-medias) conocido también como analisis de agrupaciones. De
esta manera quedo asegurada la representatividad de elementos de similar dominio
en los subconjuntos obtenidos en cada caso.

Para la confeccién de la serie de entrenamiento (SE), de prediccién (SP) y de
validacion externa (VE) se seleccionaron de forma aleatoria los compuestos de cada
conglomerado para construir las 3 series de la siguiente manera: 65% de la data
inicial SE, 25% SP y 10% VE. Los compuestos incluidos en la SP no fueron usados
en la determinacion de los modelos cuantitativos. Para la seleccion de atributos se
utilizoé el software WEKA 3.6 empleando varios evaluadores de atributos y métodos
de busqueda especificos segun el algoritmo de clasificacion. Los evaluadores de
atributos empleados fueron CfsSubsetEval y WrapperSubsetEval. Los métodos de
busqueda empleados fueron: BestFirst, EvolutionarySearch, GenericSearch,
GreedyStepwise, LinearForwardSelection, RankSearch y
SubsetSizeForwardSelection. Los algoritmos de aprendizaje automatico para
clasificacion empleados fueron k-vecino mas cercano (IBk), arbol de clasificacién
(J48), red neuronal artificial (MLP por sus siglas en inglés MultiLayer Perceptron) y
maquina de soporte vectorial (SMO por sus siglas en inglés Sequential Minimal
Optimization) ("3 para obtener los mejores modelos capaces de predecir la actividad

de los compuestos incluidos en la SE y SP.

2.5 Obtenciony validacion de los modelos

Luego del célculo de los DMs y de la seleccion de los mejores atributos se procedio
a la obtencion de los modelos de clasificacion. Se cargaron los archivos guardados

en formato *.arff en el software Weka 3.6 y se seleccionaron las variables que mejor
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describian a cada modelo y se clasifico la serie de entrenamiento de cada modelo
para calcular la probabilidad de los compuestos en investigacion de ser activos.
Para elegir la cantidad maxima de variables en el modelo (dimensién Optima) se
consider6 que el modelo alcanzara una tasa de falsos positivos minima en la serie
de prediccion interna y que la exactitud lograda en la serie de entrenamiento no
estuviera acompafada de una disminucion marcada de la exactitud en la serie de
prediccion interna. Los mejores atributos fueron seleccionados segun la cantidad de
veces que se repetian para los diferentes métodos de busqueda empleados; para
ello se utilizaron técnicas de programacion en JAVA empleando la herramienta
Python. Los modelos finales se obtuvieron empleando los atributos seleccionados
teniendo en cuenta el principio de parsimonia o0 Razon de Ockham: “Numquam
ponenda est pluralitas sine necessitate” o “La pluralidad nunca se debe postular sin
necesidad de ello”.

Para seleccionar el mejor modelo por cada técnica, el mismo debia tener la mayor
significacidn estadistica con la menor cantidad de variables posible pues cuando las
explicaciones multiples estan disponibles para un fenébmeno, se prefiere la version
mas simple.("* 7 Para la seleccion de los mejores modelos se emplearon técnicas
de programacion en JAVA empleando la herramienta Python que permitio
determinar la mejor combinacién de los atributos seleccionados para cada técnica
de clasificacion. Se calcularon los parametros estadisticos mas utilizados en la
literatura médico-estadistica: exactitud o porcentaje de buena clasificacion (Q) en
cada uno de los grupos, coeficiente de correlacion de Matthews (C), sensibilidad
(Sens), especificidad (Espec) y razon de falsos positivos (FPr), lo que nos permitié
evaluar el desemperio de los clasificadores.

Q=100* (VP +VN)/ (VP + FP + VN + FN)

FPr=100 * FP / (FP +VN)

Sensibilidad (Sens)= 100 * VP / (VP + FN)

Especificidad (Espec) =100 * VP / (VP + FP)

C =100 * (VP *VN —FP * FN) /v (VN + FN) *(VN + FP) * (VP + FP) * (VP + FN)
Donde VP y VN son los verdaderos positivos y negativos, respectivamente y FP y

FN son los falsos positivos y negativos, correspondientemente.
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Para demostrar el poder predictivo de los modelos se empleé la serie de prediccion
obtenida mediante el andlisis de conglomerados descrito en el epigrafe 2.4.69 En
cada caso se determinaron los parametros estadisticos antes mencionados los
cuales permitieron promover la aceptacion de estos modelos QSAR. También fue
empleada una serie de validacién externa que incluy6 un grupo de 18 compuestos
(10 activos y 8 inactivos) seleccionados al azar a partir de la base de datos primaria
de la cual constituyen el 10%, los cuales nunca fueron empleados en el desarrollo
de los modelos y cumplian los requerimientos establecidos, por lo que permitirian
validar el poder predictivo de los modelos obtenidos para amastigotes. Por otro lado,
se realizo la validacion interna mediante validacion cruzada 10 fold cross validation
(en esta la validacion cruzada de 10 iteraciones los datos se dividen en 10
subconjuntos (folds). Uno de los subconjuntos se utiliza como datos de pruebay el
resto (10-1) como datos de entrenamiento. El proceso de validacion cruzada es
repetido durante 10 iteraciones, con cada uno de los posibles subconjuntos de datos
de prueba. El error se calcula como la media aritmética de los errores de cada

iteracion para obtener un Unico resultado.

2.6 Cribado virtual y sistema multiclasificador de ensamblado basado

en modelos QSAR

El cribado virtual se realizé a diferentes compuestos de origen natural, de sintesis,
farmacos experimentales y el Cuadro Basico de Medicamentos de Cuba (444
compuestos), una base de datos de farmacos licenciados.(’® En este trabajo de
investigacion fueron empleados ademas para el cribado virtual 468 compuestos de
sintesis obtenidos en laboratorios de Quimica Organica, de ellos 407 de la
Universidad de Rostock, Alemania y 61 del Conservatorio Nacional de Artes y
Oficios (CNAM) de Paris, Francia; los cuales poseen una amplia variabilidad
estructural. Ademas, fueron empleados 444 compuestos correspondientes al
Cuadro Basico de Medicamentos de Cuba y 33 compuestos del Departamento de
Ciencias Farmacéuticas de la Universidad Central Martha Abreu de Las Villas,
Cuba.
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Tras el cribado se procedio a la identificacion, ensamblado, analisis y reporte de
todas las estructuras de los compuestos identificados como potencialmente activos
contra amastigotes de L. major, los cuales podrdn ser empleados en futuras
investigaciones relacionadas con el descubrimiento de nuevos compuestos para el
tratamiento de las leishmaniasis causadas por esta especie. Para el ensamblado se
empledé un sistema multiclasificador ensamblado a partir de la combinacion
adecuada de varios clasificadores con el fin de mejorar los resultados a obtener.(’")
En esta técnica a cada clasificador se le otorga un voto de igual valor y por el voto
de la pluralidad se escogen los compuestos predichos como activos por la mayoria
de los modelos. Las probabilidades generadas para cada compuesto por los
modelos obtenidos por familias fueron fusionadas con el objetivo de incrementar la
calidad en las predicciones y/o aumentar el espacio quimico a ser empleado del

multiclasificador que se utilizaria para las predicciones finales.
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3 CAPTULOII: RESULTADOSYDISOLSION

Durante este capitulo se presentaran los resultados del trabajo de investigacion que
permitieron la construccién de los modelos a partir del empleo de técnicas de
Inteligencia Artificial y a su vez la identificacion de nuevos compuestos

potencialmente activos contra amastigotes de Leishmania major.

3.1 Gestiondeladata

De un total de 200 compuestos obtenidos a partir de articulos de revistas
encontrados en la Web se seleccionaron 120 (Anexo 1) con un alto grado de
variabilidad estructural para la construccion de la base de datos final. La base de
datos puede considerarse como pequefia ya que, en otros estudios realizados como
Flores y colaboradores 2015, Rojas Socarrds 2017 y Salgado Vernier 2018 se
construyeron bases de datos de 365, 437 y 336 compuestos respectivamente. La
relativa pequefiez de la base de datos se debe a la escasa aplicacion de ensayos
biolégicos en amastigotes de L. major, ademas de que existian reportes
principalmente de compuestos activos y pocos compuestos inactivos. No obstante,
se asegurd una variabilidad estructural de compuestos que van desde tiazoles,
pirazolonas, acidos carboxilicos y aminas hasta fenoles, cicloalcanos, compuestos
insaturados, compuestos con grupos esteroidales y compuestos heterociclicos
substituidos, disubstituidos y trisubstituidos. ElI parametro empleado para la
clasificacion de los compuestos fue la IC50 quedando constituida la base de datos
por 69 compuestos activos y 51 inactivos. Al haber sido probada con anterioridad la
actividad antileishmaniasica de estos compuestos con procedimientos muy afines
son mas confiables los resultados a obtener evitando la futura clasificacién “erronea”

de compuestos.

De la fase preparatoria de las bases de datos consideramos interesante resaltar la
importancia del curado estructural y de actividad. La minuciosa identificacién y
eliminacién de compuestos repetidos y la homogeneizacion de la representacion de
las subestructuras resulté un paso clave. Luego de la estandarizacion y curacion de

la base de datos, se calcularon en el software DRAGON 7.0 las diferentes familias
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de DMs de 0-2D obteniéndose 4544 descriptores que fueron reducidos a 423
variables tras la remocion de aquellas constantes, cercanas a constantes y con
valores perdidos, con una correlacion de 0.85 y varianza menor de 5 %.(2 Algunos
de los parametros implementados en el software e incluidos para el calculo fueron
las propiedades moleculares, descriptores de busqueda y analisis subestructural,
conteo de fragmentos, huellas digitales de frecuencia e indices de conectividad,

entre otros.

Para asegurar la adecuada diversidad estructural de la data y por consiguiente la
calidad de los métodos QSAR se realiz6 un Andlisis de Conglomerados (AC)
implementado en el paquete de procesamiento STATISTICA 8.0 del tipo k-MCA
(siglas en inglés de Andlisis de Conglomerados de k-Medias, también llamado
analisis de agrupaciones o cluster) (Ver Anexo 2). De este modo quedd asegurada
la representatividad de elementos en las diferentes series obtenidas. De cada
conglomerado se seleccionaron, de forma aleatoria, los compuestos para la
conformacion de la serie de entrenamiento (65%), prediccidon (20%) y de validacion
externa (15%), quedando incluidos en ellas 78, 24 y 18 compuestos

respectivamente. El procedimiento empleado se refleja en la figura 8, Anexo 5.4:

3.2 Parametrizacion de la estructura quimica. Estrategias

computacionales. Andlisis estadistico de datos

Luego de la seleccién de atributos mediante el empleo de diferentes evaluadores y
métodos de busqueda especificos en el software Weka 7.3, el resultado obtenido
permiti6 una reduccion de las variables mas adecuadas para cada técnica,
obteniéndose de un total de 423 descriptores moleculares calculados seis variables
para IBk, J48 y MLP respectivamente. Se obtuvieron ademas ocho variables para
otro modelo MLP. Elegidas ya las variables adecuadas para cada técnica, se
emplearon las mismas para la elaboracién de los ficheros de extensién .arff en el

Weka 7.0 para la conformacion de los modelos de clasificacion finales.
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Cabe mencionar que tras una exhaustiva revision bibliografica no se encontraron en
la literatura estudios acerca del empleo de las técnicas de Inteligencia Artificial para
el desarrollo de modelos de clasificacion con especies de Leishmania. Por ende se
utilizaron tesis de diplomado y maestrias respectivamente realizadas en nuestro
centro de estudios “Universidad Marta Abreu de Las Villas” como referencia para la
comparacion de la capacidad predictiva de los modelos obtenidos.( 78 79)

Con el empleo de técnicas de clasificacion se logro un grupo de modelos con distinto
grado de calidad y valor predictivo segun las familias de descriptores. De modo
general se obtuvieron modelos de seis y ocho variables con una exactitud en la
prediccidn de la serie interna de 87.5% - 83.3%, una tasa de falsos positivos de la
serie de entrenamiento menor al 27% y un coeficiente de Matthews de 1.0-0.69. Los
algoritmos y parametros estadisticos correspondientes a los modelos obtenidos se

describen a continuacion:

Para el modelo IBk de seis variables obtenido se utilizo el siguiente algoritmo de
clasificacion de weka.classifiers.lazy.IBk -K 1 -W 0 -A
"weka.core.neighboursearch.LinearNNSearch -A \"weka.core.EuclideanDistance -R
first-last\"* donde K (clasificador K-vecinos méas cercanos) selecciona el valor
apropiado de vecinos basado en la validacion cruzada y W (windowSize o en
espafiol tamafio de ventana) obtiene el nimero maximo de instancias permitidas en
la serie de entrenamiento, un valor de cero significa que no hay limite para el nimero
de instancias de formacion. El modelo clasificé correctamente un 100% de las
instancias para la serie de entrenamiento y un 87.50% para la serie de prediccion
con un area bajo la curva ROC de 1.00 y 0.76 para ambas series respectivamente.
En la siguiente tabla se observan los resultados obtenidos para el modelo IBk con
respecto a la sensibilidad, especificidad, coeficiente de correlacién de Matthews,
relacion de falsos positivos y exactitud para las series de entrenamiento y
prediccion, cabe destacar los resultados perfectos de la serie de entrenamiento los

cuales indican un sobreentrenamiento para la primera serie.

En 2015 Flores y colaboradores obtuvieron un modelo IBk con algoritmo de

clasificacion para Weka: weka.classifiers.lazy.IBk -K3- WO0-A weka. -core.
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neighboursearch. LinearNNSearch— A"weka. core. ManhattanDistance-R first-last"-
el cual incluy6 siete variables a partir de una base de datos de compuestos
evaluados contra Leishmania amazonensis. Este clasificd correctamente un 83,16%
de las instancias para la SE y un 85,25% para la SP, estos resultados son similares
a los obtenidos por nuestro modelo, aunque los nuestros lo superan para la SE.(
En 2015 Alvarez Gonzélez, OR realiz6 un modelo IBk para siete variables con el
siguiente algoritmo de clasificacion: -K 2 -W 0 -A neighboursearch.LinearNNSearch
-A ManhattanDistance -R first-last obteniendo una clasificacion correcta de un
89.53% de las instancias para la serie de entrenamiento y un 83.33 % para la serie
de prediccion, siendo resultados muy similares a los obtenidos en nuestro
estudio.(’®. Ademas, en 2017 Rojas Socarras también realizé6 un modelo IBk para
seis variables a partir de una base de datos de compuestos contra amastigotes de
Leishmania infantum con el siguiente algoritmo de clasificacion:
[WEKA.classifiers.lazy. 1Bk -K3 -WO0 —A WEKA.core.neighboursearch.LinearNN
Search-A"WEKA.core.ManhattanDistance-R first-last"-t. El modelo clasificd
correctamente un 88,81% de las instancias para la serie de entrenamiento y un
85,05% para la serie de prediccion.() Los resultados de estos estudios son similares
a los obtenidos en el presente estudio, aunque poseen mejores resultados de
especificidad, exactitud y FPr. Los resultados obtenidos en el estudio de
especificidad, Area Bajo la Curva, exactitud y FPr son menores como consecuencia
del tamafio de la base de datos confeccionada, ya que, a menor nimero de
compuestos de la base de datos, mayor probabilidad de ocurrir errores en la
clasificacion de los modelos. Los atributos comprendidos en el modelo obtenido en
este trabajo incluyen descriptores de anillo, indices topolégicos, autocorrelaciones

2D, conteo de grupos funcionales entre otros.

El modelo de clasificacion de arbol (J48) presentd seis variables y el siguiente
esquema algoritmico: weka.classifiers.trees.J48 -C 0.19 -M 2 teniendo que C
(confidenceFactor: factor de confianza utilizado para la poda es de 0,19, valores
menores incurren en un incremento de la poda, y M (nimero minimo de instancias
por hoja) es de 2 (Figura 10, anexo 5.6). EIl modelo mostré un 93.59% (SE) y 83.33%

49



Resultados y Discusion

(SP) correctamente clasificados, y un Area Bajo la Curva ®9 de 0.88 para la SE y
0.68 para la SP.

A modo de comparacion se presenta una tabla resumen de los resultados del
modelo de clasificacion J48 realizado por otros autores donde se muestran

resultados inferiores a los obtenidos en este estudio. (7- 77.78.79)

Tabla 4. Recopilacion de los resultados de parametros estadisticos para el modelo

de clasificacion arbol J48 para estudios anteriormente realizados.

Rojas 7 SE 0,76 87,76 80,77 91,30 6,41
Socarras SP 0,68 @ 84,11 80,39 85,42 12,50
2017
Alvarez 8 SE 0.81  89.53 100 81.25 19.15
Gonzalez SP 0.68 @ 83.33 92.86 76.47 25
2015
Flores 8 SE 0.69  82.56 97.44 73.08 29.79
Balmased SP 055 @ 76.67 85.71 70 31.25
a 2014

Leyenda: Q exactitud, C coeficiente de correlacion de Matthews, FPr Razén de falsos
positivos.

Se obtuvieron dos modelos de clasificacién MLP con las mismas seis variables, pero
con cambios en el algoritmo de clasificacion. En cuanto a los resultados obtenidos
para las redes neuronales MLP (Multi-Layer Perceptron por sus siglas en inglés o
perceptron multicapas) mostré mejores resultados en cuanto a nimero de instancias
clasificadas correctamente con un 89.74%y 84.62% en la serie de entrenamiento y
un 83.33 % para la serie de prediccion respectivamente. Ademas, se obtuvieron
valores de Area Bajo la Curva de 0.80 y 0.69 para la SE respectivamente. Resulto
relevante la obtencion de un 97.44 % de sensibilidad y un 3.03 % de FPr para el
primer modelo de clasificacion MLP. El esquema algoritmico empleado para los
diferentes modelos MLP fue: weka.classifiers.functions.MultilayerPerceptron -L 0.7
-M 0.8 -N 500 -V 0 -S 0 -E 20 -H 6 y weka.classifiers.functions.MultilayerPerceptron
-L 0.8-M 0.6 -N 500 -V 0 -S 0 -E 20 -H 9 respectivamente; siendo L (LearningRate
o intervalo de incremento) que constituye la suma actualizada de los pesos, en este

caso 0.7 y 0.8, H (hiddenLayers o capas ocultas), define las capas ocultas de la red
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neuronal conformando una lista de nimeros enteros positivos uno para cada capa
oculta. Se mostraron valores satisfactorios en los diferentes pardmetros estadisticos
obtenidos los cuales se representan en la tabla 5 (anexo 5.7) entre los que resaltan
los valores de FPr y especificidad de la primera variante MLP.

Los resultados obtenidos por otros autores se observan en la tabla 6, donde se
observan los resultados inferiores de Rojas Socarras 2017 en los parametros

estadisticos obtenidos. (7.77. 78.79)

Tabla 6: Pardmetros estadisticos obtenidos para modelo MLP (Perceptron

Multicapas).

.~ Rojas 7 SE 0,66 83,22 79,23 83,06 13,46
Socarras
2017 SP 0,67 83,18 74,51 88,37 8,93
Flores 7 SE 0.84 91.86 87.18 94.44 4.26
Balmaseda
2014 SP 0.64 80 57.14 100 0

Leyenda: Q exactitud, C coeficiente de correlacion de Matthews, FPr Razén de falsos
positivos.

Los histogramas de los atributos para la serie de entrenamiento se muestran en la
figura 12, anexo 5.7 estos incluyeron descriptores de autocorrelacion 2D, contador
de grupos funcionales, pares de atomos 2D y fragmentos atomicos centrados.

La técnica maquina vectorial de soporte (SMO) reflejé6 un modelo constituido por
ocho variables y utiliz6 un esquema algoritmico: weka.classifiers.functions.SMO -C
20.0-L 0.001 -P 1.0E-12-N 0 -V -1 -W 1 -K weka.classifiers.functions.SMO -C 20.0
-L 0.001 -P 1.0E-12 -N 0 -V -1 -W 1 -K
"weka.classifiers.functions.supportVector.RBFKernel -C 250007 -G 1.7" -calibrator
"weka.classifiers.functions.Logistic -R 1.0E-8 -M -1 -num-decimal-places 4" en la
cual C es el parametro de complejidad y tiene un valor de 250007, y se emplea un
incremento numérico de -1 que nos indica el numero de pliegues de validaciéon
cruzada utilizados para generar datos de entrenamiento para modelos logisticos y
G es el valor gamma, en este caso es 1,7. La SE reportd un 88.46% de instancias

clasificadas correctamente como activas e inactivas con respecto al total y la serie

51



Resultados y Discusion

de prediccion un 87.50% con un area bajo la curva ROC de 0.78 para la SE y 0.76
para la SP respectivamente. El resto de los parametros estadisticos quedan
plasmados en la tabla 7, anexo 5.8, resaltando los altos valores de especificidad

para ambas series.

Los histogramas de los atributos incluidos en este modelo se muestran en la figura

13, anexo 5.8:

La méquina vectorial de soporte (SMO) con algoritmo [-C 90.0 -L 0.001 -P 1.0E-12
-N 0 -V -1 -W 1 -K.RBFKernel -C 250007 -G 0.9] para ocho variables obtenida por
Flores y colaboradores mostré un niamero de instancias clasificadas correctamente
de 91.86 % en la SE y 86.67 % para la SP, resultados ligeramente superiores a los
obtenidos en nuestro estudio.® En los resultados obtenidos por Rojas Socarras
(2017),( se utilizo el esquema logaritmico WEKA.classifiers.functions.SMO -C50.0
-L0.001 -P1.0E-12 -NO -V-1 -W 1- K WEKA.classifiers. functions.supportVector.
RBFKernel —C 250007-G 3.9 para siete variables, alcanzado un 81,47% de
clasificacion correcta para la SE y 78.50% para la SP; estos resultados reflejan
cierta analogia con los obtenidos en el presente estudio para el modelo de

clasificacion SMO.

Resumiendo los resultados obtenidos para la SE y SP de los diferentes modelos de
clasificacion empleados en el presente estudio, se presenta el grafico #1, anexo 5.9.
Se puede observar que el modelo de mejores resultados fue el J48 con 93.59% y
83.33 % de clasificacion correcta de la SE y SP respectivamente. El modelo con los
resultados mas discretos fue el IBk (100% SE y 87.5% SP).

3.3 Validacion de los modelos obtenidos

Con el objetivo de evaluar la robustez y poder predictivo de los modelos obtenidos
se evaluaron las SP correspondientes para amastigotes de L. major, logrando
valores adecuados de los parametros estadisticos obtenidos, los cuales se
observan en la tabla 8 para cada modelo:

Tabla 8. ParAmetros estadisticos obtenidos para la SP de los modelos
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False
Postive
Modelo Serie C Q Sensib Specif |Rate

IBK Prediccion 0.76 87.50 100.00 82.35 30.00
J48 Prediccion 0.68 83.33 78.57 91.67 10.00

MLP v.1 | Prediccion 0.68 83.33 78.57 91.67 10.00
MLP v.2 | Prediccion 0.68 83.33 78.57 91.67 10.00
SMO Prediccion 0.76 87.50 100.00 82.35 30.00

Leyenda: Q exactitud; C coeficiente de correlacion de Matthews; Sensib Sensibilidad; Specif

Especificidad; FPR Razdn de falsos positivos.

La validacion externa realizada para los cinco modelos lanzo resultados similares a
los obtenidos por Rojas Socarras en 2017 e inferiores a Flores Balmaseda 2015.(":
78-80) En lo que a la validacion cruzada se refiere, la tabla 9, anexo 5.9 recoge los
pardmetros estadisticos obtenidos por cada modelo y en el grafico 2, anexo 5.9 se
visualizan mejor estos resultados donde se define que el mayor porcentaje de
clasificacion se logro con el modelo SMO. Los valores de exactitud que se obtienen
resultan mayores para el arbol de clasificacion J48 y para la maquina vectorial de
soporte, el valor de falsos positivos de manera general resulto ser alto para todos
los modelos con valores superiores al 12 %.

Los valores de la validacion cruzada resultaron superiores que a los de la validacion
externa con valores del coeficiente de correlacion de Matthews superiores a 0.56 y
valores de la razon de falsos positivos inferiores al 42 % donde los resultados mas

bajos se le atribuyen al modelo de red neuronal variante 2 con un 12.12%.

3.4 Cribado virtual de base de datos

Para la identificacion de nuevos compuestos con potencial actividad contra
amastigotes de Leishmania major se evaluaron un total de 1501 compuestos de
diferente origen que incluia el Cuadro Béasico de Medicamentos de Cuba,
compuestos de sintesis y de origen natural obteniéndose como resultado una amplia
variedad estructural por cada uno de los modelos. El modelo IBK clasifico la mayor
cantidad de compuestos como activos con 634 compuestos lo que representa el
64.1 % del total de compuestos cribados. Los compuestos clasificados como activos

e inactivos por cada modelo individual puede observarse en el grafico 3, anexo 6.
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El resultado del cribado teniendo en cuenta los porcentajes de compuestos
identificados como activos e inactivos por los modelos puede apreciarse en el
grafico 4 anexo 6. En él se observa que el 11% de los 989 compuestos empleados
para el cribado es identificado como activos por la totalidad de los modelos (114),
un 25% por tres modelos (266), 23% activos por al menos dos (223) y un 11% por
un solo modelo (109), mientras que el 3% del total es hallado inactivo por todos ellos
(32). El ensamblado de voto mayoritario simple de todos los modelos obtenidos es
el elegido para la identificacion final de los compuestos potencialmente activos
contra amastigotes de Leishmania major; este permite reducir los errores
individuales de cada modelo por separado y realizar un analisis mas exhaustivo que
tiene en cuenta el algoritmo individual incluida en cada técnica de inteligencia
artificial. La totalidad de estos compuestos identificados como potencialmente
activos pueden ser evaluados experimentalmente para corroborar su actividad

contra amastigotes de Leishmania major en posteriores estudios.
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Conclusiones

Conclusiones

Se confeccion6 una base de datos que incluyd 120 compuestos evaluados
experimentalmente contra la forma amastigote del parasito Leishmania major
con una amplia variabilidad estructural.

Se obtuvieron cinco modelos QSAR desarrollados con técnicas de inteligencia
artificial (IBk, J48, MLP y SMO) alcanzando buenos porcentajes de clasificacion,
sensibilidad y especificidad tanto para las series de entrenamiento como las de
prediccion.

La validacion de los modelos obtenidos para amastigotes demostré su alto
grado de predictibilidad.

Se identificaron 114 compuestos con potencial actividad contra Leishmania
major a través del cribado virtual empleando el ensamblado de los modelos

obtenidos.
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Recomendaciones

Recomendaciones

1. Realizar un ensamblado con los modelos obtenidos con anterioridad para
amastigotes de Leishmnania major y los alcanzados en el presente
estudio para reducir a través del cribado virtual el nimero de compuestos
a evaluar en ensayos in vitro e in vivo

2. Evaluar experimentalmente los compuestos identificados como
potencialmente activos para corroborar su actividad.

3. Trabajar en la obtencion de nuevos modelos por otras técnicas que

permitan complementar los resultados obtenidos hasta el momento
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Anexos

4.1 Manifestaciones clinicas de la leishmaniasis

Figura 16. Leishmaniasis cutanea localizada previa al tratamiento
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Figura 18. Apariencia fisica de pacientes con leishmaniasis visceral
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