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Resumen

La leishmaniasis es una enfermedad zoonética producida por parasitos, ya sea en su
forma amastigote o promastigote, del género Leishmania, endémica en, al menos, 88
paises ubicados en zonas tropicales y subtropicales. En la actualidad se conocen mas
de 20 especies del parésito las cuales se agrupan por las diferencias que presentan
en cuanto a caracteristicas ecoepidemioldgicas y clinicas en dos subgéneros. Las
manifestaciones clinicas de la enfermedad dependen de las propiedades del
hospedero y de las propiedades del parasito, afectando asi principalmente a menores
de cinco afos y personas con baja inmunidad. A partir de una base de datos, se
realiza el calculo de descriptores moleculares con el Dragdn, ademas de la utilizacion
de otros programas de estudios QSAR como el weka y otras técnicas de inteligencia
artificial. Como resultado se obtuvieron cuatro modelos IBk, J48, MLP, SMO con la
capacidad de identificar actividad antileishmaniasica, se realizo el cribado virtual de
un total de 5174 compuestos, de los cuales 4662 pertenecen al DrugBank, 492 son
compuestos de sintesis y 20 compuestos aislados a partir de plantas, de ellos 165,

127, 24 y 14 respectivamente resultaron activos frente a promastigotes L. major.



Summary

Leishmaniasis is a zoonotic disease caused by parasites, whether in the amastigote or
promastigote form, of the genus Leishmania, endemic in at least 88 countries located
in tropical and subtropical zones. At present more than 20 species of the parasite are
known which are grouped by the differences they present in terms of
ecoepidemiological and clinical characteristics in two subgenres. The clinical
manifestations of the disease depend on the properties of the host and the properties
of the parasite, affecting mainly children under five years of age and people with low
immunity. From a database, the calculation of molecular descriptors with the Dragon is
carried out, in addition to the use of other QSAR study programs such as weka and
other artificial intelligence techniques. As a result, four 1Bk, J48, MLP, SMO models
with the ability to identify antileishmaniasis activity were obtained, a total of 5174
compounds were screened, of which 4662 belong to the DrugBank, 492 are synthesis
compounds and 20 isolated compounds from plants, of them 165 127, 24 and 14

respectively resulted active against L. major promastigotes.
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La leishmaniasis es una enfermedad zoonoética producida por parasitos del género
Leishmania, endémica en, al menos, 88 paises ubicados en zonas tropicales y
subtropicales incluyendo América Central, América del Sur, India, el Oriente Medio, el
Norte de Africa y el Sur de Europa. Se estima que aproximadamente 12 millones de
personas se encuentran infectadas por Leishmania y cada afio se reportan alrededor
de 2 millones de nuevos infectados. Aproximadamente, 350 millones viven en zonas
de riesgo.(1)3

En la actualidad se conocen mas de 20 especies del parasito las cuales se agrupan
por las diferencias que presentan en cuanto a caracteristicas ecoepidemiologicas y
clinicas en dos subgéneros: el subgénero Leishmania (L) cuyas especies se
encuentran distribuidas tanto en el Viejo Mundo (Europa, Asia y Africa) como en el
Nuevo Mundo (América) y el subgénero Viannia (V) cuyas especies estan restringidas
al Nuevo Mundo. William Leishman y Charles Donovan fueron los primeros en
demostrar la presencia del parasito en el bazo de un grupo de pacientes que se
pensaba sufrian una enfermedad similar a la malaria y que posteriormente fue
conocida como leishmaniasis visceral. Ellos hicieron este descubrimiento
simultAaneamente pero independientemente en 1903, por esto, la especie descubierta

fue denominada Leishmania donovani en honor a ellos.(1)

Existen varia formas clinicas de la enfermedad, entre ellas la leishmaniasis cutanea
la cual presenta el 90 % de los casos afectados en 8 paises: Afganistan, Pakistan,
Siria, Arabia Saudita, Argelia, Iran, Brasil y Peru. Por otra parte, el mayor nimero de
casos de leishmaniasis visceral se encuentra en India, Bangladesh, Nepal, Sudan y
Brasil.2 En América, los parasitos se transmiten a partir de un reservorio animal o
humano por la picadura de insectos hembra hematéfagas del género Lutzomyia(1)(1-
3) y producen las formas clinicas conocidas como leishmaniasis cutanea (LC) cuando
afecta la piel, leishmaniasis mucosa (LM) cuando afecta los tejidos mucosos Yy
leishmaniasis visceral (LV) cuando afecta la médula 6sea, el higado y el bazo. A su
vez, la LC se puede presentar en forma localizada (LCL) o difusa (LCD) y puede,
ademas, afectar en forma simultanea piel y mucosas, enfermedad que se conoce

como leishmaniasis mucocutanea (LMC) 2



El tratamiento de la leishmaniasis no es sencillo, esta limitado a unos cuantos
medicamentos que no siempre son eficaces y se asocian a importantes efectos
adversos. Se cree que en algunos casos que muestran curacion clinica, el parésito no
ha sido eliminado totalmente del organismo. Pero, ¢por qué la Leishmania es tan
dificil de tratar? La respuesta probablemente esta en las complejas interacciones que
se dan entre el parasito y el sistema inmune del ser humano.l La prevalencia de la
enfermedad viene en aumento (en el periodo de 2001-2016 se reportaron55.530
casos humanos de L V en las Américas con un promedio anual de 3.457 casos y en
el 2016 la tasa de Incidencia de LC fue 21,71 casos por 100.000 habitantes,
presentando un aumento al compararla con el 2015 (18,35/100.000 hab.) (9). Por
otro lado, la leishmaniasis ya no se considera una enfermedad rural que afecta
principalmente a hombres en edad laboral activa sino que se ha convertido desde
hace algunos afios en una enfermedad de transmision doméstica rural y semiurbana,
donde toda la familia, especialmente los nifios, representan la poblacion de mayor

riesgo (10), demostrando el proceso de urbanizacion de la enfermedad (11,12).2

La lesion que se produce en el hospedero vertebrado por la picadura del insecto
vector infectado con el parasito, induce una respuesta inflamatoria que involucra la
migracion de diferentes células, principalmente macrofagos y linfocitos, hacia dicho
sitio a fin de reparar el tejido dafiado e iniciar el proceso de cicatrizacion (13). Dentro
del hospedero mamifero, los promastigotes inoculados por el vector invaden las
células del sistema de células fagociticas mononucleares (monocitos/macrofagos)
presentes en el sitio de la infeccion al igual que las células reclutadas durante la
respuesta inflamatoria o que son fagocitados por ellas (14). Una vez intracelulares, los
promastigotes se transforman en amastigotes para asi sobrevivir y multiplicarse

dentro del fagolisosoma de su célula hospedera (1)(15-17).2

En 2017, los delegados de los paises endémicos participantes de la Reunion Regional
de leishmaniasis, aprobaron el Plan de Accion de la leishmaniasis en las Américas
2017-2022, que detalla las metas, indicadores y acciones para cumplir con los
compromisos de la Resolucién CD 55 R09 del 2016, lo cual incluye entre otros
aspectos la necesidad de descubrir y nuevos farmacos para el tratamiento de la

enfermedad.(1)



El enfoque de disefio/descubrimiento de farmacos asistido por computadoras ofrece
una alternativa mas econdémica y rapida en el campo de la sintesis y evaluacion de
compuestos con determinada actividad farmacolégica(2). Estos métodos llamados ‘“in
silico” engloban todas las técnicas asistidas por ordenadores usadas en el
disefio/descubrimiento y optimizaciéon de compuestos con propiedades deseadas y ha
jugado un rol fundamental en el desarrollo de un numero de farmacos que
actualmente se encuentran en el mercado. Los procedimientos “in silico” evitan los
altos costos de los procesos de sintesis y bioensayos y se realizan solamente
después de la exploracion de los conceptos iniciales con modelos de Relaciones
Cuantitativas Estructura-Actividad/Propiedad [conocidos internacionalmente por su
siglas en inglés QSAR/QSPR (QuantitativeStructureActivity/PropertyRelationships)
(3). En la actualidad la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad Central
“‘Marta Abreu” de las Villas realiza investigaciones dirigidas al desarrollo de nuevos
principios activos para la industria farmacéutica en las ramas de la medicina
veterinaria, humana y la sanidad vegetal. En la misma se encuentra, el Grupo de
Disefio Molecular Asistido por Computadora e Investigaciones Bioinformaticas
(CAMD-BIR Unit, por sus siglas en inglés) ha presentado resultados relevantes en
este campo empleando métodos computacionales cuya aplicacion en estudios QSAR
ha permitido el desarrollo de nuevos métodos grafo-tedricos para el disefio molecular

de compuestos organicos potencialmente bioactivo(2).

Los compuestos con actividad antileishmaniasica son objeto de estudio a nivel
mundial, pero dada la diversidad de especies del género Leishmania, el ciclo de vida
del parasito, y la variedad de manifestaciones clinicas que presenta la enfermedad se

hace muy engorroso encontrar nuevos compuestos efectivos(4).

Por todo lo anterior podemos identificar el siguiente Problema cientifico: En la
actualidad no existen farmacos totalmente efectivos para el tratamiento de las formas

de leishmaniasis causadas por Leishmania major.

Como via para darle solucién se formula la siguiente hipoétesis: Es posible la
identificacion de nuevos compuestos con potencial actividad contra Leishmania major

mediante el empleo de métodos QSAR de inteligencia artificial.

Teniendo en cuenta lo anterior, se propone como objetivo general:



Identificar nuevos compuestos antileishmaniasicos mediante el empleo de métodos in

silico.
Siendo nuestros objetivos especificos:

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

e Obtener modelos QSAR que permitan, tras su validacion, predecir la actividad de
compuestos frente a promastigotes de L. major utilizando descriptores moleculares.

e |dentificar nuevos compuestos con potencial actividad contra este parasito mediante

el cribado virtual de bases de datos.






1.1 Leishmaniasis. Generalidades

La leishmaniasis es una enfermedad zoondtica causada por protozoos del género
Leishmania (L). Sus manifestaciones clinicas van desde Ulceras cutdneas, que
cicatrizan espontdaneamente, hasta formas fatales en las cuales se presenta
inflamacion severa del higado, el bazo, trastornos renales y afectaciones de la médula
O0sea(5, 6). El agente se transmite a través de la picadura de hembras de los
mosquitos chupadores de sangre pertenecientes a los géneros fleb6tomos del viejo
mundo y Lutzomyia del nuevo mundo, de la familia Psychodidae.(1, 5)Afecta tanto a
perros como a humanos. Sin embargo, animales silvestres como zarigtieyas, coaties,
osos hormigueros, ratas, zorros, lobos entre otros, son portadores asintomaticos del

parasito, por lo que son considerados como animales reservorios(5, 7, 8).

Existen dos tipos epidemiologicos de leishmaniasis: la forma antroponotica, entre
persona enferma, fleb6tomo que actia de vector y persona sana; y la forma
zoonotica, entre un animal enfermo (reservorio), el flebétomo (vector) y la persona
sana. Algunas de las especies tienen como reservorio a roedores del entorno
domestico, que pueden dar proporciones epidémicas a la enfermedad en el ser
humano si la infeccion se propaga entre ellos, asi como también, la forma
antroponadtica de la leishmaniasis visceral en la India(9). Es un riesgo real para los
viajeros, en especial si se visitan zonas rurales aridas del norte de Africa y el suroeste

de Asia, o0 endémicas de América Latina.(1, 8, 9).
1.2 Taxonomia

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. Figura 1. En el pasado, eran clasificadas segun la
localizacion geografica y el aspecto clinico que producia la enfermedad. En la
actualidad, las agrupaciones taxonémicas 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. Todos los miembros del género Leishmania son parasitos de
mamiferos. Los dos subgéneros estan separados en base a su localizacion en el
intestino del vector cada subgénero se divide en complejos. En el subgénero

Leishmania se encuentran cinco complejos: L. major, L. tropica, L. aethiopica, L.



donovani y L. mexicana. Los complejos de L. major, L. tropica y L. aethiopica estan
formados por una sola especie que le da nombre a su respectivo complejo.4
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Figural. Especies de Leishmania.

1.3 Ciclo de Vida

El ciclo comienza cuando el vector ingiere sangre humana con los macrofagos

cargados de Leishmania. Figura 2. En el intestino medio del vector, el parasito sale de



los macrofagos y se transforma en el promastigote prociclico que es la forma
extracelular que se divide activamente y que se encuentra adherida a la pared
intestinal. Posteriormente, se transforma en el promastigote metaciclico que es la
forma que no se multiplica ni se adhiere a la pared del intestino. De esta manera, es
arrastrado hacia las piezas bucales del insecto. El insecto entonces se vuelve
infectante para la préxima persona que sea picada. Este proceso demora entre 4 a 7
dias, periodo que coincide con el tiempo aproximado en el cual el insecto necesita
volver a alimentarse. Al picar al ser humano, le inyecta los promastigotes metaciclicos
que rapidamente invaden a los macréfagos residentes y se transforman en

amastigotes intracelulares. De esta manera, el ciclo continGia.(10, 11)

Los macréfagos fagocitan
a los promastigotes

0 Al alimentarse de sangre
el flebétomo inocula al parasito
en forma de promastigote

e se reproducen por
divisién y migran / —
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Los amastigotes se transforman
o en promastigotes en el intestino medio
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&5
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Ingestién de oo A

células parasitadas e r _—

e Al alimentarse de sangre A S
el flebétomo ingiere macréfagos A = Fase diagnéstica

infectados con amastigotes

Figura 2.Ciclo de Vida de Leishmania ssp.

1.4 Formas de Leishmania.

El ciclo biologico de la Leishmania comprende esencialmente el paso alternativo de
un hospedador vertebrado a otro invertebrado, y viceversa, con dos formas
morfologicas principales, la intracelular o amastigote en las células del sistema
fagocitico mononuclear del hospedador vertebrado y la forma extracelular o

promastigote en el tracto intestinal de los flebétomos.



La forma amastigote, inmovil, se presenta al microscopio Optico tras tincién con
colorantes habituales, como un cuerpo oval, de una longitud y anchura que oscilan,
respectivamente, entre 3-5 ymy 1,5-2,5 ym. En su citoplasma, se observa un nucleo
voluminoso y esferoidal, generalmente excéntrico, y un kinetonucleo proximo al
ndcleo de aspecto bacilar o bastoniforme(12). Son exclusivamente intracelulares
(macrofagos) pero pueden encontrarse en el intersticio en los casos en los que el

parasito se replica hasta producir la ruptura de la célula huésped(5).

La forma promastigote, fusiforme, extracelular y mévil, presenta un tamafio superior.
Su talla varia entre los 10-30 ym de largo y los 1,5-3 ym de ancho. Si bien en el
examen en fresco s6lo puede observarse un largo flagelo libre en su region anterior,
su tincién permite observar ademas la presencia de un nucleo oval central y un
kinetonucleo bastoniforme claramente pre nuclear. En 1979 se demostré que el
parasito presenta en el tubo digestivo del vector otro estadio flagelado, distinto al
promastigote, al que se denomind paramastigote debido a la situacion lateral del

kinetoplasto respecto al nucleo(13).

1.5 Vectores

Los fleb6tomos son pequeiias moscas de 2 a 3 mm, con el cuerpo y las alas cubiertos
de pelos. Abundan todo el afio en la zona tropical y en verano en zona templada.
Existen mas de 600 especies 0 subespecies, de las cuales menos de 50 han sido
implicadas en la transmisiéon de las leishmaniasis. Se reconocen cinco generos
principales: Phlebotomus, Warileya, Sergentomyla, Lutzomyia y Brumptomya.
Solamente Phlebotomus en el Viejo Mundo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo son

reconocidas como vectores de las leishmaniasis (14, 15).Figura 3.

Descansan durante el dia en los rincones y vuelan al atardecer. Las hembras, que
son las Unicas hematofagas, son mas activas a la caida del dia, estas ingieren sangre
para desarrollar sus ooquistes, lo cual dura mas o menos una semana, durante la cual
reposa. Ponen entre 50 y 100 huevos en suelos ricos en humus y humedad, y
eclosionan en 8 a 10 dias. Las larvas se desarrollan hasta el estado adulto en 1 a 2
meses, segun la temperatura. Los flebétomos infectados tienen dificultad en absorber
su alimento sanguineo lo cual puede ser un factor de multiplicacién de las picaduras

(picaduras exploratorias) y por ende un aumento de la transmision. Esta es limitada



por la capacidad intrinseca de cada especie, por su antropofilia, y por su esperanza
de vida (14, 16).

Varias especies pican también en el dia cuando son molestadas por el ingreso del
hombre a su medio ambiente (efecto de intrusion). Esta actividad juega un papel muy
importante en la contaminacion de los que trabajan en el desmonte de la selva. Las
hembras son predominantemente exdfilas (reposan fuera de las casas durante la
maduracion de los huevos) y enddfilas (que reposan dentro de las casas durante la
maduracion de los huevos),estas Ultimas se pueden controlar mediante la fumigacién

con insecticidas de las paredes internas de las habitaciones(14, 15).

Figura 3. Vectores de los géneros Phlebotomus (A) y Lutzomyia (B)

1.6 Reservorios

Los reservorios son animales domésticos, como el perro, y otros animales salvajes
(figura 4). En una region dada, una especie de Leishmania es facilmente mantenida
por un solo huésped reservorio, sin importar si otros mamiferos pueden

ocasionalmente encontrarse infestados.

Un animal es reconocido como reservorio si representa, en el medio natural, una
fuente de infeccidn para los fleb6étomos y si la tasa de animales que se encuentran
contagiados es elevada, ademas debe presentar una infeccion prolongada que no le
produzca la muerte rapidamente, para que represente una fuente real de infeccion. A
diferencia de los animales salvajes, el perro presenta los sintomas clinicos y muere de
leishmaniasis, por invasion de sus visceras en un plazo de seis meses a dos afos
(11, 14, 17).



Figura 4. Reservorios animales entre ellos perro, perezoso y rata.

1.7 Principales moléculas de superficie

Los promastigotes prociclicos estan cubiertos por un glicocalix grueso de 7 nm de
espesor. El glicocalix de los promastigotes metaciclicos es aln mas grueso con
aproximadamente 17 nm de espesor; sin embargo, los amastigotes practicamente no
tienen glicocdlix. El glicocalix esta compuesto por glicoproteinas y otras sustancias
glicosiladas que se encuentran ancladas a la membrana celular por una unién de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Una de las moléculas mas importantes de la superficie
de los promastigotes es el lipofosfoglicano (LPG). La estructura de LPG varia segun
las especies de Leishmania pero basicamente estd compuesto por unidades
repetitivas de un disacéarido y un fosfato unidos a la membrana por el ancla de GPI.
Las variaciones en las cadenas laterales que se unen a la estructura central de LPG
son importantes entre las distintas especies de Leishmania. La L. major tiene una
estructura altamente ramificada; mientras que el LPG de L. donovani practicamente
no tiene ramificaciones. El LPG juega un papel importante en la supervivencia del
parasito y en la modulacién de la respuesta inmunolégica del hospedero.

La glicoproteina 63 (gp63) también llamada leishmaniolisina o proteasa mayor de
superficie es una proteinasa de superficie de 63 kDa. Se expresa en grandes
cantidades (mas de 500 mil copias) y esta distribuida en todo el cuerpo del
promastigote incluyendo el flagelo.7 A pesar de esto, es 10 veces menos frecuente
gue el LPG. La gp63 es una metaloproteinasa de zinc con un amplio rango de
sustratos tales como caseina, gelatina, albumina, hemoglobina y fibrinégeno.(18) La



gp63 se relaciona con la entrada del parésito al macrofago y favorece la fagocitosis y
la sobrevida del amastigote dentro del macréfago. También, afecta la funcién del
complemento aumentando la resistencia del parasito a la lisis mediada por
complemento.7 La molécula mas abundante en la superficie de los promastigotes es
el fosfolipido de glicosilinositol (GIPL), un tipo de glicolipido con un ancla de GPI. El
GIPL es 10 veces méas abundante que el LPG; sin embargo, su tamafio pequefio lo
mantiene cerca de la membrana celular y cubierto por las moléculas de LPG. Se cree
gue tiene un rol protector en la superficie del promastigote.(19)

1.8 Distribucion geogréfica

La distribucién de los casos de leishmaniosis abarca tanto el Nuevo como el Viejo
mundo, en regiones de clima tropical y subtropical, siendo los paises mas afectados a
nivel mundial: Mas del 90% de los casos de leishmaniasis visceral e presenta en cinco
paises: Bangladés, India, Nepal, Sudan y Brasil; cerca del 90% de los casos de
leishmaniasis mucocutanea se producen en tres paises: Bolivia, Brasil y Peru; y el
90% de los casos de leishmaniasis cutanea se presentan en siete paises: Afganistan,
Arabia Saudi, Brasil, Argelia, Iran, Peru, Paraguay y Siria. La incidencia anual se
estima entre uno y 1,5 millones de casos de leishmaniasis en el mundo. (8, 20)La L.
major provoca la forma cutanea de leishmaniasis y predomina en la region de Africa

al sur del Sahara, en la zona suroeste de Asia y Medio Oriente.

En la region americana, el 96% de los casos de leishmaniasis visceral se reportan en
Brasil y desde el 2012, las muertes por esta enfermedad han aumentado, alcanzando
en el 2016 una tasa de letalidad de 7,9% en las Américas, que es considerada como
la mas elevada cuando es comparada con otros continentes. Figura 5. La proporcion
de casos de leishmaniasis cutanea en nifios menores de 10 afios en la regidén también
alcanz6 en el 2016, su mayor valor (15,5%) y algunos paises, registraron mas del
40% de la poblacion afectada en ese grupo etario Cerca del 96% de los casos en esta
region, estan concentrados en Brasil donde se destaca las regiones Noreste, Sudeste
y Centro-Oeste, no obstante, se observa una expansidén geografica en Argentina,
Colombia, Paraguay y Venezuela. En 2016, también se puede observar esa
dispersion en Roraima, Norte del Brasil, donde fueron registrados casos de

leishmaniasis en las areas de frontera con Venezuela, o que requiere una mayor



atencion y fortalecimiento de la vigilancia en los municipios de esos dos paises.(20,
21)
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Figura 1. Proporcidén de de leishrmaniasis

1.9 Formas clinicas de la leishmaniasis

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad dependen de las propiedades del
hospedero y de las propiedades del parasito. En el caso del parasito es importante la
especie de Leishmania y su perfil isoenzimatico. Existen dos formas clinicas
principales de leishmaniasis:

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.(21) Puede existir

hiperpigmentacion de la piel por lo cual se le conoce como

enfermedad negra o “kala azar’. Figura 6 Figura 6. Paciente
gue padece LV

Usualmente tiene un curso crénico 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 visceral



y se caracteriza por maculas, papulas o nédulos que inician en una distribucion peri-

oral y luego se diseminan a otras areas del cuerpo.(21)

Leishmaniasis cutanea (LC) y mucocutanea (LMC)

Existen tres formas clinicas principales de LC: LC localizada (LCL), LC difusa (LCD) y
leishmaniasis mucocutanea (LMC). La LCL se caracteriza por la aparicién de una o
multiples papulas que aumentan de tamafio en &reas expuestas. Estas lesiones
tipicamente se ulceran (Ver figura 7). Las lesiones se localizan principalmente en las
extremidades inferiores. Tipicamente cursan con linfadenopatia y lesiones
satélites.(17) La lesion puede demorar entre 3 y 18 meses para curar en mas del 90
% de los casos.(22) El periodo de incubacion oscila entre 2 a 6 semanas. Las
principales especies causales son miembros de los complejos L. mexicana, L.
braziliensis, L. guyanensis, L. tropica, L. aethiopica y L. major. (21)Una variante de la
LCL es la leishmaniasis recidivans, que se caracteriza por la aparicion de lesiones
tuberculoides alrededor de las cicatrices de Ulceras cutaneas curadas. Las lesiones
tienen una cuenta baja de paréasitos en la biopsia y tienden a ser rebeldes al

tratamiento.(22)
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Figura 7. Formas clinicas de leishmaniasis A leishmaniasis cutanea, B LMCy C LCD

La LCD es una forma anérgica de la enfermedad en la que ocurre diseminacion de
lesiones nodulares cargadas en parasitos en toda la piel. Raras veces afecta la cara,
manos y pies. Ocurre con mayor frecuencia con especies del complejo L. mexicana y
con L. aethiopica.2 La LMC también se conoce como espundia y se caracteriza por
inflamacion granulomatosa de la mucosa de la nariz, cavidad oral y faringe. Puede
existir destruccion del tabique nasal produciendo nariz de tapir y ademas la

inflamacion del paladar genera el signo conocido como la “cruz palatina de Escomel”.



Las lesiones mucosas pueden aparecer simultineamente con un cuadro de LC; sin
embargo, lo mas frecuente es que aparezcan después. Inclusive pueden transcurrir
afios desde que la lesion cutdnea ha cicatrizado.(17) El periodo de incubacion méas
frecuente es de 1 a 3 meses. Las especies mas frecuentemente asociadas son: L.

braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, y L. amazonensis.(22)

Leishmaniasis dérmica postkala-azar (PKDL)

Es la forma méas severa y normalmente mortal si no se trata. El periodo de incubacion
puede ser de meses 0 afios. Afecta a los érganos internos, produce fiebre irregular,
pérdida de peso, hinchazén de bazo e higado y anemia; también puede afectar a la
mucosa bucal, genital y conjuntival. Tras el tratamiento y recuperacion, los pacientes
pueden desarrollar LC cronica, la cual requiere un tratamiento largo y caro (23).La
PKDL suele aparecer entre 6 meses y 1 afio o0 mas, después de la aparente curacion
de la leishmaniasis visceral. Es posible que no haya antecedentes de leishmaniasis.
Las maculas hipopigmentadas o eritematosas presentes en cualquier parte del cuerpo
pueden volverse papulares o nodulares e infiltrativas, especialmente en la cara (figura

8). Las personas que desarrollan esta manifestacion cronica constituyen verdaderos

reservorios, por la presencia de nédulos cargados de parasitos en algunas zonas del
cuerpo (15, 24).

Figura 8. Leishmaniasis dérmica postkala-aiar(PKDL)

1.10 Situacion Epidemioldgica

La leishmaniasis cutanea (LC) y mucosa (LM) es endémica en 18 paises de las
Américas, sin embargo, los casos reportados a la Organizacion Panamericana de la
Salud (OPS/OMS), no incluyen los datos de Guyana Francesa, dado que son
reportados directamente a Francia. En el periodo 2001-2016 se notificaron 892.846
nuevos casos de LC, distribuidos en 17 de los 18 paises endémicos. A partir del 2009
y hasta el 2015, hubo una reduccién en el registro de casos de la LC en la regién. En

el 2016 se registr6 un aumento del 6.15% con relacion al afio anterior, siendo



observado ese mismo aumento en los registros de casos de las sub regiones
Centroamericana (66%) y Andina (27%). La LV es una enfermedad potencialmente
fatal con distribucion mundial en 76 paises, siendo endémica en 12 paises de las
Américas. (figura 9)(20)
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En el periodo de 2001-2016 se reportaron 55.530 casos humanos de LV en las
Américas con un promedio anual de 3.457 casos. En el 2016, se observa una
reduccién del 67% en el nimero de casos de LV en Paraguay cuando es comparado
con el 2013. En ese mismo periodo, los casos en Colombia y Venezuela tuvieron un
incremento, de 13 a 37 y de 7 a 33 casos/afno, respectivamente (Figura 10).El mayor
numero de casos de LV fue reportado en el sexo masculino con 66,3% (2.223) y los
grupos de edad mas afectados fueron los < de 10 afios con un 39,1% (1.313), seguido
por el grupo etario de = 20 < 50 afios (34,7%) y de mayores de 50 anos (16,96%). En
Colombia, Honduras y Venezuela los niflos menores de cinco afios son los mas
afectados con el 83,78%, 71,43 % y 66,67% de los casos, respectivamente. Ademas,
en Guatemala, los dos casos ocurridos fueron en ese mismo grupo etario (Figura
11).(20)
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Figura 10. Casos de LV, en los paises con mayor numero de casos, América, 2001-

2016.
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Figura 11. Proporcion de casos de LV por grupos de edad y paises, América, 2016.

En 2016, hubo un incremento de 32% en los casos de coinfeccion LV- VIH, con un
total de 340 casos (10,14%), siendo que 316 fueron registrados en Brasil, 19 en

Paraguay, 4 en Colombia y un caso en Venezuela (Figura 12).(20)
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Figura 12. Proporcion de casos de confeccion LV-VIH por paises, América, 2016.

1.11 Inmunologia contra la leishmaniasis: el modelo de Leishmania major

Los estudios realizados tanto in vitro como in vivo en el modelo murino de infeccion
por Leishmania (L) major (una especie de Leishmania presente solamente en el Viejo
Mundo) han demostrado que la resolucion de la infeccién o enfermedad depende de
los mecanismos de respuesta inmune mediada por células Th (CD4+) y sus
productos; las células efectoras Thl son las que se asocian con el control de la
infeccion o con una respuesta cicatrizante a través de la producciéon de interferon
gamma (IFN-y) y la posterior produccion de factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a)

por parte de los macrofagos activados debido a la accion del IFN- y; por su parte, las



células efectoras Th2 se asocian con el desarrollo de formas graves de la enfermedad

por medio de la produccion de interleucina (IL) 4 e IL-10 (18).

La interaccién de la Leishmania y el sistema inmune es muy compleja y varia segun la
especie de Leishmania y segun las caracteristicas del hospedero. La infeccion por
Leishmania major es una de las mas estudiadas y esta puede llegar eventualmente a
generar una respuesta inmune protectora contra subsecuentes infecciones por la
misma especie; sin embargo, esto no ocurre con todas las especies de
Leishmania.(21) La interaccion con el sistema inmunitario comienza desde el
momento de la picadura del insecto. La introduccién de las piezas bucales lacera los
vasos sanguineos de la union dermo-epidérmica. Ademas, el insecto inyecta
sustancias vasodilatadoras y la enzima hialuronidasa provocando la formacion de una
pequefa “piscina de sangre” con la que se alimenta. Inmediatamente, el sistema
inmune innato interviene para detener este proceso mediante la activacion del
complemento, la liberacion de cininas que producen vasoconstriccion, la activacion de
la coagulacion que produce trombosis de los vasos lacerados y la llegada de
macroéfagos residentes y de neutréfilos sanguineos al sitio de la lesidon. Esto en teoria
podria limitar la capacidad del insecto para alimentarse y para transmitir la
leishmaniasis. Sin embargo, la saliva del insecto contiene potentes sustancias
vasodilatadoras: maxadilan (Lutzomyia) o adenosina (Phlebotomus), antiagregantes
plaquetarios, apirasa y sustancias estimuladoras de la produccién de prostaglandina
E2 (PGE2). Estos mecanismos utilizados por el insecto para favorecer su
alimentacion reducen la inflamacion y facilitan la transmision de la Leishmania.(21) De
hecho, en un estudio se demostré6 que las lesiones de ratones inoculados con
promastigotes de L. major y saliva de fleb6tomo crecieron mas grandes y mas rapido
gue las lesiones de ratones inoculados exclusivamente con promastigotes de L.

major.(25)
1.12 Tratamiento general de la leishmaniasis

El tratamiento solo se debe administrar tras la confirmacion de la enfermedad, ya que
varia de acuerdo al tipo de leishmaniasis, la severidad de la misma, el lugar donde se
infecta el individuo y el estado nutricional e inmunolégico del paciente(15, 26).La
politica farmacéutica de los paises endémicos y las decisiones terapéuticas deberian

basarse en la relacién entre los riesgos y los beneficios de cada medicamento, el tipo



de servicio de salud, la disponibilidad de medicamentos antileishmaniasicos y
consideraciones de salud publica, como la prevencion de la farmaco-resistencia
(15).Dado que no existen vacunas para prevenir la leishmaniasis humana, la mejor
forma de proteccion delos individuos frente a dicha enfermedad, recae en el

tratamiento terapéutico de enfermos y reservorios(27).

Antimoniales pentavalentes (SbV):

Los antimoniales pentavalentes han sido el tratamiento convencional de primera linea
contra la leishmaniasis visceral. El desoxicolato de amfotericina B y la pentamidina se
han utilizado como farmacos de segunda linea (15, 28).El antimoniato de meglumina y
el estibogluconato de sodio (figura 11) se consideran farmacos de primera linea de
tratamiento (26, 29), poseen similitud quimica, su toxicidad y eficacia estan
relacionadas con el contenido de antimonio. La inyeccion debe administrarse por via
I.M o I.V en infusidn con aguja fina para evitar todo riesgo de trombosis. Para tratar la
LC estos farmacos pueden administrarse directamente en las lesiones, a pesar de ello

el tratamiento sistémico se debe elegir siempre como primera opcion (27, 30).

Los efectos colaterales comunes son: anorexia, vomitos, nauseas, dolor abdominal,
malestar, mialgias, artralgias, cefaleas, sabor metalico, letargo, elevacion de las
enzimas pancredticas, leucopenia, anemia y trombocitopenia. En dependencia de la
dosis y la duracion del tratamiento ocurren alteraciones electrocardiograficas,
prolongacion del intervalo QT y arritmias. La hepatotoxicidad, cardiotoxicidad y la
muerte sUbita son efectos colaterales graves, pero infrecuentes, en caso de que
aparezcan se cambiara de farmaco. Los SbV siguen siendo eficaces y en Africa,
América del Sur, Bangladesh, Nepal e India (excepto North Bihar), prefieren el

tratamiento a la dosis de 20 mg/kg/dia por via parenteral durante 28-30 dias(15).

Desoxicolato de amfotericina B

La amfotericina B es un antibiético poliénico. Se recomienda administrar una dosis de
prueba de 1 mg, en infusion, seguida de una dosis plena 4 a 6 horas mas tarde. Son
frecuentes las reacciones a la infusion, como la fiebre alta y los escalofrios, al igual
que la tromboflebitis de la vena inyectada. La nefrotoxicidad también es comun, y
lleva a la interrupcion frecuente del tratamiento en algunos pacientes. Otros efectos

toxicos infrecuentes, pero graves, son la hipopotasemia y la miocarditis. El tratamiento



deberia administrarse siempre en un hospital para que el paciente pueda ser
sometido a monitorizacién continua. La amfotericina B se habia usado raramente en
la leishmaniasis, si bien actualmente se emplea como alternativa a la pentamidina o a
los antimoniales en el tratamiento de la leishmaniasis visceral; los inconvenientes son:
su costo, (entre 25.000 y 312.000 pesetas segun el preparado comercial y el esquema
terapéutico empleado) casi el doble que el de lo antimoniales, y sus efectos
adversos(31, 32).

Se han utilizado varias formulaciones, como la amfotericina B liposémica, el complejo
lipidico de amfotericina B o la dispersién coloidal de amfotericina B, cuya eficacia es
similar a la del desoxicolato de amfotericina B, pero tienen una toxicidad
significativamente menor. Se administran en infusion intravenosa durante 2 h. En
algunos pacientes se producen reacciones leves a la infusion y dolor de espalda.
Ocasionalmente se observan nefrotoxicidad o trombocitopenia transitorias. En la
cuenca mediterranea, el tratamiento de eleccion para los pacientes
inmunocompetentes es la amfotericina B liposomica (L-AmB) en una dosis total de 40
mg/kg. La infusion periddica de L-AmB ha demostrado prevenir la recaida en este

subconjunto de los pacientes (15).
Paromomicina

La paromomicina (aminosidina) es un antibidético aminoglucésido que se suele
administrar por via intramuscular. Las dosis de 15 mg/kg y 20 mg/kg en forma de
sulfato son equivalentes a 11 mg/kg y 15 mg/kg en forma de base, respectivamente.
El acontecimiento adverso mas frecuente es el dolor leve en el lugar de la inyeccion,
en un 2% de los casos se produce ototoxicidad reversible. La nefrotoxicidad es rara.
Algunos pacientes pueden presentar hepatotoxicidad, por la elevacion de las enzimas
hepaticas; también se han descrito casos de tetania. Existe una formulacion tépica
para la leishmaniasis cutanea (15). La principal ventaja de la paromomicina es su bajo

coste, en comparacion con el resto de terapias (33).

Pentamidina

La pentamidina es una diamidina con accién frente a ciertas especies de
Leishmania(31, 34). Se une a los tejidos y se excreta de forma prolongada en el

tiempo, lo que permite su administracion en dias alternos. Esta disponible sélo por via



parenteral(15).Con frecuencia produce taquicardia, hipotension, nauseas, vémitos,
mareos, exantema, enrojecimiento facial y sabor metalico. En el 6% a 9% de los
pacientes produce hipoglucemia como resultado de la destruccion de las células del
pancreas, y excepcionalmente hiperglucemia y diabetes mellitus. Hasta en un 25% de
los pacientes tratados aparece deterioro de la funcion renal. Otros efectos adversos,
como leucocitopenia, trombocitopenia, fiebre, hipocalcemia, confusion, alucinaciones
y arritmias ventriculares, son menos frecuentes (15). La administracién intramuscular
con frecuencia produce dolor, inflamacién y abscesos estériles (31). Se reserva para
casos refractarios 0 cuando no hay otros tratamientos disponibles debido a que su
elevada toxicidad, y la aparicién de resistencias han provocado que sea relegada a un

segundo plano, principalmente para tratamientos combinados. (27, 35).

Miltefosina

La miltefosina es el Unico tratamiento de administracion oral frente a
Leishmania(36)se desarroll6 inicialmente como antineoplasico oral, pero despuées se
demostré que posee actividad antileishmaniasica(15). Produce frecuentemente
efectos gastrointestinales como anorexia, nauseas, vomitos y diarrea. La mayoria de
los episodios son breves y se resuelven a pesar de la continuacion del tratamiento.

Ocasionalmente los efectos colaterales pueden ser graves.

Debe administrarse después de las comidas, y en caso de necesitar dosis multiples
deben dividirse. Es potencialmente teratdogenapor lo que no debe utilizarse en
embarazadas ni en mujeres en edad de procrear en las que no se pueda garantizar

una anticoncepcion adecuada durante el tratamiento y los 3 meses siguientes(15).

Derivados azoélicos: ketoconazol, fluconazol, itraconazol

Son antifangicos orales que poseen una eficacia variable en el tratamiento de la

leishmaniasis(15).
1.13 Acceso a los medicamentos y a los productos diagndsticos:

El acceso a los medicamentos para el tratamiento de las leishmaniasis visceral,
cutdnea y mucocutanea es un problema en los paises pobres con el mayor nimero de
casos; a pesar de los muchos esfuerzos que la OMS, las organizaciones médicas no

gubernamentales y los fabricantes han hecho por mejorar el acceso a los



antileishmaniésicos. En el contexto de los sistemas de salud débil, existente en
muchos paises endémicos, hay varios factores que contribuyen a la falta de acceso a

los medicamentos:

e Son relativamente caros y a menudo inasequibles, pese a las reducciones de precios
negociadas por la OMS.

e Los protocolos terapéuticos nacionales no suelen reflejar los Gltimos avances, y son
pocos o0 ninguno los medicamentos para la leishmaniasis que estan incluidos en las
listas nacionales de medicamentos esenciales.

e 0os medicamentos para los cuales se han negociado precios preferenciales en los
paises de ingresos bajos y medios no siempre estan registrados por las empresas alli
donde resultan necesarios, dado que no hay un mercado lucrativo, y cuando no estan
registrados se necesita un permiso especial para importarlos. Dichos medicamentos
tampoco suelen estar registrados en paises con muy pocos casos, en los que los
medicos tienen grandes dificultades para obtener las pequefias cantidades de
medicamentos necesarias.

eEl suministro de medicamentos no es continuo. La mayoria de los
antileishmaniasicos son producidos por un solo fabricante. Los problemas
relacionados con la calidad, la baja capacidad de produccion y la ausencia de
previsiones adecuadas de las necesidades (todo lo cual redunda en largos plazos de
entrega de los encargos) producen regularmente agotamiento de las reservas en los
paises endémicos.

e No hay reservas de amortiguacion centrales a las que acceder en esos casos, y no
hay ninguna plataforma que indique las necesidades de medicamentos; por
consiguiente, no se pueden calcular las cantidades necesarias a nivel mundial, y la

produccion de medicamentos no se puede planificar adecuadamente.

En general, se deberia reforzarla reglamentacion de las politicas farmacéuticas, la
garantia de la calidad y la monitorizacion del acceso a los medicamentos para la
leishmaniasis, teniendo en cuenta sus precios, registro y necesidades mundiales. El
acceso no controlado a los medicamentos (por ejemplo, la disponibilidad de la
miltefosina sin receta médica) puede ser causa de uso indebido, tratamiento
suboptimo vy, a largo plazo, farmaco-resistencia. El uso de medicamentos falsificados

(lotes toxicos de antimoniales, miltefosina falsificada) ha producido en el pasado



varias muertes evitables .El suministro de productos diagnosticos para la
leishmaniasis visceral presenta problemas similares, dado que el mercado es
relativamente pequefio y no lucrativo. Ademas, en las regiones endémicas circulan

pruebas diagnésticas de calidad no certificada (15).

1.14 Estudios in silico

El enfoque de disefio/ descubrimiento de farmacos asistido por computadoras ofrece
una alternativa mas econdémica y rapida en el campo de la sintesis y evaluacion de
compuestos con determinada actividad farmacolégica(37).Estos métodos llamados ‘“in
silico” engloban todas las técnicas asistidas por ordenadores usadas en el disefio/
descubrimiento y optimizacion de compuestos con propiedades deseadas y ha jugado
un rol fundamental en el desarrollo de un nimero de farmacos que actualmente se
encuentran en el mercado. Los procedimientos ‘“in silico” se realizan solamente

después de la exploracion de los conceptos iniciales con modelos QSAR/ QSPR (38).

Estudios QSAR

Los estudios QSPR/QSAR, de sus siglas en inglés, QuantitativeStructure-
PropertyRelationships/Quantitative Structure-ActivityRelationships o en espaiiol,
Relaciones Cuantitativas Estructura-Propiedad/Relaciones Cuantitativas Estructura-
Actividad, constituyen enfoques cuantitativos orientados a encontrar relaciones entre
la estructura molecular y las propiedades/actividades moleculares medidas o
calculadas (39). Los estudios QSPR/QSAR datan desde el 1868 y desde entonces se
han aplicado a la modelacion de disimiles propiedades moleculares de naturaleza

fisica, quimica y biolégica (40-42).
Estudios de Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR)

En el area de estudio de nuevos farmacos de la industria farmacéutica, institutos de
investigacion privados y publicos se han desarrollado herramientas computacionales
(in silico drug design) y se han establecido nuevas disciplinas entorno de la Quimica
Farmacéutica. Una de ellas es la metodologia que relaciona numéricamente
estructuras quimicas con sus actividades biologicas, denominada QSAR (acrénimo de

QuantitativeStructure-ActivityRelationships).



Los métodos para correlacionar cuantitativamente caracteristicas estructurales con
actividad biolégica fueron introducidos por Hansch y Fujita en la década de 1960, con
el transcurso del tiempo los métodos QSAR han emergido no sélo como una via para
el descubrimiento de compuestos con una actividad deseada, sino ademas como un

método con aplicaciones al estudio del mecanismo de accién de los mismos.

Un estudio QSAR relne un conjunto de técnicas computacionales relacionadas con
disefio y visualizacion espacial virtual de moléculas, calculo de propiedades
fisicoquimicas moleculares (descriptores), bioinformatica y estadistica. Todo esto con
el fin de hacer una prediccion teérica de la actividad biolégica que permita el
disefio tedrico de posibles nuevos farmacos, evitando pasar por el proceso a prueba
y error de sintesis organica. Al ser una ciencia que existe sélo en un entorno virtual,
desmaterializado de necesidades de infraestructura (tales como equipo, instrumentos,
materiales y personal de laboratorio), con enfoque en las relaciones estructura
(quimica) - actividad (biologica), el disefio de candidatos a nuevos farmacos es mucho
mas econdmico y rapido. En estos métodos, se utilizan multiples descriptores
moleculares (DMs) de la estructura quimica combinados con la aplicacidén de técnicas
guimiométricas para derivar modelos, por ello se requiere disponer de datos
biologicos de calidad, definir descriptores quimicos relevantes y elegir un modelo

adecuado.

Dado que los bioensayos son mas costosos, es comun que los experimentos no se
repitan de forma debida para asegurar un valor estadisticamente validado, por su
parte al ser un método estadistico, el estudio QSAR incluye este componente de
incertidumbre de la variable dependiente por lo que la prediccion puede fallar. En
contraste, los valores de las variables independientes o descriptores, no tienen dicha
naturaleza, ya que cada valor es reproducible e invariable pues descansa en un
algoritmo de calculo definido en el software. Eso no quiere decir que los descriptores
no fallan, al contrario, hay que discriminar entre descriptores inadecuados (mala
seleccién en ciertos casos), redundantes (covarianza o colinealidad) u otros mal

programados (mal disefio del algoritmo).

Los pasos comunes de un estudio QSAR constan de:



1. Formulacion del problema, en la cual se determina el objeto de analisis y el nivel

de informacion requerido.

2. Parametrizacion cuantitativa de la estructura molecular de los compuestos

guimicos organicos/secuencia de biopolimeros

3. Medicion de la propiedad de interés (efectos biol6gicos u otros)
4. Eleccion del tipo de modelo QSAR que se va a desarrollar

5. Seleccién de los compuestos (disefio estadistico de las series)

6. Analisis matematico de los datos y validacién (interna y externa) de los modelos

obtenidos

7. Interpretacion de los resultados y aplicacion de los modelos desarrollados al
disefio/descubrimiento de un nuevo compuesto lider, desarrollando procedimientos de

cribado virtual.
Sin embargo, el desarrollo de cualquier estudio QSAR, es un ciclo iterativo.

Las ventajas de QSAR son el bajo costo (programas gratuitos, informacion
relativamente accesible, no se utiliza instrumental ni reactivos quimicos, etc.), el uso
de interfaces que facilitan el manejo y disefio, ademas de que la construccion de las
moléculas y el calculo de descriptores pueden ser sumamente rapidos. Sus
desventajas son la familiarizacion con metodologias computacionales (diferentes
sistemas operativos e interfaces gréaficas, manejo de bases de datos, desarrollo del
software) y en este sentido, la resolucion de diferentes problemas de computo
(compatibilidad, actualizaciones, registros, formatos de datos) asi como el hecho
de tener que disponer de datos de actividad biolégica de las moléculas en
estudio (43).

Descriptores o indices Moleculares

Los Descriptores o indices Moleculares (DMs o IMs) definidos como el resultado final
de un procedimiento l6gico-matematico el cual transforma la informaciéon quimica,
codificada dentro de una representacién simbdlica de una molécula, en un nimero (o

conjunto de estos) util (Utiles) o en el resultado de alguno de los experimentos



ya estandarizados. Juegan un papel fundamental en los estudios in silico pues
pueden brindar una vision mas amplia en la interpretacion de las propiedades
moleculares y/o son capaces de tomar parte en un modelo para la prediccion de
notables propiedades moleculares.

Algunos softwares empleados en los estudios in silico

WEKA

WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis, o en espafiol «Entorno para
analisis del conocimiento, de la Universidad de Waikato») (figura 17) es una
plataforma de software libre para el aprendizaje automatico y la mineria de datos
escrito en Java. El paquete WEKA contiene una coleccion de herramientas de
visualizacion y algoritmos para analisis de datos y modelado predictivo, unidos a una
interfaz grafica de usuario para acceder facilmente a sus funcionalidades. WEKA
soporta varias tareas estandar de mineria de datos, especialmente, pre-
procesamiento de datos, clasificacion, regresion, visualizacion, y seleccion. Todas las
técnicas de WEKA se fundamentan en la asuncion de que los datos estan disponibles
en un fichero plano o una relacién, en la que cada registro de datos esta descrito por
un namero fijo de atributos (normalmente numéricos o nominales, aunque también se
soportan otros tipos). No puede realizar mineria de datos multirelacional, pero existen
aplicaciones que pueden convertir una coleccion de tablas relacionadas de una base

de datos en una unica tabla que ya puede ser procesada con WEKA(26).Figura 13

Applications
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The University
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Whaikato Envircnment for Knowledge Anahysis KnowledgeFlow
Version 3.7.7

(c) 1995 - 2012

The University of Waikato Simple CLI
Hamilton, New Zesland

Figura 13. Software WEKA



ChemAxon

ChemAxon es una plataforma integrada de programas y herramientas para tareas
guimioinformatica fundamentalmente. Incluye un conjunto de componentes
especializados en la basqueda en bases de datos quimicos, la edicion y visualizacion
de las estructuras quimicas, la prediccion de las propiedades fisico-quimicas de

moléculas y otras herramientas para la manipulacién de estructuras quimicas.

Varios de estos componentes pueden ser accedidos a través de la Interfaz grafica de
usuarios, la Interfaz para la programacion de aplicaciones (API, del inglés
Programming Interface) o la linea de comandos. Especificamente, contiene el médulo
‘cxcalc’, utilizado en este trabajo para el calculo de descriptores como la carga de la

molécula, la constante de ionizacion, clogP, entre otros (44).

JChem

JChem para Office integra el manejo de estructuras y capacidades de visualizacion de
dentro de un entorno de Microsoft Office. Incluye JChem para Excel que es una
integracion con el Excel. Con JChem para Office, la quimica se realiza en vivo en su
aplicacion de Office y las estructuras son totalmente compatibles dentro de hojas de
célculo, documentos, diapositivas y correos electronicos. Su implementacion es
robusta con carga rapida / desplazamiento de miles de filas de estructura y copiar y
pegar en toda la suite Microsoft Office. Su funcionalidad mas avanzada incluye:
célculos basados en estructuras, la descomposicién de grupos R y enumeracion de
bibliotecas (44, 45).

Las principales caracteristicas de JChem para Excel son:

e Estructuras de importacién y los datos de las bases de datos y archivos.

e Exportar datos a archivos.

e Afadir, estructuras de edicion.

e Ordena, estructuras de filtro y los datos asociados.

e Descomposicion R- grupos.

e Funciones de Excel personalizada quimicos para el calculo de las propiedades de
la estructura (44, 45).



Técnicas de inteligencia artificial

KNN

Significa K-Nearest-Neighbor por sus siglas en inglés, también llamado algoritmo del
vecino mas cercano. Este método sirve para clasificar nuestra informacion y obtener
predicciones. Basicamente se basa en tomar la informacion que deseamos clasificar,
calcular las distancias de todos los miembros de la base de datos (cominmente un
conjunto de entrenamiento) y se toma un namero particular de vecinos (K) que son los
gue tuvieron distancias menores, luego se visualiza la clase de los mismos, de alli se
determina que tipo es el dato que estamos buscando. Con este tipo de algoritmos es
necesario conocer bien la informaciéon y como parte medular decidir el tipo de célculo
para las distancias y el nimero de vecinos a considerar. Otro punto importante es el

factor de busqueda, también es comun establecer un rango de busqueda.
Entre sus caracteristicas principales se encuentran:

¢ No requiere de la construccién de un modelo.

e Trabaja con los datos originales (no requiere representaciones especiales de los
mismos).

e Realiza su prediccion en base a informacion local (esto cuando se aplican
heuristicas de basqueda).

e Puede producir resultados equivocados si el célculo de distancia no es el
adecuado.

e En general, mientras K sea mayor (sin ser esto una regla), es decir, mientras mas
vecinos sean tomados en cuenta, la probabilidad de una prediccion correcta aumenta
(46).

Redes neuronales (RN)

Estructura inspirada en un modelo simplificado de las neuronas biolégicas. Se forma
de un conjunto de elementos sencillos (neuronas) que tiene varias entradas y una
salida. Estos elementos se interconectan entre si para formar redes (red neuronal).
Las RN se entrenan para aprender relaciones de entrada-salida mediante la

presentacion de ejemplos, modificando los pesos.

Una vez entrenada, la red neuronal se puede utilizar para diversas tareas:



e Clasificacion
e Clasificacién no-supervisada
e Asociacion

e Complementar patrones (47)

"Una red neuronal artificial (RNA)es un conjunto de algoritmos matematicos que
procesan informacion y encuentran relaciones no lineales entre el conjunto de datos, y
cuya unidad bésica de procesamiento esta inspirada en la célula fundamental del
sistema nervioso humano: la neurona" (48).Las RNA tratan de emular ciertas
caracteristicas propias de los cerebros humanos, como la capacidad de memorizar y
de asociar hechos por tanto son modelos artificiales y simplificados del cerebro
humano, un sistema que es capaz de adquirir conocimiento a través de la experiencia
(48)

Perceptron multicapa: posibilita la solucién de problemas complejos. A diferencia de
las anteriores arquitecturas de RNA, la estructura de red multicapa
(MultiLayerPerceptron-MLP), posee al menos tres niveles de neuronas: una capa de

entrada, una capa oculta y una capa de salida.

Maguinas de soporte vectorial (SVM)

Las maquinas de soporte vectorial (SVM, por sus siglas en inglés) son un conjunto de
algoritmos de aprendizaje supervisado desarrollados por Vapnik y Cortés (1995) y su
equipo AT&T, que han surgido como meétodos relacionados con problemas de
clasificacion y regresion. Su buen desempefio ha llevado a su uso en una gran
variedad de problemas, algunos investigadores (Fletcher, Hussain y Shawe-taylor,
2010; Huang, Nakamori y Wang, 2005; Kara et al., 2011a; Kim, 2003b; Masoud, 2014;
Moein Aldin, Dehghan Dehnavi y Entezari, 2012; Net- y Pino, 2012; Velasquez, Olaya
y Franco, 2010; Yuan, 2011), han utilizado SVM para solucionar problemas de
clasificacion y regresion relacionados a la prediccion de series de tiempo, mostrando
ser mejores en comparacion a otras metodologias tradicionales como modelos

econométricos y en algunos casos a modelos de aprendizaje de maquina (44).

Las SVM se empezaron a emplear para resolver problemas de clasificacion y
reconocimiento de patrones para luego extenderse en el estudio de prediccién de

series de tiempo. Los problemas de clasificacion se emplean para obtener resultados



de tipo cualitativo, por ejemplo, determinar la clase de un dato de entrada o
caracteristicas, mientras que las de tipo regresion son mas Uutiles en problemas
cuantitativos, cuando se trata de obtener una salida numérica al dato de entrada
(Camps y Bruzzone, 2009; Fernando y Gutiérrez, 2011; Lember, 2012). Un punto a
favor de utilizar este tipo de modelos es que el desempefio de las SVM no depende
del tamafio de la muestra que se va utilizar para el problema, por lo que puede ser
utilizado para una cantidad limitada de datos en contraste con otras metodologias que
presentan mejor desempefio cuando el tamafo de la muestra es grande. Asimismo, el
algoritmo detras de las SVM se puede ajustar a problemas no lineales y la solucién se
realiza bajo programacion cuadratica, lo cual hace que su solucion sea Unica y
generalizable (Abe, 2005; Cristianini, 2000; Velasquez et al., 2010).

La idea detras de las SVM es que a partir de unos inputs de entrada al modelo, se
etiquetan las clases y se entrena una SVM construyendo un modelo que sea capaz de
predecir la clase de los nuevos datos que se introduzcan al modelo. La SVM
representa en un eje de coordenadas los vectores de entrenamiento, separando las
clases por un espacio lo mas grande posible. Cuando nuevos datos son introducidos
al modelo, estos se colocan sobre el mismo eje y en funcion de la cercania de los

grupos antes separados, los cudles seran clasificados en una u otra clase (44).

Arboles de clasificacion

Los métodos basados en arboles (o arboles de decision) son bastante populares en
data mining, pudiéndose usar para clasificacion y regresion. Estos métodos se derivan
de una metodologia previa denominada automatic interaction detection. Son utiles
para la exploracion inicial de datos y apropiados cuando hay un nimero elevado de
datos, y existe incertidumbre sobre la manera en que las variables explicativas
deberian introducirse en el modelo. Sin embargo, no constituyen una herramienta

demasiado precisa de analisis.

En conjuntos pequefios de datos es poco probable que revelen la estructura de ellos,
de modo que su mejor aplicacion se encuentra en grandes masas de datos donde
pueden revelar formas complejas en la estructura que no se pueden detectar con los

métodos convencionales de regresion.

Problemas donde los arboles de clasificacion se pueden usar:



1. Regresion con una variable dependiente continla.

2. Regresion binaria.

3. Problemas de clasificacion con categorias multiples ordinales.
4. Problemas de clasificacion con categorias multiples nominales.
Ventajas de los arboles de clasificacion

1. Los resultados son invariantes por una transformacién de monoétona de las
variables explicativas.

2. La metodologia se adapta facilmente en situaciones donde aparecen datos missing,
sin necesidad de eliminar la observacion completa.

3. Estan adaptados para recoger el comportamiento no aditivo, de manera que las
interacciones se incluyen de manera automatica.

4. Incluye modelos de regresion asi como modelos de clasificacion generales que se
pueden aplicar de manera inmediata para diagnosis (44).

Dentro del aprendizaje automatico el tema a tratar es arboles de clasificacion o
también conocidos como arboles de decision. Los factores que han influido en su
difusion son: accesibilidad a diferentes implementaciones, la explicacion que aporta a
la clasificacion, la posibilidad de ser representados graficamente, y la rapidez de
clasificar nuevos patrones. Los arboles de clasificacion estan dentro de los métodos
de clasificacion supervisada, teniendo una variable dependiente o clase. La
construccion del arbol de clasificacion se realiza mediante un proceso de induccion.
Los arboles de clasificacion se basan en una estructura en forma de arbol, donde las
ramas representan conjuntos de decisiones, las cuales generan reglas para la
clasificacion de un conjunto de datos en subgrupos de datos. Las ramificaciones se

generan de forma recursiva hasta que se cumplan ciertos criterios de parada (49).






MATERIALES Y METODOS

En el presente capitulo se describe todo el proceso realizado como parte de la
investigacion hasta identificar los nuevos compuestos con posible actividad contra
promastigotes de Leishmania major. Se parte de la construccion minuciosa de una
base de datos, la representacion quimica de los compuestos y el célculo de
descriptores moleculares para llegar a la conformacion de modelos capaces de
identificar estos compuestos a través del cribado virtual de una base de datos

internacional y compuestos de sintesis(50).

2.1 Gestion de la data.

Todos los compuestos incluidos en la investigacién, al igual que su perfil biolégico,
fueron recopilados de BioAssay publicados en el PubChem(51), los cuales consisten
en estudios realizados en especifico para promastigotes de Leishmania major y
reportados por varias revistas de alto impacto en la Web of Sciences(52-58), todas
publicadas por la editorial ELSEVIER en el periodo (1941-2018).Fueron recopilados
inicialmente un total de 341 compuestos, probados contra la forma promastigote del
parasito de Leishmania major. Ademas, se extrajeron los datos relacionados con la
forma del parasito en que se realizd6 cada experimento, el valor reportado de ICsg, las
caracteristicas del procedimiento llevado a cabo en el ensayo, asi como la masa
molar y la estructura quimica a partir de los SMILE canodnicos. El parametro empleado
para clasificar a los compuestos en activos e inactivos fue la 1Csp; considerandose
como activos aquellos que tras su evaluacion presentaban un valor de ICso menor a

1,5 uM, e inactivos los que no cumplian dicho requisito.

2.2 Estrategias Computacionales.

Como regla general un modelo QSAR intenta establecer una correlacion matematica
entre la estructura de un grupo de compuestos quimicos y su actividad biolégica,
generalmente por medio del uso de un analisis de regresion o discriminante con el
empleo de DMs. La figura 14 muestra la estrategia general para el desarrollo de
estudios QSAR.
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Figura 14.Esquema general para la obtencién de un modelo QSAR.

Todos los célculos se efectuaron en un ordenador (PC) Intel(R) Core™ i5-2500 CPU
@ 3.30GHz. El Programa DRAGON 5.5 Professional (59) se usé6 para el calculo de
los DMs 0D-2D (un conjunto de mas de 2000 DMs)(Figura 15). Los datos se
almacenaron en matrices, utilizando el programa Microsoft Excel; donde las filas
representaron a los compuestos quimicos (casos) y las columnas a los DMs
(variables). El andlisis estadistico se efectud con el paguete de procesamiento WEKA
3.6 del 2009 (60) para Windows.

DRAGON

DRAGOHN Professional version 5.5 - 2007
Copyright (c) TALETE =rl
Descriptor No. 3224

Licensed to:
“owvani Marrero Ponce - CAMD-BIR Unit, Central University of Lag Villas

C’?’?
TALETE =rl

Figura 15. Software DRAGON version 5.5

2.3 Parametrizacion de la estructura quimica.

La mayoria de las estructuras incluidas en la base de datos (341 en total) fueron
descargadas del PubChem en formato SDF 2D Structure y el resto fueron
representadas usando el médulo ChemDraw Ultra 8.0 del software ChemOffice2005
ver. 9.0 (61), estas ultimas fueron seguidamente exportadas como fichero con
extension sdf del tipo MDL. Antes de proceder al calculo de las variables las
estructuras fueron curadas y estandarizadas utilizando el OpenBabel ver. 2.3 para
afiadir hidrogenos explicitos, neutralizar cargas y remover sales que pudiesen afectar

el céalculo. La eliminacion de compuestos repetidos se llevé a cabo con el programa



ISIDA (62) vy la forma Edi-SDF versién 5.03 para Windows(Figura 16). Los ficheros
obtenidos en modo SDF se llevaron al programa DRAGON (63) donde se calcularon
las diferentes familias de descriptores moleculares de O0D-2D que estan
implementadas en el mismo, obteniendo un conjunto de 2489 DMs, sin eliminar las
variables constantes, cercanas a constantes y con una correlacion mayor al 90%. Los

datos se almacenaron en matrices del Excel.
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Figura 16. ISIDA forma Edi-SDF version 5.03 para Windows

2.4 Analisis estadistico de los datos.

Para asegurar la diversidad estructural de los compuestos incluidos en la base de
datos se realizé el Analisis de Conglomerados (AC) como via de evaluacion de la
distribucion y diversidad estructural existente dentro de los grupos de observaciones
activas e inactivas respectivamente implementados en el paquete de procesamiento
STATISTICA 8.0. En dicho estudio se procedi6 a estandarizar todas las matrices de
DMs anteriormente calculadas. Con posterioridad, los conjuntos de compuestos
activos e inactivos, respectivamente, se dividieron a su vez en diferentes
subconjuntos mediante dos analisis de conglomerados del tipo k-MCA (siglas en

inglés de Analisis de Conglomerados de k-Medias, también llamado andlisis de



agrupaciones) (64-66),los que se efectuaron para cada grupo. De este modo quedd
asegurada la representatividad de elementos del mismo dominio en los subconjuntos
obtenidos en cada caso. De cada conglomerado se seleccionaron, de forma aleatoria,
los compuestos para la conformacion de la serie de entrenamiento, de prediccidon y la
validacion externa las cuales constituyen un 65 %, 20 % y 15 % de la data inicial,
respectivamente. Este procedimiento asegura que las clases quimicas (determinadas
por los conglomerados derivados de k-MCA) estén representadas en ambas series de
compuestos (64-66). Los compuestos incluidos en la SP nunca fueron usados en el
desarrollo de los modelos cuantitativos.

Para la seleccion de atributos se utilizé el WEKA 3.6 (60) del 2009, empleando varios
evaluadores de atributos y métodos de busqueda especificos para cada técnica de
clasificacion. Los mejores atributos seleccionados por cada método se introdujeron en
los ficheros finales que se emplearian en el WEKA para la clasificacion. En esta se
emplearon las técnicas: k vecino mas cercano (IBK), arbol de clasificacion (J48), red
neuronal artificial (MLP por sus siglas en inglés Multi Layer Perceptron) y maquina de
soporte vectorial (SMO por sus siglas en inglés Sequential Minimal Optimization) (67)
para obtener los mejores modelos capaces de predecir la actividad de los

compuestos incluidos en la serie de entrenamiento y prediccion.

2.5 Obtencion y validacion de los modelos

La obtencion de los modelos finales se llevd a cabo empleando los atributos
seleccionados teniendo en cuenta la ley de parsimonia (lex parsimoniae) 6 Rasurador
de Ockham: “Numquam ponenda est pluralitas sine necessitate” o “La pluralidad
nunca se debe postular sin necesidad (de ello)”, a la hora de seleccionar el mejor
modelo por cada técnica, este debia poseer la significacion estadistica mas alta con
la menor cantidad de variables posible pues cuando las explicaciones multiples estan

disponibles para un fendémeno, se prefiere la version mas simple) (68, 69).

Se calcularon los parametros estadisticos mas utilizados en la literatura médico-
estadistica: la exactitud(Q),el coeficiente de correlacion de Matthews(C),la

sensibilidad(Sens),la especificidad(Espec) y la razén de falsos positivos (FPr)

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



FP.= 100*FP/ (FP+VN)

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

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

C= 100 * (VP *VN—FP * FN) / \ (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.

Para demostrar el poder predictivo de los modelos se desarrollaron procedimientos de
validacion externa, empleandose la serie de prediccion obtenida mediante el analisis
de conglomerados descrito en el epigrafe anterior (para compuestos evaluados en
promastigotes). En cada caso se determinaron los parametros estadisticos antes
mencionados los cuales nos permitieron promover la aceptacion de estos modelos
QSAR a favor de los 6rganos regulatorios (70) También fue empleada una serie de
validacion externa que incluyd un grupo de 48 compuestos (20 activos y 28 inactivos)
seleccionados al azar a partir de nuestra base de datos primaria de la cual constituyen
el 15%, los cuales nunca fueron empleados en el desarrollo de los modelos y
cumplian los requerimientos de nuestro trabajo, por lo que permitirian validar el

desemperio de los modelos obtenidos para promastigotes de L. major.

Otra forma de evaluar el desempefio de un clasificador se basa en las curvas ROC
(acronimo de Receiver Operating Characteristic). Una curva ROC es un grafico con la
Razon de Falsos Positivos (1 —Spec) en el eje X y la Razon de Verdaderos Positivos
(Tprazén = Sens) en el eje Y mediante la variacion del umbral de decision. Se utilizo
el area bajo la curva ROC (AURC, por sus siglas en inglés) como otro indicador de la
calidad de los modelos. Mientras mas cercano a uno es el valor del area, el

comportamiento del clasificador estaria mas cercano al clasificador perfecto.

2.6 Cribado virtual

DrugBank es una base de datos disponible en la Universidad de Alberta que engloba
en una fuente Unica informacion bioinformatica y quimioinforméatica ademas de
proporcionar datos sobre farmacos (71). Se ha utilizado ampliamente con el objetivo

de facilitar el descubrimiento in silico y el disefio de compuestos, prediccion del



metabolismo de los farmacos y sus interacciones, asi como para la educacién
farmacéutica en general. En su versién de 2008 contiene cerca de 4800 entradas,
incluyendo mas de 1480 pequefias moléculas y 128 farmacos bidticos, todos
aprobados por la FDA (Food and DrugAdministration por sus siglas en inglés), mas de
3.200 farmacos experimentales y adicionalmente cerca de 2.500 secuencias de
proteinas (50). Cada tarjeta de farmaco (DrugCard) contiene mas de 100 campos de
datos, la mitad de ellos en relacion con la estructura quimica y la otra con la diana
terapéutica. Los usuarios pueden realizar consultas de distintas formas. Esta
amparada por David Wishart y Craig Knox (72). Esta base de datos internacional fue
cribada por los modelos obtenidos para identificar compuestos potencialmente activos

contra promastigotes de L. major.

En este trabajo fueron empleados ademas para el cribado 512compuestos,la mayoria
de ellos de nueva sintesis obtenidos en laboratorios de Quimica Organica de las
Universidades de Rostock [415], Alemania, el Conservatorio Nacional de Artes y
Oficios (CNAM) de Paris, Francia [69], el Departamento de Bioquimica de la Facultad
de Medicina en la Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay[8] y compuestos
aislados a partir de la planta Boldoa purpurascens Cav [20].en colaboracién de la
Universidad Central de Las Villas y el Departamento de Quimica de la Universidad

Catolica de Leuven, Bélgica.

Sistema multiclasificador ensamblado basado en modelos QSAR.

El principio de parsimonia (Occam’s Razor) fue tomado siempre en cuenta para la
seleccion del modelo, teniendo presente que cuando se disponen de mdultiples
soluciones para un fendmeno, se prefiere la version mas simple (68). Aunque cada
modelo capta por separado una gran fraccion de la informacidén quimica contenida en
la base de datos a través de los DMs que usa, esta fraccidon de informacion necesita
complementariedad del resto de los modelos para su completitud. Por ello se utilizé
un clasificador ensamblado a partir de todos los modelos QSAR considerados. En el
presente trabajo ademas de las técnicas individuales, se utilizO un sistema
ensamblado o multiclasificador con el fin de mejorar los resultados de los modelos
obtenidos (73, 74)puesto que a partir de la combinacién adecuada de varios
clasificadores tienen una tendencia general a mejorar los resultados (75, 76).

Generalmente, se empled el voto mayoritario simple. En esta técnica cada clasificador



tiene un voto que tiene igual valor. En esencia, la clasificacion mas popular es la que
resulta elegida por el conjunto como decision final. La variante més bésica es el voto

de la pluralidad, donde la clase con la mayoria de los votos gana (77, 78).

Tras el cribado se procedid a la identificacion, andlisis y reporte de todas las
estructuras identificadas como potencialmente activas contra promastigotes de
Leishmania major, los cuales podran ser empleados en futuras investigaciones
relacionadas con el descubrimiento de nuevos compuestos para el tratamiento de las

leishmaniasis causadas por esta especie.






RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados de la generacion de los modelos a partir
de la construccion de una nueva base de datos, el célculo de DMs vy la identificacion
de nuevos compuestos potencialmente activos contra promastigotes de L. major
mediante el cribado virtual de una base de datos internacional y compuestos de

sintesis.

3.1 Gesti6én de la data.

De un total de 341 compuestos obtenidos a partir de bioensayos del PubChem
probados contra las dos formas del parasito, se seleccionaron 336 para construir la
base de datos final de compuestos contra promastigotes de L. major. El hecho de que
todos hayan sido probados experimentalmente a través de ensayos en los que se
emplearon procedimientos muy similares posibilita la obtencion de una mayor
veracidad en los resultados evitando la futura clasificacion “errébnea” de compuestos.
Atendiendo al parametro (ICso) empleado para clasificar a los compuestos, la base de
datos final incluyé 132 compuestos activos y 204 inactivos, teniendo en cuenta los
diferentes modos de accion y diversos patrones estructurales. La data posee un alto
grado de variabilidad estructural (Anexo 2) compuestas por familias estructurales
fusionadas que incluye a derivados del naftaleno, furanos, piridina fosfatos, fenoles,
cicloalcanos, posee grupos esteroidales, derivados del acido salicilico, diamidinas
aromaticas, arilquinuclidinas, pirimidinas sustituidas, sistemas heterociclicos y ciclicos

tanto saturados como insaturados entre otros.

Parametrizacion de la estructura quimica. Estrategias computacionales. Andlisis
estadistico de los datos.

Las estructuras incluidas en la base de datos (336 en total) luego de curadas y
estandarizadas se llevaron al software DRAGON donde se calcularon las diferentes
familias de descriptores moleculares de 0-2D obteniéndose 2489 variables, quedando
al final 1151luego de proceder a eliminar aquellas con un coeficiente de correlacion
mayor a 0.9. 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.



La calidad de los métodos QSAR dependen de forma critica de la seleccion de los
compuestos que son utilizados como serie de entrenamiento (SE) para construir los
modelos de clasificacion para lo cual el aspecto mas importante es garantizar la
adecuada diversidad estructural de la data; lo cual permite abarcar, en la medida de
las posibilidades, la mayor amplitud del espacio experimental. Se realiz6 analisis de
conglomerados (AC) implementado en el paquete de procesamiento STATISTICA 8.0,
como via de evaluacion de la distribucion y diversidad estructural existente dentro de
los grupos de observaciones activas e inactivas respectivamente. Los compuestos
activos e inactivos se dividieron a su vez en diferentes subconjuntos mediante dos
analisis de conglomerados del tipo k-MCA (siglas en inglés de Analisis de
Conglomerados de k-Medias, también llamado andlisis de agrupaciones o analisis de
conglomerados). El procedimiento empleado se reflejla en la figura 9. Fueron
eliminados de la base de datos nueve estructuras quimicas muy diferentes a las
demas y que quedaban aisladas de manera independiente formando clisteres de un
solo compuesto, siendo identificados como outliers. De este modo qued6 asegurada
la representatividad de los 327 elementos restantes del mismo dominio en los
subconjuntos obtenidos en cada caso. De cada conglomerado se seleccionaron, de
forma aleatoria, los compuestos para la conformacién de la serie de entrenamiento,
de prediccion y la validacion externa quedando 211, 68 y 48 respectivamente, figura
9.

Tras la seleccion de atributos en WEKA con el empleo de varios evaluadores, filtros y
métodos de busqueda especificos para cada técnica de clasificacion, a partir de 1151
descriptores del Dragdn, se realizé una reduccion de variables hasta obtener aquellas
mas adecuadas logrando alcanzar seis para IBK y J48, siete para MLP y ocho para
SVM, estas se emplearon en la elaboracion de los ficheros utilizados en el WEKA

para la conformacién de los cuatro modelos de clasificacion finales.
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Figura 17. Algoritmo general utilizado para disefiar serie entrenamiento, de prediccién
y la serie externa empleando k -MCA.

Los algoritmos y parametros estadisticos correspondientes a los modelos obtenidos

para la base de datos de promastigotes se describen a continuacion:
Técnica de k vecinos mas cercanos (IBk)

El modelo IBk obtenido utilizé el siguiente algoritmo de clasificacion para WEKA:
[WEKA.classifiers.lazy.IBk-K3-W0-AWEKA.core. neighboursearch. LinearNNSearch-
A"WEKA.core.EuclideanDistance-R first-last” -t IBk_ training.arff -T IBk_Test. arff -0]
para 6 variables, que incluyeron: dos descriptores topolégicos derivados de la matriz
del eje de adyacencia que codifican la conectividad entre los ejes de grafos (EEig01x
y EEig01d), dos descriptores que se basan en el conteo de grupos funcionales
guimicos e incluyen anCconj que describe el nimero de carbonos sp2 conjugados no
aromaticos y nPyrazines el cual corresponde al nimero de pirazinas, asi como un
descriptor de atomos basados en fragmentosO-057que describe el nimero de grupos
hidroxilosendlicos, fendlicos y carboxilicos y B04[O-O] descriptor de huellas binarias
2D que mide la presencia o ausencia de enlaces O-O a la distancia de cuatro
carbonos. Donde k (clasificador k-vecinos mas cercanos) selecciona el valor
apropiado de vecinos basado en la validacion cruzada y W (window Size o en espafiol
tamafo de ventana) obtiene el nimero maximo de instancias permitidas en la serie de
entrenamiento, un valor de 0 significa que no hay limite para el nUmero de instancias
de formacién, la adicion de nuevos casos por encima de este valor se traducira en
casos viejos siendo removidos. El modelo clasifico correctamente un 92.42%de las
instancias para la serie de entrenamiento y un 88.24% para la serie de prediccion. En

la tabla | se observan los valores obtenidos con respecto a la sensibilidad,



especificidad, coeficiente de correlacion de Matthews, relacion de falsos positivos y
exactitud para las SE y SP, resultan significativos los valores de exactitud y
sensibilidad obtenidos para la SE (92.42% y93.90%). En la figura 18 y 19 se
presentan los valores de Area Bajo la Curva (ABC) para las SE y SP, puede
observarse que en todos los casos su valor es muy proximo a uno, lo cual es

indicativo del alto valor predictivo de este modelo.

Tabla I: Parametros estadisticos obtenidos en el modelo IBk (Clasificador k- vecino
Mas cercano).

0.84

Prediccion 0.75 88.24 85.19 85.19 9.76

Q (%) Sensibilidad(%) Especificidad (%) FP, (%)

92.42

Leyenda: Q exactitud, C coeficiente de correlacion de Matthews, FPr Razén de falsos positivos.
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Figura 18.Curvas ROC para compuestos activos(a) e inactivos(b) de la SE para el
modelo IBK
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Figura 19.Curvas ROC para compuestos activos(A) e inactivos(B) de la SP para el
modelo IBK
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En 2015 y 2017 Flores y colaboradores (79, 80)obtuvieron modelos con la técnica

IBK para promatigotes de Leishmania amazonensis y amastigotes de L. infantum



respectivamente en los que emplearon el algoritmo de clasificacion para Weka:
[weka.classifiers.lazy.IBk-K3-WO0-weka.core.neighboursearch. LinearNNSearch—
"weka.core.ManhattanDistance-Rfirst-last” -t IBK_training.arff -T IBK_Test.arff -0] para
7 y 6variables, similar al empleado por nosotros a diferencia de la distancia que en
nuestro caso fue la Euclideana. Los resultados de exactitud para SE (92.42%) vy
SP(88.24%) fueron superiores en nuestro modelo (L. amazonensis SE (89.53%), SP
(83.33%) y L. infantum SE (88.01%), SP (85.05%). Los valores de falsos positivos de
este trabajo SE (8.53%), SP (9.76%) son inferiores a los obtenidos por estos

investigadores.
Técnica de arboles de clasificacion (J48)

El modelo de clasificacion de arbol (J48) para promastigotes presento 6 variables: las
cuales coinciden con las empleadas para la obtencion del modelo IBK comentado
anteriormente e incluyen dos descriptores topolégicos derivados de la matriz del eje
de adyacencia (EEig01x y EEig01d), dos descriptores que se basan en el conteo de
grupos funcionales quimicos (nCconj y nPyrazines), un descriptor de atomos basados
en fragmentosO-057 y un descriptor de huellas binarias 2D B04[O-O], asi como el
siguiente esquema algoritmico:[WEKA.classifiers.trees.J48 -C 0.18 -M 2 -t
J48_training.arff -T J48_Test.arff -0] teniendo que C es 0.18 (confidenceFactor: factor
de confianza utilizado para la poda) donde valores menores incurren en un
incremento de la poda, M es dos (miNNumObj: nidmero minimo de instancias por
hoja)(Figura 22). Esta técnica mostré un 94.79% (SE) y 88.24% SP de compuestos
correctamente clasificados. Resultan significativos los valores de sensibilidad
(92.68%), especificidad (93.83%) y falsos positivos (3.88%)alcanzados en la SE asi
como de sensibilidad para la SP (88.00%), los cuales son muestra de la robustez de
nuestro modelo. Tabla Il. En la figura 20 y 21 se muestran los valores de Area Bajo la
Curva (ABC) ROC, (ABC=0.9775).



Tabla Il: Parametros estadisticos para el modelo J48 (Arbol de clasificacion)

SaEnEmnEaie 0.89 94.79

Prediccion

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

 Plok {Arsa cndee ROC = D.9775)
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Figura 20.Curvas ROC para compuestos activos (A) e inactivos (B) de la SE para el

modelo IBK.
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Figura 21.Curvas ROC para compuestos activos (A) e inactivos (B) de la SP para el

modelo IBK
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En reportes anteriores consultados en la literatura (79, 80)los algoritmos utilizados en
esta técnica para la obtencion de modelos en amastigotes de L. infantum vy

promastigotes de L. amazonensis emplean como factor de confianza C 0.09 y 0.24y



como numero minimo de instancias M 5 y 3; la técnica utilizada para L. major tuvo
valores de C=0.18 y M=2, incluyendo 7 y 8 variables respectivamente en nuestro
caso se emplearon solo 6 variables. La exactitud obtenida en nuestro modelo es

superior asi como son inferiores los valores de falsos positivos.
Técnica de red neuronal MLP

La red neuronal artificial MLP (Multi-Layer Perceptron por sus siglas en inglés o
perceptrén multicapas) utilizé 7 variables: MAXDN un descriptor topologico que mide
la maxima variacion negativa electrotopoldgica, X4Av el indice de conectividad de
valencia promedio chi4, SIC2 que calcula el contenido de informacion estructural de
acuerdo a la simetria de vecindario de orden 2, BELmM3 que evalla el valor propio mas
bajo n. 3 de matriz de Barden / ponderado por masas atdbmicas, un descriptor nR=Cs
qgque realiza el conteo de grupos funcionales como carbonos secundarios
alifaticos(sp2), nPyrazines el cual corresponde al nuimero de pirazinas,BO4[N-N]
descriptor de huellas binarias 2D que mide la presencia o ausencia de enlaces N-N a
la distancia de cuatro carbonos y su esquema algoritmico
fue:[WEKA.classifiers.functions.MultilayerPerceptron-L 0.3 -M 0.2 -N 500 -V 0 -S 0 -E
20 -H 7 -t MLP_training.arff -T MLP_Test.arff -0] siendo L (earning Rateo intervalo de
incremento) que constituye la suma actualizada de los pesos, H (hidden Layers o
capas ocultas), define las capas ocultas de la red neuronal. Los valores de ABC ROC
para los compuestos activos e inactivos de la SE y SP se muestran en las figuras 23 y
24 resultando superiores para la SE. Los parametros estadisticos que mas resaltan
son los altos valores de exactitud y especificidad para la SEy SP asi como los bajos

valores de falsos positivos. Tabla IlI.

Tabla lll.Parametros estadisticos obtenidos para modelo MLP (Perceptron
Multicapas).

0.82

Predicciéon 0.72 86.76 74.07 90.91 4.88

Q(%) Sensibilidad (%) Especificidad(%) FP.(%)

91.47

Leyenda: Q exactitud, C coeficiente de correlacion de Matthews; FPr Razén de falsos positivos.
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Figura 23.Curvas ROC para compuestos activos (A) e inactivos (A) de la SE para el
modelo IBK.
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Figura 24.Curvas ROC para compuestos activos (A) e inactivos (B) de la SP para el
modelo IBK.

Al comparar con modelos similares encontrados en la literatura pudimos observar que
en el esquema algoritmico utilizado para la técnica de red neuronal MLP obtenida
para promastigotes de L. amazonensis y amastigotes de L. infantum se empled un
intervalo de incremento de 0.9 y 1, con valores de M iguales a 0.4 y 0.8
respectivamente y un numero de capas ocultas de 20 y 13.(79, 80)Los valores de
exactitud son similares en todos los modelos mientras que la especificidad en
Leishmania amazonensis para la SE resulté ser superior a las obtenidas en el resto

de los modelos.
Técnica de maquina vectorial de soporte

El modelo final para la técnica maquina vectorial de soporte (SMO) estuvo
conformado por 8 variables: T(N..N) que representa la distancia topoldgica entre N...N
, tres descriptores que cuentan los grupos funcionales (nRNHR el nUmero de aminas
secundarias alifaticas, nArOH el niumero de hidroxilos aroméaticos y nPyrazines el

namero de pirazinas), dos descriptores de huellas binarias 2D que miden la presencia



0 ausencia de enlaces O-O y O-Br a la distancia de cuatro y ocho carbonos
respectivamente (B04[O-O], BO08[O-Br]), asi como dos descriptores de huellas
frecuenciales 2D que calculan la frecuencia de enlaceF04[O-0O]O-O y FO9[N-N]N-Na
la distancia de cuatro y nueve carbonos respectivamente. Se utiliz6 como esquema
[WEKA.classifiers.functions.SMO-C10.0-L0.001-P1.0E-12-NO-V-1-W1-
250007-G 1.0 -t
SVM _training.arff-T SVM_Test.arff-0] en la cual C es complejidad, numFolds(-1) (o

algoritmico:

K.WEKA .classifiers.functions.supportVector.RBFKernel-C

incremento numérico) nos indica el namero de pliegues de validacién cruzada
utilizados para generar datos de entrenamiento para modelos logisticos y G es el
valor gamma. La serie de entrenamiento reporté un 87.68% de instancias clasificadas
correctamente como activas e inactivas con respecto al total y la serie de prediccion o
un 82.35%. El resto de los parametros estadisticos quedaron plasmados en la tabla
IV. Cabe resaltar que dentro de los parametros estadisticos obtenidos el mas
significativo fue el de la exactitud para la SE (87,68%). En la figura 25 y 26 (79, 80) se
presentan los valores de Area Bajo la Curva (ABC) ROC para los compuestos activos
e inactivos de las SE y SP.

Tabla IV. Parametros estadisticos para el modelo maquina vectorial de soporte.

Q (%)

0'74 87.68

Sensibilidad (%) Especificidad(%) FP. (%)

Prediccién 0.63

82.35 66.67 85.71 7.32

Leyenda: Q exactitud, C coeficiente de correlacion de Matthews; FPr Razén de falsos positivos.
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Figura 26.Curvas ROC para compuestos activos(a) e inactivos(b) de la SP para el
modelo IBK.

Los estudios realizados anteriormente con L. amazonenesis y L. infantum varian en
complejidad con valores de 90.0 y 50.0, y en el valor gamma siendo estos de 0.9y 3.9
respectivamente. El modelo para L. major presenta un 87.68% de exactitud en la SE,
elevado en comparacion con este parametro estadistico para la SE (81,47%) de L.
infantum en un 6% Yy menor en un 4% respecto al alcanzado para L. amazonensis en
la SE.

En la figura 27 se muestran los porcentajes de clasificacion para las series de
entrenamiento y validacion cruzada en los modelos finales obtenidos en este trabajo,
resultando superiores los del modelo IBK seguidos por la técnica J48.Teniendo en
cuenta los cuatro modelos finales obtenidos, el valor mas significativo de exactitud
pertenece a la técnica del arbol con un 94.79% de compuestos correctamente
clasificados para la SE, en el caso de la sensibilidad su valor mas elevado fue de
93.90% de la SE correspondiente a la técnica del vecino mas cercano, los mejores
resultados de especificidad corresponden a los modelos del arbol SE (93.83%), SP
(88.0) y MLP SE (91.03%), SP (90.91%) y los falsos positivos alcanzaron para la

técnica del arbol solo un 3.88%(SE).
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Figura 27. Porcentajes de clasificacion para las series de entrenamiento y serie de
validacion cruzada en los modelos finales obtenidos.

Validacion de los modelos

Tras efectuar la validacion de los cuatro modelos derivados de las diferentes técnicas
por dos métodos diferentes (empleando una serie externa y validacion cruzada) se
obtuvieron resultados que avalan la robustez y capacidad predictiva de cada uno de

ellos, los cuales se muestran a continuacion (tabla V)

Los valores de exactitud para las series de prediccion externa y la validacion cruzada
oscilan entre el 91 y el 81 % en todos los casos, la sensibilidad es también elevada
logrando alcanzar un 100% para la serie de validacion externa con la técnica IBKk,
resultando los valores de falsos positivos mas bajos para el arbol J48 asi como

también mas altos los pardmetros de especificidad.



Tabla V. Parametros estadisticos obtenidos para el modelo en la SPE y la VC

Prediccion Externa 0.84 91.67 100.00 82.61 13.79

Validacion cruzada 0.74 87.20 90.24 79.57 14.73

Prediccién Externa 0.70 85.42 84.21 80.00 13.79

Validacién cruzada 0.74 87.68 82.93 85.00 9.30

Prediccién Externa 0.60 81.25 73.68 77.78 13.79

Validacién cruzada 0.68 84.36 85.37 76.92 16.28

Prediccién Externa 0.60 81.25 68.42 81.25 10.34

Validacion cruzada 0.68 84.36 84.15 77.53 15.50

3.2 Cribado de Base de datos y ensamblado.

En este trabajo fueron empleados para el cribado virtual un total de 5174 compuestos,
de los cuales 4662 pertenecen al DrugBank, 492 son compuestos de sintesis y 20 son
aislados a partir de la planta Boldoa purpurascens Cav. A continuacién exponemos
los resultados obtenidos los cuales permitieron la identificacién de nuevas entidades
guimicas con potencial actividad contra promastigotes de L. major con una amplia

variedad estructural por cada uno de los cuatros modelos (IBK, J48, MLP, SVM). En la



figura 28 se representa el total de compuestos identificados como activos e inactivos
por cada técnica luego del cribado de la base de datos DrugBank y en la figura 29 los
resultados del cribado del resto de los compuestos. Fueron identificados como
potencialmente antileishmaniasicos una gran cantidad de entidades quimicas con

diferentes esqueletos estructurales, ver anexo 1.
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Figura 28. Resultados del cribado de la base de datos DrugBank para los cinco
modelos.
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Figura 29. Resultados del cribado los compuestos de sintesis y de origen natural.

Con el objetivo de lograr reducir ain mas el nimero de compuestos identificados
como potencialmente activos se procedié a realizar un ensamblado de voto, teniendo
en cuenta el resultado del cribado obtenido por cada técnica y otorgando igual peso a
cada uno de los modelos, de esta forma aquellos compuestos identificados como

activos por todas las técnicas fueron seleccionados (165). De esta forma se



analizaron los posibles ensamblados a partir de los modelos obtenidos por las cuatro
técnicas de inteligencia artificial, resultando mejor aquel que incluia los resultados de
los cuatro modelos en conjunto, es decir, serian identificados como potencialmente
activos aquellos compuestos predichos por la totalidad de los modelos. En la figura 30
puede observarse el nimero de compuestos predichos como activos por dichos
modelos luego del cribado del DrugBank y el resto de los compuestos.

DrugBank Compuestos de sintesis y origen natural
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Figura 30. Numero de compuestos considerados activos por los diferentes modelos.

Ensamblado empleando voto mayoritario simple.

Como puede observarse en la figura anterior se logra reducir el numero de
compuestos predichos como activos a medida que se incrementa el niumero de
modelos que los predicen como tales, pues cada modelo capta por separado una gran
fraccion de la informacién quimica incluida en la base de datos a través de los DMs
gue usa pero con la complicidad del resto de los modelos se logra obtener una gran
congruencia y mejora del resultado final, siendo la categorizacion mas notoria la que
resulta elegida por el conjunto de todos los modelos como decision final. Los
compuestos identificados de esta forma como potencialmente activos incluyeron De
ellos 159 de la base de datos DrugBank, 14 nuevos compuestos de sintesis y 14
compuestos de origen natural. Su identificacion constituye un paso crucial en la
investigacion de estructuras antileishmaniasicas, lo cual podra corroborarse en
préximos estudios de manera experimental. El protocolo mas popular es el voto de la

pluralidad, donde la clase con la generalidad de los votos es la escogida.



CONCLUSIONES

. La base de datos obtenida incluyd 336 compuestos evaluados
experimentalmente contra la forma promastigote del parasito Leishmania major
con una amplia variabilidad estructural.

. Los cuatro modelos QSAR desarrollados con técnicas de inteligencia artificial
(IBk, J48 1, J48 2, MLP y SMO) alcanzaron buenos porcentajes de
clasificacion, sensibilidad y especificidad tanto para las series de entrenamiento
como las de prediccion.

. La validacién externa e interna de los modelos obtenidos para promastigotes
demostré su alto grado de predictibilidad, robustez y reproducibilidad.

. Los modelos obtenidos y el método de ensamblado empleado permitieron la
identificacion de 187 nuevos compuestos con potencial actividad contra
Leishmania major a través del cribado virtual de una base de datos

internacional DrugBank, compuestos de sintesis y de origen natural.



RECOMENDACIONES

. Evaluar experimentalmente los compuestos identificados como potencialmente
activos para corroborar su actividad.
. Obtener nuevos modelos de clasificacién para la forma amastigote del parasito

L. major.



ANEXO1

Representacion de los compuestos identificados como potencialmente activos
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