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Lo que nosotros tenemos que practicar hoy, es la solidaridad.
No debemos acercarnos al pueblo a decir: Aqui estamos.
Venimos a darte la caridad de nuestra presencia, a ensefiarte
con nuestra presencid, a ensefiarte con nuestra ciencida, a
demostrarte tus errores, tu incultura, tu falta de
conocimientos  elementales.  Debemos ir con afdn
investigativo, y con espiritu humilde, a aprender en la gran
fuente de sabiduria que es el pueblo’.

Ernesto Guevara (Che).
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Resumen

En este trabajo se desarrollan una serie de modelos de relaciones cuantitativas
estructura-actividad (QSAR) para la modelacion de la actividad antiinflamatoria
gue permitan realizar procesos de cribado virtual. Con este objetivo fue
colectada de la literatura internacional una base de datos de 587 compuestos
con actividad antiinflamatoria. Fueron empleados como descriptores moleculares
los indices lineales de atomo implementados en el software TOMOCOMD-
CARDD. Para identificar los descriptores que permitan la separacién de la data
en dos clases (compuestos antiinflamatorios y sin actividad antiinflamatoria) el
andlisis de pasos hacia delante fue usado como método de seleccion de
variables y entonces los modelos fueron desarrollados usando el Analisis
Discriminante Lineal como técnica estadistica de clasificacion. Para acceder al
poder predictivo de los modelos, se realizé una validacion con una serie de
prediccién externa. Los resultados de los analisis indican que los descriptores
TOMOCOMD-CARDD totales y locales (heteroatomos e H-unidos a
heteroatomos), proporcionan una excelente separacion de la data (> 86%) en la
serie de entrenamiento y en la serie de prediccién. Finalmente, todos los
modelos se utilizaron para estimar in-silico la actividad de compuestos con otros
usos farmacolégicos y nuevas entidades moleculares. Varios farmacos utilizados
en la terapéutica actual y nuevos cabezas de serie fueron identificados como
posibles antiinflamatorios pero se necesita de una posterior corroboracion
experimental. De forma general podemos concluir que el método TOMOCOMD-
CARDD permite el desarrollo de modelos QSAR Uutiles en el descubrimiento

biosilico de nuevos farmacos con actividad antiinflamatoria.







Indice.

Indice.

Introduccion

Capitulo I: Revision Bibliogréfica
1.1. Inflamacion. Consideraciones generales.....................
1.2. Farmacos Antiinflamatorios.. ..

1.2.1. Farmacos Antiinflamatorios ester0|deos .....................
1.2.1.1. Mecanismo de acCiOnN..........coooviiiiiiiiiiiie e e
1.2.1.2. EfECtOS tOXICOS ..t iui ittt it e et e e e e e v ae s
1.2.1.3. USOS terap@ULICOS .. ciuuieiie it et e e e

1.2.2. Farmacos Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)........
1.2.2.1. Origenes NiStOriCOS . ...ccuiuieiii et e e
1.2.2.2. MecCanismo d€ aCCION......ccuuieiie et iiiee e e e e ie e e
1.2.2.3. Clasificacion.. .

1.2.2.3.1. Atendiendo asu Estructura qmmlca
1.2.2.3.2. Desde el punto devistacliniCo.............ccooviiviiiinnenn .
1.2.2.4. Principales AINES.......cccoiiiiii i e e
1.2.24.1. SaliCHatoS....eee e
1.2.2.4.2. Pirazolonas y analogoS......cccoeviiiiiiiiiiiie et ciiienaas
1.2.2.4.3. Derivados indolacétiCoS........cccoevviiiiiii i e
1.2.2.4.4. Derivados arilaCetiCOS........ccvuviiiiiiiiiie e i e,
1.2.2.4.5. Derivados arilpropioniCOS.......coveiriiiie i ieeaeeen,
1.2.2.4.6. OXicamas y analOg0S.......cuuuiuieiuiieii e aeie e e
1.2.2.4.7. FENAMAIOS ...ttt et et e et e et e e e e e e
1.2.2.5. Otras acciones farmacologicas de los AINEs...............
1.2.2.5.1. ACCION @nalg@SiCa......ccviiviieiie it e e e
1.2.2.5.2. AcCCIiON antitermicCa........c.oviiiiie i e e
1.2.2.5.3. Accion antiagregante plaguetaria..............cocoeveeeineennnn.
1.2.2.6. Efectos secundarios delos AINES. .......c.ccooiiiiiiiiinnennnn.
1.2.2.6.1. Gastrointestinal. .........cccoviiiiiii
1.2.2.6.2. Renal..
1.2.2.6.3. Reacuones alerglcas
1.2.2.6.4. Hematoldgicos... .
1.2.2.6.5. Inhibicion de la motllldad uterlna .................................
1.2.2.6.6. Otros efectos adversoS.......c.ccovviiiiiiiiie i e

Carlos A. Cisneros Matos: Identificacion de nuevos compuestos antiinflamatorios.

© © © N N o oo o O -

N NN NRRERRRRRRRRRRRRRR R R
O O OO © W W W~NOOO O OO Ul UM DMNWOWNINO O



Indice.

Continuacion
1.2.2.7. Métodos tradicionales para la evaluacion de
la actividad antiinflamatoria ..........coveeeieiiiiii .

1.2.2.7.1. TECNICAS gENEIraleS.....cocuuiiiiie it
1.2.2.7.1.1. Modelos de inflamacion aguda. ...............ccooeeiiiii i,
1.2.2.7.1.2. Modelo de inflamacién subcronica o crénica. ................
1.2.2.7.2. Técnicas especificas. .......cooviiiiiiiiii i e,
1.2.2.7.2.1. Bolsadeaire en ratas. .......c.cooeveiiiiiiieiie i ienneen
1.2.2.7.2.2. Peritonitis inducida por carragenina. .............cceeeveeennnn.
1.2.2.7.2.3. Actividad ciclo — oxigenasa. .....................

1.2.2.7.2.4. Permeabilidad capilar incrementada por histamina. .......
1.2.2.7.2.5. Método Embriones de peces cebra................cceeiinenen.
1.2.2.8. Usos terapéuticos.Tratamiento del dolor........................

Capitulo II: Aspectos computacionales y quimiometricos....................

2.1. Método computacional y analisis quimiométrico
e 10S dALOS..uuuuiiiiiii i
2.1.1. Generalidades. . ...
2.1.2. Método computacional.......ccccoccuuvieeiieiiiiiiiiieee e
2.1.2.1. Descriptores TOMOCOMD-CARDD Basados
en relaciones entre NUcleos AtOMICOS.........cccccvvvvvvieeennen.

2.1.2.1.1. Informacién Quimicay Vector Molecular

Dasado €N AtOMOS.......ccviveeeeece et

2.1.2.1.2. “Background” sobre las Matrices de Densidad

Electronica Grafo-Tedricas No Estocasticas y

ESTOCASHICAS. ..ottt
2.1.2.1.3. Definicion de los indices Lineales basados.........................

2.1.3. Analisis quimiomeétrico de 10S datoS.......cccvveveeiiiiiiiiieeennnnns
2.1.3.1. Analisis Discriminante Lineal (ADL) para la

prediccion de la actividad..........cccceeeiiiiiiiiiie e,

2.1.3.2. Estimacién de los Coeficientes........cccccceevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeenn,

2.1.3.3. Matrizde ClasificaCion..........cccevvveiiiiiiiiiiiiie e,

2.1.3.4. Significacién de la Funcion Discriminante (FD)..................

2.1.3.5. Criterios de Seleccién de Variables...........cccooeveeeiiiiiienneeeen.
2.1.3.5.1. Seleccién del Namero Optimo de Predictores.

Principio delaParsimonia........cccccccceeiiiiiiiiieeeeesiceieeeeininins
2.1.3.5.2. TOIEraNnCia......ccccvviiieeeeiiie et
2.1.3.5. Multicolinealidad entre variables, redundancia de la

Informacion y correlaciones lineales...........ccccccevviiiiinnnennn

2.1.3.7. Validacién Estadistica de los Modelos QSAR....................
2.1.3.7.1. Divisién de la Data Original en Serie de Entrenamiento....

Carlos A. Cisneros Matos: Identificacion de nuevos compuestos antiinflamatorios.

21
21
21
22
22
22
22
23
23
23
24

25

25
25
27

28

28

28
30
33

33
33
34
34
35

36
36

37
37
38



Indice.

Continuacion
Capitulo Ill: Materiales y Métodos

3.1. Base de datos de los compuestos usados
en la obtencion de los Modelos ADL-QSAR........ccccceeees
3.2. Método Computacional. TOMOCOMD-CARDD software....
3.3. Desarrollo de las Funciones Discriminantes (FD)
USANAO ADL..coiiiiiiiiiiiee e
Capitulo IV: Resultado Yy diSCUCION.........uuviiiiiiiiiiiie e
4.1. Disefo delabase de datoS........cccoeeeeiieiiiiiiiiiiceeiie e
4.2. Desarrollo y Validacion de las Funciones
DISCIHMINANTES.....uiiiiiiieiecc e
4.3. Segunda Serie de Predicion Externa. Simulacion de
Screening’ Virtual e Identificacion de Nuevas
Entidades Moleculares Como Farmacos
Antiinflamatorio: Ensayos IN-SiliCO............uuuiviiiiiiiiiinnennnn.
Conclusiones

Recomendaciones

Referencias bibliograficas.

Carlos A. Cisneros Matos: Identificacion de nuevos compuestos antiinflamatorios.

39

39
41

44
46
46

49

56

58

59

60



ntroduccion



Introduccion

Introduccién

La inflamacion es una reaccion defensiva perfectamente fisiolégica y su
importancia para el organismo es trascendental. Su sentido biolégico consiste en
intentar aislar un agente externo o interno que esta produciendo una agresion
histica, para después tratar de destruirlo. En algunos casos suele tornarse
complicado y pueden provocarse mas dafios de los que se pretendian evitar,
debido a la falta de auto control del proceso, que provoca una cadena de
eventos que escapan al control metabdlico del tejido (1).

Hoy en dia contamos con un buen arsenal de farmacos utilizados para tratar
la inflamacién, estos se encuentran divididos en dos grupos, por un lado los
antiinflamatorios esteroides (glucocorticoides) y por el otro los antiinflamatorios
no esteroides (AINES).

Los glucocorticoides son antiinflamatorios inespecificos, responden frente a
cualquier causa de inflamacion sea fisica, quimica, biolégica e inmunoldgica.
Actian (como todas las hormonas esteroidales) en los distintos 6érganos
efectores mediante la incorporacion del esteroide al interior de la célula. En este
orden se conoce la existencia de 2 tipos de receptores intracelular, siendo el
numero 2 el mas especifico para los glucocorticoides. Es importante conocer el
uso de estos farmacos para lograr un buen efecto. Su toxicidad puede ser a
nivel local y sistémico. Un uso cronico puede provocar atrofia de piel y
alteraciones en el metabolismo, por el contrario el retiro de estos preparados
puede producir un cuadro de pseudotumor cerebral que se manifiesta con
edema de papila.

El grupo de los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) ofrece una gama
muy extensa de productos equiparables en eficacia y en incidencia de efectos
adversos, y con grandes diferencias en la respuesta individual incluso entre
miembros de una misma familia quimica. Los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) son un grupo heterogéneo de sustancias con capacidad
analgésica, antiinflamatoria y antipirética por su accion inhibiendo la

ciclooxigenasa (COX) en sus distintos isomeros COX-1, COX- 2 y COX- 3; y de
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esta forma la sintesis y liberacién de prostaglandinas, mediando en la patogenia
de la inflamacion, la fiebre y el dolor.

A pesar de la importante utilidad de los AINEs no se puede desdefar su
efecto negativo potencial como consecuencia de su uso frecuente y sus efectos
adversos, mayoritariamente debidos a la denominada gastroenteropatia inducida
por AINEs que puede tener una expresion clinica muy diversa, en la que se
incluyen desde sintomas dispépticos, hasta manifestaciones graves como la
hemorragia o la perforacion.

La obtencién de nuevos compuestos cabezas de serie (0 también conocidos
como compuestos lideres) utiles en el tratamiento de la inflamacion, constituye
una tarea de primer orden para la industria farmacéutica actual.
Tradicionalmente, el método que se emplea para la busqueda de nuevos
principios activos, es el basado en el sistema de “prueba y error” a través de
ensayos masivos de gran numero de sustancias quimicas, el mismo es cada vez
mas ineficiente, pues se hace necesario ensayar mas de 10.000 compuestos
para encontrar el deseado. La Boston Consulting Group (BCG) realiz6 un
estudio el cual involucr6 50 compafias e instituciones académicas; los
resultados obtenidos mostraron que el costo de desarrollo de un nuevo
medicamento desde la identificacion de su diana farmacologica, el
descubrimiento y optimizacibn de uno de los nuevos compuestos lideres, el
desarrollo de los ensayos clinicos requeridos y su uso autorizado en terapéutica
es como promedio de 880 millones de dodlares (USD) y se necesita también
como promedio un periodo de 15 afios de investigacion. Ademas, 7 de cada 10
medicamentos no recuperan su costo (2). Estas caracteristicas desfavorables
(inefectividad, alto costo y gran consumo de tiempo) hacen el método
‘tradicional’ de evaluacion al azar inaplicable para los paises en vias de
desarrollo e incluso para las grandes transnacionales farmaceéuticas.

Teniendo en cuenta que el paso limitante en el descubrimiento y desarrollo
de nuevos farmacos, es la identificacion y la optimizacion de nuevos compuestos
lideres de un modo efectivo (en el menor tiempo posible y a un costo razonable),

los métodos in silico vienen a ser la solucidén de ese problema, estas técnicas
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han tenido y tienen potencial para mejorar significativamente el descubrimiento y
posterior desarrollo de farmacos, por lo que el enfoque de disefio/descubrimiento
de farmacos asistido por computadoras ofrece una alternativa para el mundo
real de sintesis y evaluacion.

Este procedimiento engloba 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
namero de farmacos que estan ahora en el mercado. Este tipo de estudio se
basa en el uso de un mundo “virtual” de hipétesis, generadas por computadoras
y probadas en la practica. Este tipo de procedimiento ‘in silico’ evita las tareas
costosas para las actuales sintesis y bio-ensayos, que se hacen solamente
después de la exploracion de los conceptos iniciales con modelos QSAR.

El empleo de técnicas computacionales de disefio ‘racional’ constituye una
atil herramienta para abaratar los costos y disminuir el tiempo de investigacion
requerido para la obtencion de los objetivos propuestos. ElI sistema
computacional TOMOCOM-CARDD nos permite la descripcion de propiedades
fisicas, quimico-fisicas, quimicas y bioldgicas (toxicoldgicas, farmacocinéticas y

farmacologicas) asi como el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos.

Por todo lo anterior se plantea el siguiente problema cientifico:

Los métodos tradicionales de ‘prueba y error’ para la busqueda de nuevos
farmacos han demostrado ser costosos y de baja efectividad. Aunque se han
utilizado varios enfoques computacionales en la prediccion y el disefio de
farmacos antiinflamatorios no han sido probados aun los descriptores
TOMOCOMD-CARDD.

Por lo que se formula la siguiente hipotesis:

Si es posible a través del uso de modelos matematicos basados en el uso de
los descriptores TOMOCOMD-CARDD obtener funciones que relacionen

adecuadamente la estructura quimica con la actividad anti-inflamatoria se podra
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realizar la identificacion/seleccion de nuevos compuestos lideres a través del

tamizaje (cribado) virtual de grandes bases de datos.

Siendo el objetivo general de este trabajo:

Desarrollar modelos mateméaticos capaces de identificar/seleccionar nuevos
compuestos lideres con actividad antiinflamatoria utilizando los descriptores
TOMOCOMD-CARDD.

Objetivos especificos:

1. Recolectar una base de datos de la literatura de compuestos a los
gue se les ha reportado experimentalmente actividad antiinflamatoria para
acceder al andlisis y la modelacion confiable de la data.

2. Obtener modelos QSAR utilizando descriptores TOMOCOMD-
CARDD que permitan la descripcion de la actividad antiinflamatoria,

3. Aplicar los modelos obtenidos al “screening” virtual de compuestos
guimicos para evidenciar las potencialidades del método TOMOCOMD-
CARDD en el descubrimiento (seleccién/identificacion y/o disefio) de

nuevos compuestos lideres.

La novedad cientifica de este trabajo se fundamenta en la aplicacion por
vez primera y acorde con las ultimas tendencias mundiales, de un método “in
silico” (TOMOCOMD-CARDD) para la descripcion en términos estructurales de
la actividad antiinflamatoria. La utilizacién de esta metodologia conlleva a un
resultado final totalmente aplicable a la estrategia de trabajo de la unidad CAMD-
BIR en su inmediato devenir, siendo también de posible utilizacidon por otras
instituciones cientificas y académicas de nuestro pais cuyo principal objetivo
sea la racionalidad en la obtencion de nuevos potenciales candidatos a farmacos

con actividad antiinflamatoria.
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Revision bibliogrifica. Capitulo I

Capitulo I: Revision bibliogréfica.

1.1. Inflamacion. Consideraciones generales.

Los procesos inflamatorios se desarrollan como parte de los mecanismos de
defensa que tienen lugar en el organismo en respuesta a estimulos de diversa
naturaleza. Estos estimulos pueden abarcar desde lesiones provocadas por
traumatismos mecanicos, procesos isquémicos, efecto de agentes patégenos
como virus, parasitos o bacterias, interacciones antigeno-anticuerpo
desarrollados por la actividad de los diferentes componentes del sistema
inmunoldgico, hasta la accion de diversos productos quimicos. Solo en los
casos en que estos factores puedan ser eliminados por la activacion de los
sistemas de defensa del organismo, no se presentan visiblemente las
consecuencias patoldgicas del proceso inflamatorio (3). Pero si ellos se
encuentran en grandes cantidades, presentes en sitios inusuales, o son
capaces de modificar algunas de las funciones del sistema inmunolégico,
pueden ocurrir dafos tisulares como consecuencia de las reacciones inmunes
y esto a su vez facilitar el desarrollo de diferentes enfermedades inflamatorias
(4,5). La respuesta inflamatoria es coordinada por varias células como los
macrofagos, linfocitos, leucocitos polimorfo nucleares, mastocitos entre otras,
las cuales producen un gran numero de mediadores que juegan un role
importante en la fisiopatologia del proceso inflamatorio, como los metabolitos
del acido araquiddnico, las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, enzimas
hidroliticas, histamina, diversas citocinas, entre otros, que producidos en
exceso, son responsables de severos dafos tisulares (3). Los signos clasicos
que macroscopicamente evidencian la inflamacion son: calor (incremento de la
temperatura en la zona inflamada), rubor (enrojecimiento, eritema), tumor
(inflamacién, edema), dolor (hiperalgesia) y pérdida de la funcion tisular, que
son consecuencia de efectos inducidos por los mediadores en el influjo
sanguineo local, la permeabilidad vascular, la infiltracion de leucocitos y la

liberacién de agentes inductores de dolor (1).
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1.2. Farmacos Antiinflamatorios.

La inflamacion es tan antigua como el ser humano y causante de diversos
males, es por ello, que el hombre desde sus inicios se ha ocupado por aliviarla.
Esto conllevd al surgimiento de los farmacos antiinflamatorios, los que se
dividen en dos grandes grupos: Antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos
(AINEs).

1.2.1. Farmacos Antiinflamatorios esteroideos.

Los antiinflamatorios esteroideos estan representados por los glucocorticoides
(hormonas producidas por la glandula suprarrenal), los que ejercen una
poderosa accién antiinflamatoria, sea cual fuere la causa de la inflamacion
(infecciosa, quimica, fisica o inmunoldgica), pudiendo inhibir tanto las
manifestaciones inmediatas de la inflamacion (rubor, dolor, etc.) como tardias,
entendiendo por tales ciertos procesos de cicatrizacion y proliferacion celular.
Inhiben la dilatacion vascular, reducen la transudacion liquida y la formacién de
edema, disminuyen el exudado celular y reducen el depdsito de fibrina
alrededor del area inflamada. Para que esta accion se manifieste, son
necesarias dosis farmacolégicas, pero la respuesta es tan intensa que los
glucocorticoides estan catalogados como los antiinflamatorios mas eficaces
(6). Dentro de este grupo de compuestos tenemos a la Cortisona, la

Prednisolona, la Dexametasona, la Hidrocortisona y muchos otros mas.

1.2.1.1. Mecanismo de accién.

El mecanismo fundamental de accion por donde actuan estos farmacos, es la
estimulacidn de la sintesis de la proteina lipocortina. Esta enzima inhibe la
fosfolipasa A2 que es la responsable de la obtencion del acido araquidonico a
partir de fosfolipidos de membrana. El acido araquiddnico es el precursor de
algunos mediadores celulares que intervienen en el proceso de inflamacion:
prostaglandinas (PG), tromboxanos y leucotrienos. Los glucocorticoides actuan
a distintos niveles: desde la accion del macrofago hasta la amplificacion de la

respuesta humoral, celular y esto da cuenta de su accion antiinflamatoria e
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inmunosupresora. A nivel del macréfago inhibe la liberacion del factor de
necrosis tumoral, impide la accion de cininas, también impide la accion de los
interferones, inhibe la secrecién de interleuquina 1, a nivel de las células T
activadas, también interferira en la secrecién de interleuquina 2. Por tanto, a
modo de resumen se puede decir que el mecanismo por el cual los
glucocorticoides obtienen las propiedades antiinflamatorias e
inmunosupresoras son:

1. Inhibe la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos.

2. Inhibe la liberacion de interleuquina 1.

3. Interfiere con la funcién del macréfago que es la célula donde se inicia la

respuesta inmunoldgica.

4. Al interferir la secrecion de interleuquina 2 va a frenar la amplificacion de

la respuesta inmune.

5. Inhibe otros factores que participan en el proceso inflamatorio e
inmunitario como el factor activador de plaquetas (PAF) y el factor de

necrosis tumoral (TNF).
6. Estabiliza las membranas lisosomales.

7. Mantiene el tono vascular al inhibir la oxido nitrico sintetasa (NOS).

1.2.1.2. Efectos toxicos.
Se debe tener presente su uso en los nifos por los efectos en el metabolismo

del calcio, pues pueden producir un retardo en su crecimiento.

1.2.1.3 Usos terapéuticos.

Los glucocorticoides poseen dos usos terapéuticos fundamentales:

1. De sustitucién a los glucocorticoides endoégenos:

¢ Insuficiencia suprarrenal aguda (dosis altas de corticoides).
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e Insuficiencia suprarrenal crénica (tratamiento Standard, cortisol a
dosis 20-25mg)

e Hiperplasia suprarrenal congénita.
2. Enfermedades no endocrinas:

e Alergias: deben administrarse por un periodo corto, si estamos frente
a un shock anafilactico usamos: adrenalina (es lo primero a utilizar y
que le salvara la vida al paciente), posteriormente administracion

parenteral de hidrocortisona.

e Asma (debido a que en la patogenia del asma, los leucotrienos
tienen gran participacion en el proceso inflamatorio) no sélo se
utilizan en crisis cuando no hay respuesta a broncodilatadores, sino
también en tratamiento crénico por via inhalatoria. Si el paciente a
pesar de estar con corticoides inhalatorios entra en crisis estos

pueden utilizarse por un periodo corto por via oral.
e Mesenquimopatias: Artritis reumatoide.

e Enfermedades hematoldgicas: purpura trombocitopénico idiopatico,

anemia hemolitica.

e Edema cerebral: tiene buena respuesta aquel producido por una

masa tumoral.

e Hepatitis cronica activa.

Los glucocorticoides se utilizan en patologias con respuesta inmunoldgica
exacerbada, como inmunosupresor en el caso de transplantes y en
enfermedades autoinmunes y también en las terapias de cancer
(especialmente en los canceres hematoldgicos en los cuales tiene efecto
linfolitico de ahi su efecto en los canceres que dependen de la serie linfocitica,
también para el manejo de complicaciones como la hipercalcemia)

preferentemente la prednisona o la metilprednisolona (7).
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1.2.2. Farmacos Antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

Los AINEs integran el grupo mas amplio y heterogéneo de compuestos
antiinflamatorios. A pesar de esta diversidad estructural, estas drogas
comparten propiedades farmacolégicas y en muchos casos efectos

terapéuticos y colaterales.

1.2.2.1. Origenes historicos.
La primera referencia a los AINEs se encuentra en el siglo V antes de Cristo,

cuando el reconocido padre de la medicina griega, Hipocrates, empled una
pocima compuesta de extracto de corteza y hojas de sauce, Salix latinum, para
aliviar los dolores y controlar la fiebre. Se conoce que en la Edad Media, la
corteza de sauce hervida era empleada por las curanderas para dar de beber a
las personas que sentian dolores. El ingrediente activo de la corteza del sauce
fue un glucdsido amargo de color amarillento desarrollado en el afio 1828 por
el profesor de Farmacia Johan Andreas Buchner y quien la llamé salicina. Un
ano mas tarde el quimico francés Leroux logré convertir la salicina en cristales,
aislandola asi en su forma pura. En la hidrdlisis, la salicina genera glucosa y
alcohol salicilico, el mismo puede ser transformado en acido salicilico in vivo o
por manipulacién quimica. Los excelentes resultados de este farmaco hicieron
que Hoffman (un quimico al servicio de la firma Bayer) preparara el acido
acetilsalicilico. No fue hasta 1899 que Dreser comenzdé a utilizar dicho

compuesto en medicina, una vez demostrado sus efectos antiinflamatorios.

1.2.2.2. Mecanismo de accion.
La accion basica es la inhibicidn de la ciclooxigenasa (COX), enzima que

convierte el acido araquidénico en endoperodxidos ciclicos, los cuales se
transforman en PG y en tromboxanos. Esta accién inhibitoria de la enzima por
los AINEs es también la responsable de los efectos indeseables de este grupo
de farmacos. Los AINEs actuales no pueden inhibir la enzima lipooxigenasa,
enzima responsable de la sintesis de leucotrienos, por lo que continuan

formandose estos mediadores celulares y otros elementos activos. Este hecho
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constituye una limitacién en el empleo de éstos farmacos para controlar los
procesos en los que intervengan numerosos mediadores. La inhibicion de la
accion de la ciclooxigenasa es de forma competitiva y reversible reduciendo de
esta forma la sintesis de PG, excepto la aspirina que la inhibe
irreversiblemente acetilando de manera covalente el sitio activo de la enzima.
En las ultimas décadas del siglo pasado, fueron identificadas dos tipos de
ciclooxigenasa COX-1 y COX-2, la COX-1 es inducida por factores fisioldgicos
y tiene acciones protectoras, su activacion produce tromboxanos A2 a nivel
plaquetario, Prostaciclinas (PC) en la mucosa gastrica y PG E2 (efecto
vasodilatador) a nivel renal. La sintesis de COX-2 es inducida en presencia de
patdégenos o anomalias propias del organismo formandose los prostanoides.
La inhibicion de la COX1 es la causa de los efectos adversos mas
caracteristicos de los AINEs aunque se han descrito efectos indeseables en el
sistema cardiovascular para farmacos inhibidores selectivos de la COX2. En el
2002 Simmons y colaboradores, de la Universidad Brigham Young de Estados
Unidos identificaron una nueva isoforma de ciclooxigenasa la cual fue
denominada COX-3. Esta deriva del gen que codifica la COX-1, pero es
estructural y funcionalmente distinta. Se establecié que su papel es a nivel de
la produccién de la fiebre, el dolor a nivel central y no a nivel de la Inflamacion.
Al evaluar los medicamentos que producen inhibicion farmacologica se

identificé al acetaminofen como el mas selectivo hacia ella (8).

1.2.2.3. Clasificacion.
1.2.2.3.1. Atendiendo a su Estructura quimica.

a) Salicilatos:
ASA (acido acetilsalicilico)
Acetilsalicilato de lisina
Benorilato
Diflunisal

Etersalato
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Salsalato
Diflunisal
b) Derivados pirazolénicos:
Aminofenazona (dipirona o metamizol)
Fenilbutazona
Azaprofazona
c¢) Derivados del para-aminofenol:
Acetaminofen (paracetamol o tylenol)
d) Derivados del acido acético:
Indometacina
Sulindaco
Glucametacina
e) Derivados carboxilicos y pirrolpirrélicos:
Etodolaco
Ketorolaco
f) Derivados del &cido fenilacélico:
Diclofenaco (voltaren)
Aclofenaco
Tolmetina
Fenclofenaco
g) Derivados del &cido n-acetilantranilico:
Acido mefenamico
Niflumico
Meclofenamico
Clonixinato de lisina
h) Derivados del acido propionico:
Ibuprofeno, Naproxeno, Ketoprofeno
Flurbiprofeno, Fenoprofeno, Oxaprozina
i) Derivados endlicos
Piroxican

Meloxican

11
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Tenoxican
j) Nimesulida, sulfonanilida
k) Grupo naftilalcanonas:

Nabumetona

L) Otros AINEs del grupo de los COXIB

-- Productos que contienen como principio activo CELECOXIB:
e CLOXIB - KLONAL
e COXEL - BETA

-- Producto que contiene como principio activo VALDECOXIB:
e BEXTRA - PFIZER

-- Producto que contiene como principio activo ETORICOXIB:
e ARCOXIA - MSD

-- Producto que contiene como principio activo PARECOXIB:
e BEXTRA IM/IV - PFIZER

1.2.2.3.2. Desde el punto de vista clinico.

Desde el punto de vista clinico se clasifican en cuatro grupos los que inhiben
indistintamente la COX1 y la COX2 como el ibuprofeno, los que inhiben
preferentemente la COX1 como la Indometacina y los que lo hacen sobre la

COX2, nabumetona, meloxicam, rafecoxib, celecoxib, parecoxib (9).

Asi el salsalato pertenece al grupo de los salicilatos, pero su poder de
inhibicion de la COX es distinto al de la aspirina y es comparable al del
acetaminofen o paracetamol. Lo mismo sucede con el meloxicam que
perteneciendo al grupo de las oxicamas su poder de inhibicion es distinto al del

piroxicam, es mas inhibidor de la COX 2 que de la COX 1.

Interesa conocer la clasificacion de los AINEs en relacion a su poder de

inhibicion de la ciclooxigenasa (COX), tabla 1.1:
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1COX1 /| |COX1 /| Selectivo
COX1/COX2 | |[COX2 1{COX2 COX2 COX3
Piroxicam Acetaminofen | Nimesulide Colecoxib Acetaminofen
Indometacina | Salsalato Meloxicam Rofecoxib
Sulindac
Tolmetin
Ibuprofen
Naproxen
Fenoprofen

Meclofenamato

Diflunisal

Ketoprofen

Diclofenac

Ketorolac

Etodolac

Nabumetona

Oxaprozin

Tabla 1.1. Clasificacién de los AINEs en relacion a su poder de inhibicién de la
COX.

1.2.2.4. Principales AINEs.

1.2.2.4.1. Salicilatos.

El acido acetilsalicilico sigue teniendo accion antiinflamatoria equiparable a los
medicamentos mas potentes del grupo y, por tanto, es el medicamento de eleccion
bajo un criterio estricto de costo/eficacia. Debe tenerse presente, sin embargo, que a
las dosis utilizadas en enfermedades reumaticas (mas de 3,5 g/dia), un porcentaje
alto de los pacientes no pueden tolerar los efectos secundarios gastrointestinales y
neuroldgicos. El gran numero de comprimidos de la toma diaria constituye también

un obstaculo al cumplimiento de la prescripcion.
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Los preparados micronizados solubles o tamponados de ASA, como el
acetilsalicilato de lisina, pueden mejorar la tolerancia gastrica. Benorilato y
etersalato son ésteres de ASA con paracetamol y tienen también menos efectos
gastrointestinales que el ASA, con la ventaja de poder administrarse cada 8-12
horas. Se transforman lentamente en el higado en &acido acetilsalicilico y
paracetamol. Parecidas ventajas tiene salsalato, que se absorben en el intestino
delgado y se hidroliza lentamente a acido salicilico. Diflunisal puede administrarse

cada 12 horas y parece mas eficaz y mejor tolerado que el ASA.

1.2.2.4.2. Pirazolonas y analogos.

Los derivados pirazoldnicos tienen accion antiinflamatoria muy potente pero han
sido sometidos a restriccion legal por producir efectos secundarios graves, sobre
todo discrasias sanguineas. La incidencia es muy baja pero significativamente
superior a la de otros grupos de antiinflamatorios. Por lo tanto, dentro de los
AINEs, las pirazolonas deben considerarse medicamentos de ultimo recurso,
aunque muchos siguen estimando que la fenilbutazona es uno de los farmacos

mas eficaces en espondilitis anquilosante.

1.2.2.4.3. Derivados indolacéticos.

Indometacina sigue siendo uno de los antiinflamatorios mas eficaces, pero
tiene una incidencia elevada de efectos gastrointestinales y sobre el SNC
(cefaleas, vértigo, etc). Los demas son analogos estructurales que buscan la
misma accién con menos efectos secundarios, pero no hay que contar con que
lo hayan conseguido. Si se busca un compuesto del grupo con menos efectos
adversos que indometacina, tolmetin es posiblemente una buena eleccién ya
que es el mejor documentado y el que estructuralmente se parece menos a
indometacina, pero las diferencias de toxicidad no son muy grandes en

cualquier caso.
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1.2.2.4.4. Derivados arilacéticos.

Los farmacos de este grupo son parecidos a los del anterior. De hecho desde
una perspectiva puramente quimica los derivados indolacéticos son un
subconjunto de este grupo de los aril-acéticos. Se han clasificado en grupo
aparte por la importancia que tiene la indometacina en la terapia
antiinflamatoria. De todas formas diclofenac, en sus formas normal y retardada,
es el AINE mas prescrito en Espana, y, en la medida en que sean fiables las
tablas comparativas de incidencia de efectos adversos, no puede decirse que
sea mala eleccion.

Nabumetona es un profarmaco que tras la absorcion intestinal se transforma
en un metabolito activo muy parecido al naproxeno (el radical acido es acético,
no propionico, por ello se clasifica en este grupo y no en el siguiente). La
administracidn es en dosis uUnica diaria. En teoria es menos lesivo para la
mucosa gastrica por ser un profarmaco. Hasta que no haya mas experiencia
no puede decirse si esto se traduce en menor potencial ulcerégeno, pero la

tolerancia gastrointestinal parece bastante buena.

1.2.2.4.5. Derivados arilpropiénicos.

Los derivados arilpropidnicos son generalmente menos potentes que los
antiinflamatorios clasicos (ASA, fenilbutazona, indometacina), pero son mejor
tolerados. Dentro de los AINEs, ibuprofeno tiene un excelente historial de
seguridad, pero tal vez sea demasiado débil para ser util en cuadros donde la
inflamacion sea muy predominante. Suele recomendarse de eleccion, como los
analgésicos, en cuadros iniciales o predominantemente dolorosos.

Naproxeno es mas potente, esta en un lugar intermedio en las clasificaciones
de tolerancia y tiene la ventaja de la toma cada 12 horas. Lo mismo ocurre con
ketoprofeno. Por su parte, dexketoprofeno es el enantiomero activo del anterior
y cabe esperar que tenga las mismas propiedades, aunque se administre a la
mitad de dosis. El acido tiaprofénico ha sido asociado a cuadros de cistitis y
fenbufeno tiene una incidencia relativamente alta de reacciones

dermatolégicas.
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1.2.2.4.6. Oxicamas y analogos.

Piroxicam tiene una semivida muy larga, que permite la administraciéon una vez
al dia. Esta comodidad le ha convertido en uno de los antiinflamatorios mas
utilizados, aunque no es de los mejor tolerados. Meloxicam tiene selectividad
alta hacia la ciclooxigenasa tipo 2 (inducible), pero no esta claro que ello
represente mayor seguridad en uso clinico. Parece equivalente en eficacia e
incidencia de efectos adversos. Tenoxicam tiene una semivida aun mas larga
que el piroxicam (lo que significa que es el AINE de semivida mas larga) pero
es dudoso que esto suponga ya alguna ventaja frente al inconveniente tedrico
de que los efectos secundarios duran mas tiempo. Nimesulida no es
propiamente una oxicama, pero tiene una estructura quimica bastante
parecida. También presenta una relativa selectividad hacia la COX-2.
Lornoxicam es el mas potente del grupo (entre 10 y 100 veces mas que
tenoxicam, 10 y 50 veces mas que piroxicam y 20 veces mas que diclofenac),

y no presenta selectividad hacia la COX-2.

1.2.2.4.7. Fenamatos.

Tienen accidon analgésica significativa pero efecto antiinflamatorio
relativamente débil. El acido meclofenamico es el antiinflamatorio mas potente
del grupo. Un inconveniente general es una incidencia relativamente alta de

diarrea como efecto secundario (10).
1.2.2.5. Otras acciones farmacolégicas de los AINEs.

1.2.2.5.1. Accion analgésica.

La actividad antialgica de los AINEs es de intensidad moderada o media,
alcanzandose un techo analgésico claramente inferior al de los analgésicos
opioides, pero frente a éstos presentan la ventaja de no alterar el sensorio o la
percepcion, lo cual redunda, en conjunto, en una utilizacion clinica menos

comprometida.
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Clasicamente se ha aceptado que la accion analgésica de los AINEs tiene
lugar a nivel periférico, mediante la inhibicion de la sintesis de las PG
producidas en respuesta a una agresion o lesion tisular, impidiendo, por lo
tanto, que los eicosanoides contribuyan, con su accion sensibilizadora sobre
las terminaciones nerviosas nociceptivas, a aumentar la accién estimulante del
dolor de otros mediadores alli liberados (histamina, bradicinina, etc.). Sin
embargo, no existe ninguna correlacion precisa entre la actividad
anticiclooxigenasa in vitro y el efecto analgésico en todos los modelos de dolor

experimental o clinico.

1.2.2.5.2. Accién antitérmica

La fiebre es una respuesta autonoma, neuroendocrina y conductal compleja y
coordinada que se desencadena ante la existencia de una infeccion, lesidn
tisular, inflamacién, rechazo de tejidos, tumores, etc., y sirve a una doble
finalidad: alertar acerca de una situacion anémala y potencialmente lesiva, y
poner en marcha una serie de mecanismos fisioldgicos para la defensa del
organismo. Su manifestacion cardinal es la elevacion de la temperatura
corporal del orden de 1 a 4 °C. El desencadenamiento de una reaccion febril
implica la existencia de pirogenos enddégenos (citocinas, como IL-1, IL-6 e
interferones ) o toxicos (endotoxinas o lipopolisacaridos liberados de bacterias
gramnegativas) en areas del SNC relacionadas con el control de la
temperatura. Como areas centrales importantes en el reconocimiento de los
pirogenos endégenos circulantes destacan los érganos circunventriculares,
que carecen de barrera hematoencefalica y, dentro de éstos, especialmente el
organo vascular de la lamina terminalis, donde se expresa la COX-1. El
reconocimiento de los pirdbgenos origina la sintesis de prostaglandinas,
principalmente E2, como primer paso en la patogénesis de la fiebre, que
actuarian (mediante el incremento en el AMPc) como mediadores paracrinos
locales en el propio 6rgano vascular y areas adyacentes (PO/HA), a partir de

las cuales se coordinaria la respuesta febril.
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1.2.2.5.3. Accion antiagregante plaquetaria

Es una acciéon que no comparten en la misma medida todos los AINE, aunque
sea consecuencia de su efecto inhibidor de la COX-1. Reviste especial interés
terapéutico en el caso del ASA debido, probablemente, al hecho de que su
efecto inhibidor de la ciclooxigenasa es irreversible. Esta inhibicion, que en la
mayoria de las células del organismo se solventa con la sintesis de nuevas
moléculas de COX, cobra un especial protagonismo, terapéutico o indeseable,
en las plaquetas. Estas son incapaces de sintetizar nuevas proteinas y una vez
acetilada su COX, en el paso por la circulacién portal previamente a la
desacetilacion hepatica del ASA, resulta inhibida durante toda la vida de la
plaqueta (8-11 dias). Como consecuencia de esta accidon se produce un
marcado descenso de los niveles de TXA2 plaquetario (responsable de parte
de los mecanismos que provocan la agregacion plaquetaria). Esta accién, que
es utilizada terapéuticamente en la prevencion a largo plazo de accidentes
tromboembdlicos coronarios y cerebrales puede, asimismo, devenir en
reaccion adversa facilitando la aparicion de hemorragias, especialmente en

tratamientos o situaciones concurrentes que afecten la coagulacion sanguinea
(11).

1.2.2.6. Efectos secundarios de los AINEs.
1.2.2.6.1. Gastrointestinal.

El efecto secundario de los AINEs que con mayor frecuencia se observa es
sobre el tracto gastrointestinal, provoca diarrea, estrefimiento, gastritis y dolor
gastrico (15-25%), lesion de la mucosa gastrica o duodenal (ya que la
integridad de la misma depende de la sintesis de PGs, los AINEs al disminuir
esta sintesis modifica esta proteccién). Esta lesion se observan en el 40% de
los pacientes sometidos a tratamientos con dosis terapéuticas bajas durante 3

meses aproximadamente. Este efecto sobre la mucosa tiene 2 componentes:
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1 Efecto local agudo: la irritacion local de las sustancias ingeridas
permite la difusion retrograda de acido al interior de la mucosa

gastrica y la induccion de dano tisular.

2 Efecto sistémico: descrito cuando se administraba un AINEs por otra
via distinta a la oral (ej. Intramuscular) en la cual no se produce la
irritacion directa, sin embargo observamos el dafio a la mucosa, por
inhibicion de la biosintesis de las PGs en estébmago y, en particular,
PGI2 y PGE2 que actuan como agentes citoprotectores de la mucosa

estomacal.

En EE.UU. se calcula que por cada 10.000 prescripciones escritas ocurren 2
casos de toxicidad gastrointestinal (12). Se calcula que entre el 30 y el 50% de
los pacientes que mueren de complicaciones relacionadas con enfermedad

Ulcero-péptica han tomado recientemente AINEs (13).

1.2.2.6.2. Renal

Las prostaglandinas ejercen efecto vasodilatador a nivel del rifidon, la inhibicion
de éstas produce disminucion en el flujo renal y la filtracion glomerular(14). El
uso de AINEs esta asociado a toxicidad renal, los efectos mas comunes son
moderados y reversibles, sin embargo las complicaciones relativamente raras
de nefritis intersticial y necrosis papilar son por lo general irreversibles (15). Se
ha sugerido que Sulindac es el AINEs con menor toxicidad renal (16), sin
embargo recientes trabajos ponen en duda esta aseveracién (16,17). Al igual
que en las complicaciones gastrointestinales, el uso de misoprostol parece
ejercer un efecto protector a nivel renal (18). La nueva generacion de AINEs
selectiva hacia la COX-2 como el Meloxican, promete reducir la toxicidad renal

asociada a estos medicamentos (19).
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1.2.2.6.3. Reacciones alérgicas

Las reacciones alérgicas debidas a AINEs son mas frecuentes de lo que
comunmente se cree. En una revision de 266 casos de anafilaxia, Kemp y cols.
encontraron que el 20% fueron causados por medicamentos, y de este
porcentaje mas de la mitad correspondié a AINEs, superando inclusive a los
(B-lactamicos (20). Es importante el interrogatorio de antecedentes alérgicos

antes de iniciar una terapia con AINEs.
1.2.2.6.4. Hematoldgicos

Todos los AINEs inhiben la agregacion plaquetaria aumentando el tiempo de
sangrado. El uso de éstos debe efectuarse con precaucion en pacientes con
alteraciones hematologicas y en el caso de la aspirina ser suspendido una
semana antes de un procedimiento quirurgico. Han ocurrido casos de anemia
aplastica con el uso de piroxican, y el uso prolongado de sulindac y acido

mefenamico se ha vinculado con anemia hemolitica (21).
1.2.2.6.5. Inhibicion de la motilidad uterina

Se ha demostrado que los AINEs prolongan la gestacion. Las PGs de las
series E y F son potentes uterotropicos, y su biosintesis por parte del utero
aumenta en forma extraordinaria horas antes del parto. Por tal razén, se ha
planteado la hipdtesis de que tal vez intervengan de modo importante en el

desencadenamiento y progresion del trabajo de parto, y la expulsién (14).
1.2.2.6.6. Otros efectos adversos

El uso de AINEs puede elevar transitoriamente las enzimas hepaticas; también
se han observado casos de hepatotoxicidad asociados a su uso. (21,22). En
pacientes sensibles se han observado casos severos de asma
desencadenados por el uso de AINEs. En el area dermatoldgica ha descrito

reacciones como exantema y prurito.
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1.2.2.7. Meétodos tradicionales para la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria.

Los métodos tradicionales de ‘prueba y error’ para la busqueda de nuevos
compuestos con actividad antiinflamatoria se llevan a cabo a través de dos
tipos de técnicas: las técnicas generales, dentro de las cuales se encuentran
los modelos de inflamacién aguda y los modelos de inflamacién subcrénica o
cronica, y las técnicas especificas donde se incluye la determinacion de la
actividad antiinflamatoria mediante la bolsa de aire en ratas, la peritonitis
inducida por carragenina, la actividad ciclo-oxigenasa y la permeabilidad

capilar incrementada por histamina (23).

1.2.2.7.1. Técnicas generales

1.2.2.7.1.1. Modelos de inflamacién aguda.
A Edema plantar por _carragenia: una hora después de la administracion del

extracto o principio puro, del grupo control negativo y del grupo control positivo
se administra una solucién de carragenina en solucion salina fisioldgica en la
aponeurosis plantar derecha del ratdn. El grupo control recibe solamente el
vehiculo y otro grupo recibe Indometacina como agente antiinflamatorio. El
volumen de la pata inyectada es medido antes y después de la inyeccion de
carragenina, en un pletismdémetro de agua o por un pie de rey. El porcentaje de
inhibicion de la reaccion inflamatoria de la carragenina, se calcula en la fase
aguda, a las 1, 2, 3,5y 7 horas de la inyeccion de la misma. Existen reportes

donde se emplean otros agentes irritantes, tal es el caso del Dextrano (23,24).

B Edema auricular: se basa en la aplicacion de 12 — Tetradecanoil Forbol — 13

Acetato (TPA) en union con el producto en estudio, en caso de que la
solubilidad

lo permita, en la oreja del ratdn. Transcurrida 4 h, los animales son sacrificados
por dislocacion cervical y se le corta una porcion de la oreja inflamada e

idénticamente otra de la oreja no inflamada. La media aritmética de las
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diferencias entre el peso de ambas porciones da la magnitud del edema de

cada lote. El farmaco de referencia es la Indometacina (23).

1.2.2.7.1.2. Modelo de inflamacién subcrénica o crénica.

A Granuloma inducido por Discos de Algodén: el producto en estudio se

administra 7 dias consecutivos. Los animales se sacrifican al dia siguiente a la
ultima administraciéon. Se extraen los granulomas formados, el timo y las
glandulas suprarrenales. Se desecan los granulomas y se determina la
diferencia de peso con respecto al disco de algodén implantado al comienzo

del experimento (23).

1.2.2.7.2. Técnicas especificas.

1.2.2.7.2.1. Bolsade aire en ratas.

A Técnica de Edwards: consiste en la formaciéon de una bolsa de aire en el

dorso del animal, al cabo de 6 dias de la inyeccién de un agente irritante;
recogiéndose posteriormente el exudado y realizando con él las pruebas de
interés (23).

B Técnica de Sedwick: los animales son anestesiados y rasurados en la zona

dorsal y la nuca, procediendo a la inyeccion de aire en la misma. Al tercer dia
se inyectan nuevamente con aire. Al cuarto dia se les inyecta carrageninay 6 h
después se sacrifican procediendo a la extraccion del exudado inflamatorio.
(23).

1.2.2.7.2.2. Peritonitis inducida por carragenina.

Se comienza con la administracion del producto en estudio. Después de 1 h se
les inyecta (i.p.) carragenina como agente irritante y 5 h mas tarde se sacrifican
los animales. Se les inyectan en la cavidad peritoneal PBS y después de un
masaje se recogen los fluidos peritoneales y se procede a la determinacién de

los leucocitos presentes en una camara de Neubauer (23).
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1.2.2.7.2.3. Actividad ciclo — oxigenasa.

Actividad ciclo — oxigenasa v lipoxigenasa en leucocitos peritoneales de ratas:

se basa en la estimulacion de leucocitos peritoneales de ratas por ionéforo
A23187, que determina la entrada de calcio a la célula, la activacion de
fosfolipasa A2 y la produccién y liberacion de metabolitos del acido
araquidoénico producido por ambas vias (23).

B Actividad ciclo - oxigenasa en vesiculas seminales: se emplea como sustrato

acido araquidénico radioactivo para separar después de los metabolitos
formados y el sustrato sin reaccionar, por cromatografia en capa fina, y

cuantificar los diferentes compuestos por centelleo liquido (23).

1.2.2.7.2.4. Permeabilidad capilar incrementada por histamina.

A Técnica de Ukada: consiste en la administraciéon i.v. de azul de Evans, el

cual se une a las proteinas plasmaticas, en particular a la albumina, y por tanto
colorear el area de la piel en la que tiene lugar la extravasacion de proteinas
debida a la histamina que previamente es inyectada intradérmicamente, lo que
provoca un incremento de la permeabilidad capilar a las proteinas plasmaticas.
(23).

B Técnica de Williams: permite cuantificar el edema producido por diversos

mediadores de la inflamacion por los compuestos en estudio, mediante la

radioactividad presente en el plasma extravasado (23).
1.2.2.7.2.5. Método Embriones de peces cebra

Un método que en la actualidad es utilizado por cientos de grupos de
investigacion es el conocido por Embriones de peces cebra. El pez cebra se ha
convertido en un modelo inigualable para investigar diferentes procesos
biolégicos y ahora, sus cualidades genéticas y embrionarias se aprovechan
para buscar nuevos medicamentos que permitan controlar diversas

enfermedades (25).
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Los embriones de pez cebra facilitan el hallazgo de los genes que dirigen la
construccion del cuerpo de los vertebrados desde que es una unica célula
hasta que se forman los érganos y extremidades (25).

Los embriones de pez cebra se desarrollan externamente y pueden ser
observados y manipulados en todas sus etapas, con la ventaja de que su
desarrollo es muy veloz (una hembra puede poner 200 huevos a la semana) y
su organizacion es simple. Ademas, los embriones son transparentes, lo que
permite visualizar su formacidon. Su genoma es aproximadamente la mitad de
grande que el del ser humano. Estudios realizados han revelado numerosas
similitudes genéticas entre el ser humano y ese pez tropical (26).

El 75% de sus genes son similares a los nuestros, lo que convierte a este
animal acuatico en un modelo para analizar procesos bioldgicos de relevancia
médica, como los procesos inflamatorios, la creacion de nuevos vasos
sanguineos, el crecimiento de las neuronas, la formacién de hueso y musculo,

o la resistencia a la insulina (25).

1.2.2.8. Usos terapéuticos.Tratamiento del dolor

e Neuralgias

e C(Cefaleas (cefaleas de tension). Son utiles en la jaqueca (migrana) cuando
la frecuencia del episodio es menor de 2 por mes y de moderada
intensidad.

e Dolores de diverso tipo y origen (dolores radiculares, dolores dentarios, por
infecciones: oftitis, sinusitis, etc.)

e Dolores postoperatorios o postparto (pequefia moderada intensidad).

e Dismenorreas. Las prostaglandinas contribuyen a la patogenia.

e Dolor por cancer: Fundamentalmente en los primeros estadios. Se utilizan
salicilatos u otros AINEs, posteriormente se emplean en asociacion con

opiaceos menores y por ultimo opiaceos mayores (27).
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2.3. Método computacional y andlisis quimiométrico de los datos.
2.3.1. Generalidades.

Los estudios QSPR/QSAR constituyen un enfoque que permite entender como
la variacion estructural afecta la propiedad/actividad biolégica de un conjunto de
compuestos. En estos estudios, los descriptores moleculares (X) (los
descriptores moleculares son ‘términos que caracterizan un aspecto especifico
de una molécula’ y contienen informacion derivada de la representacion
estructural de las moléculas bajo estudio (28,29) se correlacionan con una
variable respuesta (Y). Es decir, este analisis puede definirse como una
aplicacion de métodos matematicos y estadisticos al problema de encontrar
una ecuacion empirica de la forma Y; = fi(X1, Xz, ...X;), donde Y; son las
propiedades y/o actividades biolégicas de la molécula, y X;, Xz, ..Xn son
propiedades estructurales experimentales o calculadas (descriptores
moleculares) de los compuestos. En este sentido, cada compuesto puede
representarse como un punto en un espacio multidimensional, en los cuales los
descriptores Xi, Xz, ...X, son coordenadas independientes del compuesto. El
objetivo mas usual de este andlisis es incrementar el entendimiento del sistema
biolégico bajo investigacion o predecir la propiedad estudiada a un objeto

(compuesto) no utilizado en la obtencién del modelo.

En la actualidad, existe un gran niumero de descriptores moleculares (DMs) que
pueden ser usados en estudios QSAR (30). La naturaleza de los DMs, depende
de cual haya sido el proceder utilizado para la definicibn de los mismos,
pudiendo tener en cuenta rasgos topoldgicos (que aqui llamaremos
bidimensionales o 2D), geométricos (3D), y electronicos de las moléculas. En
este trabajo se utilizaron para la parametrizacion de la estructura molecular los
indices lineales no estocasticos y estocasticos basados en las relaciones entre

nucleos atomicos,

En una parte de este acapite se describiran de forma resumida los aspectos
fundamentales de las técnicas quimiométricas empleadas para el desarrollo de
los modelos QSAR. El término quimiometria, surgié en la década del 70 y se

define como la disciplina quimica que utiliza métodos estadisticos vy
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matematicos para seleccionar y optimizar los métodos analiticos y preparativos,

asi como procedimientos para el analisis e interpretacion de los datos.

Antes de comenzar a describir el método computacional utilizado en el
presente trabajo, daremos una breve introduccion a las generalidades de la
metodologia QSAR, los que seran utilizados en el desarrollo de esta tesis y que
son imprescindibles para la comprension de los resultados tanto de la literatura

como los alcanzados en el presente trabajo.

Los principios de la metodologia QSAR pueden describirse mediante los

siguientes pasos comunes (31).

1) Formulacién del problema, se determina el objeto de analisis y el nivel de

informacion requerido.

2) Parametrizacion cuantitativa de la estructura molecular de los compuestos

quimicos organicos/secuencia de biopolimeros.

3) Medicion de la propiedad de interés (‘efectos bioldgicos’).

4) Escoger el tipo de modelo QSAR que se va a desarrollar.

5) Seleccién de los compuestos (disefio estadistico de la serie).

6) Analisis matematico de los datos y Validacion interna y externa de los

modelos obtenidos.

7) Interpretacion de los resultados y aplicacion de los modelos desarrollados al
disefio/descubrimiento de un nuevo compuesto lider, desarrollando
procedimientos de tamizajes virtuales. Sin embargo, el desarrollo de cualquier

QSAR es un ciclo interactivo.

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

en la bio-actividad de un compuesto quimico.
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La aplicacion de los DMs al disefio y seleccion de nuevas entidades quimicas
es probablemente una de las areas mas activas de investigacion en la
aplicacion de tales DMs a problemas biologicos. Uno de los primeros ejemplos
del disefio de nuevos compuestos en el uso de indices moleculares, fue
descrito por la Upjohn & Pharmacy en 1993. Ellos fueron capaces de disefiar
una nueva clase de compuestos de la familia de las heteropiperazinas con
actividad contra la HIV-retrotransferasa (32). Mas recientemente, Grassy y col.
fueron capaces de disefiar y sintetizar un péptido que mostré una actividad
inmunosupresora aproximadamente 100 veces mayor que los compuestos

lideres ensayados (33).

2.3.2. Método computacional.

En esta seccion describiremos de forma resumida los aspectos fundamentales
de los DMs 2D (bi-dimensional), implementados en el programa TOMOCOMD-
CARDD, que fueron utilizados en esta investigacion. Una discusién mas
extensa sobre el formalismo matematico de estos DMs puede ser revisada en

la literatura internacional que se refiere (34, 35,36).

Este método codifica la estructura molecular a través de aplicaciones
matematicas denominadas formas lineales. Con el propdsito de calcular esta
funcion algebraicas basadas en relaciones de nucleos atdémicos, el vector
molecular basado en atomos, X (representacion vectorial de la estructura
molecular) y las k-ésimas matrices de densidad electronica grafo-tedricas no
estocasticas y estocasticas, MK y S¥, respectivamente (representacion matricial
de la estructura molecular) deben ser calculadas(37,38).Tales relaciones de
adyacencia entre nucleos atomicos (compartimiento de electrones de la capa
de valencia) y codificacion de la informacion quimica son utilizados en la
obtencién de la familia de DMs utilizados en el presente trabajo tal y como

describiremos a continuacion.
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2.3.2.1. Descriptores TOMOCOMD-CARDD Basados en Relaciones entre

Nucleos Atomicos.
2.3.2.1.1. Informacién Quimicay Vector Molecular basado en Atomos.

El vector molecular basado en atomo ( X ), usado para representar las
moléculas quimicas, ha sido explicado en detalle en diferentes publicaciones
internacionales (39). Los componentes (x) de X son valores numéricos de una
propiedad que caracteriza cada tipo de atomo (nucleo atémico) presente en la
molécula. Es decir, estos valores (pesos o etiquetas de atomo) corresponden a
diferentes propiedades atémicas. Por tanto, una molécula constituida por 5, 10,
15,..., n nucleos atébmicos puede ser representada por medio de vectores con
5, 10, 15,..., n componente, perteneciendo a los espacios vectoriales R, SRm,
R 15,...,9%”, respectivamente; donde n es la dimension del conjunto de los

reales. O sea, X es un vector n-dimensional.

Este enfoque permite codificar moléculas organicas tales como el 3-mercapto-
piridina-4-carbaldehido a través del vector molecular X = [Xn1, Xc2, Xc3, Xc4, Xcs,

Xce, Xc7, Xos, Xso]. Este vector pertenece a R °

Diversos tipos de “pesos atomicos” (x) pueden ser utilizados para codificar
informacion relacionada con cada nucleo atomico en la molécula. Estas
etiquetas de atomo son numeros con un significado o interpretacion quimica,
tales como el Log P atémico (40), la contribucién a la superficie polar de los
atomos, (41), la refractividad molar atémica (42), las polarizabilidades atémica
(P) (43,44,45), las cargas atdmicas de Gasteiger-Marsilli (46), las masas
atomicas (M) (47) los volumenes de van der Waals (V), la electronegatividad en

la escala de Pauling (E) (48), entre otras.

2.3.2.1.2. “Background” sobre las Matrices de Densidad Electronica

Grafo-Tedricas No Estocésticas y Estocasticas.

En topologia molecular, la estructura quimica es expresada, generalmente, por
un grafo molecular con hidréogenos suprimidos. Informalmente, un grafo
molecular G esta constituido por una coleccion de vértices (puntos) y otra de
aristas (lineas o enlaces) conectando estos vértices (49,50).En términos
matematicos, un grafo simple G es definido como G = (V, E) (51,52). El nUmero

de vértices en un grafo es designado como n y el numero de aristas por m.
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Otra de las formas de definir un grafo es la siguiente: consideremos un
conjunto no vacio V = {v; /i =1, 2,...,n}, un conjunto no vacio E = {ej /i =1,
2,...,m} y una aplicacién 0, la cual asocia a cada elemento de E con un par no
ordenado de elementos de V. Esta aplicacién es denominada la aplicacion de
incidencia asociada con un grafo y le da singularidad al grafo para un conjunto
V dado. Por tanto, para cada e; existe un par no ordenado [v;, vj] tal que 6(e) =
[vi, vj]. En este caso los dos conjuntos E y V junto con la aplicaciéon 6 forman un

grafo.

Si en G hay pares repetidos (aristas multiples, o sea vértices que estan unidos
por mas de una arista), entonces el grafo G se llama grafo con aristas multiples
o multigrafo. Las aristas de la forma {vj, v}, se denominan lazos o bucles. Si en
G hay lazos (pueden también existir aristas multiples), entonces el grafo G se

llama grafo con lazos o pseudografo (ver Figura 2.1) (53).

A B C

Figura 2.1. A) Grafo simple; B) Multigrafo; y C) Pseudografo.

A continuacion relacionaremos una serie de definiciones sobre los términos
mas utilizados en los grafos moleculares, los cuales son muy utiles para

describir varias caracteristicas estructurales de estos: (54,55).

Si ax = {vi, vj} es una arista, entonces los vértices v, v;, se llaman extremos de la

arista ay.

Si los vértices v; y v; son los puntos finales de e; se denota como ei~[v;, vj], lo

que se lee como ‘e;j es incidente con v; y v’ (enlace que los une).

Los vértices v, v;se llaman adyacentes si existe una arista ay tal que ax = {v;,
vi}e V, (o sea, si existe una arista que los une). Dos aristas se denominan

adyacentes si ellas tienen un vértice en comun.

En un multigrafo, el grado del vértice v; [6(vi)] es el numero de aristas del
multigrafo que son incidentes al vértice vi. En un pseudografo, el grado del
vértice v; es igual al numero total de aristas (que no sean lazos) incidentes a

este vértice, mas el numero de lazos incidentes a él.
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Un camino (P) es una sucesion de aristas con vértices comunes. La longitud (1)
de un camino es el numero de aristas del mismo. Asi por ejemplo, camino de

longitud cero (P°) es una sucesion de vértices que contiene solo un vértice.

Sea G = (V, E) un pseudografo. El pseudografo G’= (V’, E’) es un subgrafo de
GsiV cVyE cE,osea, sitodos sus vértices y aristas también lo son en G.
Los grafos Il y Ill de la Figura 3.2 son subgrafos del grafo I, ya que todos los
vértices y aristas de Il y Il estan contenidos en I. El subgrafo G — v; se obtiene
eliminando del grafo G el vértice v; y todas sus aristas incidentes. Asi por
ejemplo, el grafo Il es un subgrafo de |, obtenido al eliminar en | el vértice vg
junto con sus aristas incidentes, e7.g y es.3. El subgrafo G — e;; puede obtenerse
eliminando del grafo G la arista e;. El grafo Il es un subgrafo de I, obtenido al

eliminar en | la arista eg.3 (ver Figura 1.3).

| 1 11
Figura 2.2. Representacién esquematica de subgrafos

Recientemente, Marrero-Ponce y col. han propuesto nuevas matrices
moleculares que describen los cambios en el tiempo de la distribucién
electronica a través del esqueleto molecular (55,56). En este sentido, en este
trabajo seran usados los indices lineales no-estocasticos y estocasticos.
Algunos aspectos relacionados con estos descriptores moleculares seran
tratados en este capitulo.

2.3.2.1.3. Definicién de los indices Lineales basados en Relaciones de

Atomos.

Definicion de los indices Lineales Totales y locales para atomos, grupos y
fragmentos moleculares: Los k-ésimas indices lineales locales (atdmicos) para
un atomo i en una molécula, son calculados como una aplicacién lineal sobre
R" [f: ®« "> R"; entonces f: Endomorfismo sobre "] en las bases canonicas

(57,58). Especificamente, los k-ésimos indices lineales atémicos no
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estocasticos y estocasticos, fu( X ) y f(X; ), son calculados a partir de las

matrices M¥ y Sk, como se muestra a continuacion:

(%)= myx’ = (X = MX] (2.1)

(%) = D 4s,x) = [XST = SHX] (2.2)

donde n es el nimero de atomos de la moléculas y X son las coordenadas del
vector molecular (X ) en el sistema de bases canodnicas de % ". Los coeficientes
“m; y *sj son los elementos de M* y S¥, respectivamente. O sea, que estas

matrices denotan las matrices de fu(X, ) y *f( X, ), con respecto a la bases

canonicas.

Noétese, que los indice lineales atomicos son definidos como una

transformacioén lineal fy( X,) sobre un espacio vectorial molecular, R " Esta

aplicacion, es una correspondencia que asigna a cualquier vector X en R" un

vector f(x) de forma tal que:
f()\,1X1 + 7\.2)(2) = 7\1f(X1) + Xzf(Xz) (23)

para todo A1,A2 ndmero reales y cualquier vector Xi, X2 en R ". En otras

palabras, fi(X;) es una aplicacion lineal dado que la imagen de la combinacion

lineal de dos vectores X1y Xz, AX1 + A2X2; es igual a la combinacion lineal de
las imagenes f(X4) y f(X2), Mf(X1) + Aof(X2). Esta condicion se denomina
condicion de linealidad. Las ecuaciones de definicion para estos indices
también puede ser escrita como una simple ecuacidén matricial (ver ecuaciones
2.1y 2.2), donde [X] es el vector columna (una matriz de nx1) de coordenadas
de X en la base candnica de R ", [X]'es la matriz transpuesta de [X] (una matriz

de 1xn).

Este enfoque es similar al método LCAO-MO (siglas acrénimas de “Linear
Combinations of Atomic Orbitals-Molecular Orbitals”). Realmente nuestro
enfoque (para k = 1) es una aproximacion muy similar al método de Huckel
extendido, dado que nuestra matriz considera tanto electrones ¢ como 1. La

idea fundamental del método LCAO-MO es que los electrones en la molécula
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estdn acomodados en orbitales moleculares definidos justamente como los
atomos los acomodan en orbitales atdmicos. Es decir, los orbitales moleculares
son formados por combinaciones lineales de atomos que componen el sistema,

lo cual puede ser escrito de la siguiente forma:
n

V= Zcij(pj (2.4)
=1

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

de orbitales atémicos, ¢—orbitals (en nuestro caso, X); Cij (en nuestro caso, 1mi,-
o} 1si,-) son los coeficientes numéricos que definen la contribucion individual de
los AOs en un MO dado.

Los indices lineales totales constituyen funciones lineales (Algunos
matematicos usan el término formas lineales) sobre %" (59). Es decir, los
indices lineales totales constituyen aplicaciones lineales de " a escalares
R[f: R"— R]. La definicion matematica de este descriptor molecular es la
siguiente (60,61).

n

f () =) £.(%) = [u]'[X]* = [u]' MHX] (2.5)

i=1

n

TF (X)) = (%) = Ul [XST¢ = [u]' S[X] (2.6)

i=1

donde n es el nimero de atomos y f«(X;) y *fc(X;) son los indices lineales

atédmicos no estocasticos y estocasticos obtenidos por las ecuaciones 2.1y 2.2,
respectivamente. En estas ecuaciones también se muestran las definiciones
matriciales de estos indices totales, donde [u]' es un vector fila (matriz fila)

unitario de dimension n.

Como puede observarse, los k™ indices lineales totales son calculados
sumando todos los indices locales (atomos) de todos los atomos en la
molécula. Ademas, si una molécula es particionada en Z fragmentos
moleculares, los indices lineales totales no estocasticos [estocasticos] pueden
ser particionados en Z indices lineales locales no estocasticos [estocasticos]

fu(X) [*f(%;)], L = 1,..., Z. Es decir, los indices lineales totales de orden k
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pueden ser expresados como la suma de los indices locales de los Z

fragmentos moleculares:

1 (2.7)

ka()T) = Z kaL()T)

L=1 (2.8)
Cada tipo de indice lineal local puede ser clasificado segun el tipo de atomo
que compone el fragmento. Asi por ejemplo, se pueden calcular sobre
heteroatomos, H-unido a heteroatomos (O, N y S), halégenos, cadenas

alifaticas o aromaticas, entre otros.

2.3.3. Anélisis quimiométrico de los datos.

2.3.3.1. Andlisis Discriminante Lineal (ADL) para la prediccion de la

actividad.

La calidad y tipo de datos biolégicos es un factor importante para seleccionar el
método estadistico apropiado para desarrollar los modelos QSAR. Un gran
numero de pruebas biolégicas producen resultados discretos, por ejemplo,
activo o inactivo, o + +, +, 0, -,- -. El ADL es una técnica de clasificacién y
asignacion de un individuo (compuesto) a un grupo (activo o inactivo)
conocidas sus caracteristicas (30,62). En esta se dispone de una serie de
grupos definidos a priori, con una serie de observaciones para cada individuo
referidas a un conjunto de variables relevantes. En base a esta informacién se
llega a calcular una funcién discriminante (FD). La FD es una ecuacion lineal
con una variable dependiente que representa la pertenencia a un grupo.
Combinaciones lineales de variables independientes, sirven de base para

clasificar a los individuos entre los grupos.
2.3.3.2. Estimacion de los Coeficientes.

La informacion que contienen todas las variables independientes se analiza
conjuntamente para obtener los coeficientes. Se trata de conseguir un
promedio ponderado de las variables independientes para obtener una

puntuacion que permita distinguir entre grupos. En realidad, dados dos grupos

Carlos A. Cisneros Matos: Identificacion de nuevos compuestos antiinflamatorios. 33



Aspectos computacionales y quimiométricos. Capitulo IT

de compuestos, uno activo y otro inactivo dos funciones de clasificaciéon, D; y
D, son obtenidas (31,63).

Dy = biXg+ boXy +...+ baX3 + ... (29)
D= a;X;+ axX, +...+ azXs + ... (210)

Los coeficientes, ajy bi, son los llamados pesos discriminantes y se obtienen
por el procedimiento de regresion multiple. Esta funciéon describe una linea, un
plano o en general, una superficie (hiperplano) entre los grupos. La diferencia
de las dos funciones de clasificaciébn de cada uno de los grupos es la llamada
FD, D12.

D12=D1-D2 (2.11)
1.3.3.3. Matriz de Clasificacion.

La tabla que muestra los resultados de la clasificacion con la FD se denomina
matriz de clasificacién o de confusion. Esta tabla provee el porcentaje de casos
bien clasificados para cada grupo y de forma total. La evaluacion de la funcién
para todos los individuos que sirven de base para el analisis es también un
criterio a considerar en la validacién de la FD. Usualmente se exige que el
porcentaje de casos bien clasificados no sea inferior a un 75 %, para que el

criterio de clasificacion sea considerado como aceptable (29,63).
2.3.3.4. Significacién de la Funcién Discriminante (FD).

La hipdtesis nula en el ADL puede formularse asi: no existen diferencias
significativas entre las medias de las puntuaciones discriminantes de los
grupos. Una de las pruebas para comprobar la hipotesis estadistica anterior se
basa en la lambda (1) de Wilks. En el caso de solo dos grupos, la A de Wilks es
(64).

SC,
) = ___Intragrupos (2.12)
SC

total

donde SC es la variabilidad, por ejemplo, SCinragpos €S la variabilidad

intragrupos.

Este valor representa la porcién de la varianza total de las puntuaciones

discriminantes que no ha sido explicada por la diferencia entre grupos. La A de

Carlos A. Cisneros Matos: Identificacion de nuevos compuestos antiinflamatorios. 34



Aspectos computacionales y quimiométricos. Capitulo IT

Wilks toma valores entre 0 y 1. Mientras menor es la A de Wilks, mayor es la
diferencia entre las medias de las puntuaciones discriminantes de los grupos y
esto indica el rechazo de la hipotesis nula. Es importante recalcar que aunque
una A sea significativa no puede interpretarse como una indicacion de la
eficacia de la FD. Lo unico que prueba es que existen diferencias entre las
medias. Pero diferencias pequefias entre los grupos pueden ser
estadisticamente significativas y en cambio no permitir una buena
discriminacion entre grupos. Evidentemente, si la lambda no es significativa la
discriminacion no sera posible (65). La existencia de los grupos de
poblacionales se comprueba a través de diferentes ensayos entre los que se
encuentra el Cuadrado de la Distancia de Mahalanobis, D? el cual mide la
distancia al cuadrado entre los centroides de dos poblaciones. Sean p
poblaciones de ni, ny, ..., np, individuos cada una. En cada poblacion se
conocen Vv variables, Xi, X2, ..., Xy. A cada poblacion le corresponde una matriz
de observaciones. Se dispone por tanto de p matrices de nxv. A partir de estos
datos, y en notacion matricial, Mahalanobis define la distancia entre los

centroides de los grupos p y q por:

Diq = (/up ~Hy ),Z _1(lup _/uq) (2.13)

siendo 1,y 1q los vectores columna que contienen las medias de las variables
de los grupos respectivos. Z ' es la inversa de la matriz de varianza-
covarianzas intragrupos de los dos grupos conjuntamente. La prima (‘) indica la

matriz transpuesta. A partir de la D? se puede estimar la F de Fischer y utilizarla

como prueba de contraste:

n,ng(n, +n, —v-1)

F=D?
(np +”q)(“p +N, _2)‘/

(2.14)

2.3.3.5. Criterios de Seleccion de Variables.

Existen diversos criterios de seleccién de variables, los principales son los
siguientes:

a) Todas las variables se entran simultdneamente siempre que satisfagan el

criterio de tolerancia.

b) Se selecciona la variable que minimice la lambda de Wilks.
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c) Se selecciona la variable que maximice la D* de Mahalanobis entre los

grupos mas préoximos.
d) Se selecciona la variable que maximice la menor F entre pares de grupos.

e) Se selecciona la variable que minimice la suma de la variacion no explicada

entre grupos.

2.3.3.5.1. Selecciéon del Nimero Optimo de Predictores. Principio de la
Parsimonia.

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

minimo de elementos posibles.

Diversos procedimientos se han propuesto para seleccionar el nimero 6ptimo
de variables a incluir en la ecuaciéon, como por ejemplo la ‘forward selection’,
‘backward elimination; y ‘stepwise selection’ (66). Este ultimo método es el mas
utilizado (es una combinacion de los dos anteriores) y sigue un proceso de

seleccion de variables paso a paso.
2.3.3.5.2. Tolerancia.

La tolerancia es una medida del grado de asociacion lineal entre las variables
independientes. Para la variable i, la tolerancia es igual a 1-R?, donde R’ es la

correlacion multiple al cuadrado entre la variable i considerada como variable
dependiente y las demas variables independientes. Valores bajos en la
tolerancia, indican que la variable i puede ser considerada como una
combinacion lineal de las otras variables independientes. Por tanto, la
tolerancia de una variable, en un paso cualquiera del analisis ‘stepwise’, es la
proporcion de su varianza intra-grupo no explicada por otras variables del

analisis.
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2.3.3.6. Multicolinealidad entre variables, redundancia de la Informacion y

correlaciones casuales.

El término ‘multicolinealidad’ se utiliza para describir la situacion en que un gran
numero de descriptores moleculares estan altamente intercorrelacionados. Las
variables que se aproximan a ser una combinacion lineal de las otras, se
denominan multicolineales o colineales (67). Una ‘multicolinealidad’ alta,
produce errores estandares altos en los coeficientes de regresion y dificulta
estimar la importancia relativa de los descriptores en el modelo, lo cual afecta
la interpretacién de las actividades modeladas en términos estructurales. La
importancia relativa puede determinarse al valorar el incremento en la R,

cuando se afiade una variable a la ecuacion que ya contiene las demas

variables (R/). El método mas utilizado para detectar la existencia de variables

colineales es obtener una matriz de correlaciones entre los descriptores
moleculares. Uno de los métodos mas utilizados para detectar la
interdependencia entre variables, es la tolerancia. Problemas con la
redundancia de la informacion y la colinealidad, han sido ilustrados con el uso
de DMs, tales como los indices de conectividad molecular (67,68). El nivel
aceptable de colinealidad es algo subjetivo y en ese sentido se ha reportado
que coeficientes de correlacion entre las variables aceptables estan en el rango
de 0.4-0.9 (69).

2.3.3.7. Validacion Estadistica de los Modelos QSAR.

La significacion estadistica de la FD obtenida con el ADL debe ser probada
analizando la A de Wilks y la D? de Malahanobis, aunque segun Kier, la calidad

de la FD puede evaluarse de tres formas diferentes (70).

1) Comparacién del valor de F con el valor tabulado.

2) Determinacion de casos bien clasificados en la serie de entrenamiento (SE).
3) Validacion externa.

Ademas, los métodos de validacion cruzada también pueden aplicarse a este
tipo de modelos. Ogino y col. han propuesto otro enfoque para seleccionar la
mejor FD, la cual se selecciona teniendo en cuenta el analisis de la

combinacion de dos criterios (71]).
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1) Una combinacién de variables que minimice el numero de compuestos mal

clasificados.
2) El empleo del numero menor de variables.
3) La colinealidad entre las variables independientes es minimizada.

Cuatro herramientas pueden ser utilizadas para acceder a la validaciéon de los
modelos QSAR obtenidos por RLM y la mayoria de estas pueden también

extrapolarse a la validacion de los modelos obtenidos con el ADL (61).
1) Aleatorizacién de la variable respuesta (Y- Randomizacion).
2) Validaciones cruzadas.

3) Division de la data de compuestos en serie de entrenamiento (SE) y en

serie de prediccion (SP).
4) Confirmacioén del poder predictivo utilizando SP ‘externas’.

2.3.3.7.1. Divisién de la Data Original en Serie de Entrenamiento y Serie
de Prediccion.

Usualmente el procedimiento de VC es denominado validacion interna, porque
todos los compuestos que considera pertenecen a los mismos datos originales.
Sin embargo, cuando el numero de compuestos es grande, estos pueden
dividirse en dos conjuntos separados de entrenamiento o calibracion y otro
conjunto de validacion o prediccion (validacion externa). Muchos investigadores
consideran a los altos valores de g* (g° > 0.5) como un indicador del poder
predictivo de un modelo QSAR. En contraste con estas especulaciones, varios
investigadores han demostrado que la “unica” condicidon necesaria y suficiente
para poder estimar el verdadero poder predictivo de un modelo es comparar los
valores predichos y observados de una extensa (suficientemente larga) SP
externa (72,73).
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Capitulo Ill: Materiales y métodos.

3.1. Base de datos de los compuestos usados en la obtencién de los
Modelos ADL-QSAR.

La aplicabilidad y la representatividad del presente método dependen de forma
critica de la seleccion de los compuestos que son utilizados como serie de
entrenamiento para construir el modelo de clasificacién. El aspecto mas critico
en la construccion de la serie de entrenamiento es garantizar la gran diversidad
molecular de la data. En orden de asegurar esta diversidad molecular nosotros
hemos seleccionado una data compuesta por una gran cantidad de entidades
moleculares, algunos reportados como antiinflamatorios y el resto conformada
por compuestos con otros usos farmacolégicos. La data de compuestos activos
fue seleccionada considerando toda la representatividad de los diferentes
nucleos estructurales (cabeza de series o compuestos lideres) y diferentes
mecanismos de accidén antiinflamatorios, un ejemplo de ello se muestra en la
Figura 3.1. Las estructuras de todos los compuestos antiinflamatorios utilizados
en este trabajo estan en la Tabla 1 de los Anexos.

El conjunto de compuestos inactivos fue construido de la siguiente forma. Se
seleccion6 aleatoriamente una base de datos de farmacos con diferentes usos
farmacolégicos. Estos farmacos incluyen antivirales, hipnético y sedante,
anticonvulsivante y antiepilectico, Diuréticos, radioprotector, Hipoglucemiante,
antihipertensivo, anestésicos, anticoagulantes, antimalaricos, antihelminticos,
antidepresivos, antiprotozos, opioides, antihistaminicos, antipsicoticos,
antifungicos, antibacteriales, etc. Esta claro que la declaracion de estos
compuestos como ‘inactivos’ (sin actividad antiinflamatoria) no garantiza que
alguno de estos compuestos presente alguna actividad antiinflamatoria aun no
detectada. Este problema puede verse reflejado en los resultados de la
clasificacion de la serie de compuestos inactivos. Sin embargo, alguno de estos
compuestos puede ser detectado (clasificado) por la funciéon de clasificacidon

como antiinflamatorios. En este sentido, estas moléculas serian ‘erroneamente’
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Figura 3.1. Ejemplo de la diversidad estructural de los compuestos con actividad
antiinflamatoria utilizados en este estudio.
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clasificadas como inactivas en un principio y pudieran ser escogidas para ser
evaluadas experimentalmente.

El conjunto de la data de compuestos (activos e inactivos) fue dividido
aleatoriamente en dos subconjuntos. Uno de estos conjuntos es usado como
serie de entrenamiento para el desarrollo de la funcion de clasificacién y el otro
es usado como serie de prediccion externa. Los compuestos incluidos en la serie
de prediccién externa nunca fueron usados en el desarrollo de los modelos
cuantitativos. Todos los compuestos utilizados en este estudio fueron tomados
del (74) y de la base de datos ‘Merck Index’ (75) donde los nombres, sinénimos
y féormulas estructurales para cada uno de los compuestos pueden ser

encontrados.

3.2. Método Computacional. TOMOCOMD-CARDD software.

TOMOCOMD (76) es un programa interactivo para el disefio molecular e
investigaciones bioinformaticas. El programa esta compuesto por cuatro
modulos o subprogramas. Cada uno de estos mdédulos consta de una interfaz
grafica que facilita al investigador la representacion de las moléculas (drawing
mode) y el calculo de varias familias de descriptores moleculares (calculation
mode). Los mdédulos han sido denominados con las siguiente siglas acréonimas:
CARDD (Computed-Aided ‘Rational’ Drug Design), CAMPS (Computed-Aided
Modeling in Protein Science), CANAR (Computed-Aided Nucleic Acid Research)
y CABPD (Computed-Aided Bio-Polymers Docking). En este trabajo, nosotros
usaremos el subprograma CARDD. Este modulo fue desarrollado basado en
una filosofia amigable para el usuario, el cual no tiene que tener a priori ningun
conocimiento de programacion.
Los principales pasos para desarrollar un estudio QSPR/QSAR utilizando el
enfoque topolégico molecular TOMOCOMD-CARDD, son resumidos brevemente
a continuacion:

1. Representar el seudografo molecular de cada una de las moléculas de

la base de datos a analizar, usando el moédulo de dibujo del software. Este
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procedimiento es llevado a cabo seleccionando el atomo deseado perteneciente
a diferentes grupos de la tabla peridédica en el momento de representar las
moléculas,

2. Usar un ‘peso’ apropiado (etiqueta) de atomo, en orden de diferenciar
cada tipo de atomo en la molécula. En este estudio hemos utilizado un esquema
de ponderaciones constituido por 5 propiedades atdomicas, las cuales son: masa
atomica (M), volumen de van der Waals (V), polarizabilidad (P),
electronegatividad en la escala de Mulliken (K) y electronegatividad en la escala
de Pauling (G).

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

4. Encontrar una o varias ecuaciones QSPR/QSAR usando técnicas
estadisticas o de inteligencia artificial adecuada, tales como Regresion Lineal
Multiple (RLM), Analisis Discriminante Lineal (ADL), Redes Neuronales (RN),
entre otras. Es decir, nosotros encontramos una relacion cuantitativa entre una
propiedad P y la estructura quimica codificada con los descriptores calculados.
Asi por ejemplo, la ecuacion obtenida con los indices lineales totales tomaria la
siguiente apariencia:

P= aofo(x) + alfl(x) + azfz(x) +....+ akfk(x) +C (3.1)
h
donde P es la medida de la propiedad (o actividad), fk(x) [0 ka(x)] es el kt

indice lineal total [o locall], y los términos a's son los coeficientes obtenidos por

el analisis estadistico multivariado.
5. Probar la robustez y demostrar el poder predictivo de las ecuaciones
QSPR/QSAR obtenidas usando procedimientos de validacién interna y externa.
6. Desarrollar una interpretaciéon estructural de los modelos QSAR/QSPR

obtenidos, que permita interpretar la propiedad P estudiada.
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Figura 3.2. TOMOCOMD-CARDD Software: A, Ventana para seleccionar el

modulo de trabajo. B, Interfaz grafica del subprograma de

farmacos.
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3.3. Desarrollo de las Funciones Discriminantes (FDs) usando ADL.

A pesar de que existen varias técnicas quimiométricas para generar FDs,
tales como “soft independent modeling of class analogy” (SIMCA) o redes de
neuronas (RNs) artificiales, el ADL fue seleccionado para obtener las funciones
de clasificaciones sobre la base de la simplicidad del método (30). Los modelos
QSAR-ADL se obtuvieron con el paquete de programas estadisticos
STATISTICA (77). El método de seleccion de variables utilizado fue el de “pasos
hacia delante (‘forward stepwise’). En todos los casos el estadistico F y la
tolerancia se usaron para el control del proceder de seleccion. En este sentido,
la colinealidad entre variables fue examinada utilizando las matrices de
correlaciones entre las variables incluidas en el modelo. Siempre se utilizé, por

defecto, como minimo aceptable de tolerancia el valor de 0.01.

Con el objetivo de ensayar la calidad y robustez de los modelos obtenidos,

siempre evaluamos varios parametros estadisticos, tales como la A de Wilks, el

valor de F y el cuadrado de la distancia de Mahalanobis (D2). Otro factor que se
tuvo en consideracion para evaluar la habilidad (poder discriminante) de las FDs
obtenidas, fueron los porcentajes de buena clasificaciébn en cada uno de los
grupos y del modelo en general en la serie de entrenamiento. La clasificacion de

los casos se desarroll6 por medio de la probabilidad de clasificacion posterior.

2
Usando la D para la clasificacion, se pueden obtener probabilidades. La

probabilidad de que un caso pertenezca a un grupo particular es basicamente

‘proporcional’ a la D2 del caso al centroide del grupo. En resumen, la
probabilidad posterior es la probabilidad, basada en el conocimiento de los
valores de otras variables, de que el respectivo caso pertenece a un grupo en
particular. Ademas, se utilizaron varios parametros estadisticos para evaluar la
calidad de los modelos obtenidos (coeficiente de correlacion de Mattews,
sensibilidad, especificidad, etc), todos calculados a partir de la matriz de

confusion (78).
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Los resultados de las probabilidades de clasificacion para cada compuesto se
muestran utilizando el siguiente parametro: AP% = [P(actv)-P(inactv)]x100,
donde P(actv) es la probabilidad con que la ecuacion clasifica un compuesto
como activo. Contrariamente, P(inactv) es la probabilidad con que el modelo
clasifica un compuesto como inactivo. Cuando AP% esta en el rango -5 < AP%
< 5 los compuestos fueron considerados como no clasificados.

Para acceder al poder predictivo de los modelos QSAR-ADL obtenidos, se
desarrollaron procedimientos de validacién externa. Finalmente fueron
calculados en la serie de entrenamiento y prediccion; el porcentaje de buena
clasificacion global (exactitud), especificidad, sensibilidad, la razén de falsos
positivos (RFP) y el coeficiente de correlacion de Mathews (MCC). Estos

parametros permiten evaluar la calidad de los modelos obtenidos. (79).
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Capitulo IV: Resultados y discusion.
4.1. Disefo de la base de datos.

Las series activas e inactivas empleadas para obtener las funciones de
clasificacion son divididas en series de entrenamiento y prediccion. En este
sentido, primeramente debe ser probada la diversidad estructural de la base de
datos, para ello se realizo un Andlisis de Conglomerados Jerarquicos (CAs) a las
series activas e inactivas de compuestos (80,81). Para desarrollar estos analisis
de conglomerados fue utilizado el paquete estadistico STATISTICA (77) Los
dendrogramas fueron obtenidos usando la distancia euclideana (abcisa X) y al
vincula completa (abcisa Y) como se muestra en las Figura 4.1 y 4.2, para la
serie de compuestos activos e inactivos, respectivamente.

En ambos arboles binarios puede observarse un gran numero de patrones
estructurales diferentes, lo que prueba la variabilidad estructural de los
compuestos seleccionados para conformar la base de datos.

Mediante este procedimiento es posible escoger de forma racional las series de
entrenamiento y prediccion aunque debido a la dificultad de evaluar los
dendrogramas obtenidos, es necesario realizar otro tipo de analisis de cluster.
Se realizaron dos analisis de cluster de particion (no-jerarquicos) llamados
también k-MCA (analisis de cluster de k-medias) para dividir la base de datos en
dos series: entrenamiento y prediccion. La idea principal de este procedimiento
consiste en hacer una particiéon de las series activas e inactivas en diferentes
subconjuntos de compuestos estadisticamente representativos. Este
procedimiento asegura que cualquiera de estos subconjuntos (determinado por
los conglomerados derivados del k-MCA) estara representado en ambas series

(entrenamiento y prediccion).
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Figura 4.1. Dendrograma que muestra los resultados del k-NNCA jerarquico del conjunto de compuestos
antiinflamatorios usados en la serie de entrenamiento y prediccion del presente trabajo.
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En este sentido, se realiza un primer k-MCA para la base de datos de
compuestos activos, y luego otro k-MCA para el subconjunto de compuestos
inactivos. En este primer k-MCA (k-MCA 1) Ila data de compuestos
antiinflamatorios fue dividida en 9 conglomerados. Ademas se efectla un
segundo k-MCA (k-MCA 11) para la base de datos de inactivos, dividiendo la data
en 10 conglomerados. Para estos analisis de cluster se emplean los indices
lineales no-estocastiscos y todas las variables empleadas muestran valores de
significacion de p<0.005 para la prueba de Fisher. Estos resultados son

mostrados en la Tabla 4.1.
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Figura 4.2. Dendrograma que muestra los resultados del k-NNCA jerarquico para el conjunto de
compuestos inactivos usados en la serie de entrenamiento y prediccion del presente trabajo.

A continuacion se realiza la seleccion de las series de entrenamiento y
prediccion tomando compuestos de forma aleatoria de cada uno de los
conglomerados formados. Como fue sefalado anteriormente, estos 1213
compuestos fueron divididos en una serie de entrenamiento con 919
compuestos escogidos aleatoriamente, siendo 443 de ellos activos y 476
inactivos. El subconjunto restante conformado por 294 compuestos, con 144
antiinflamatorios y 150 con otros usos farmacologicos, se usa como serie de

prediccién para la validacion externa de los modelos de clasificacion.
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Tabla 4.1. Principales resultados de los k-MCAs, para los compuestos antiinflamatorios y
los compuestos inactivos.

Anélisis de Varianza

Variables Between Within Fisher(F) p-level®
ss? ssP
Anélisis de Conglomerados de los Compuestos Antiinflamatorios (k - MCA 1)
Viy(X) 240.52 38.39 401.65 0.00
Vi H(X p) 213.35 59.42 230.19 0.00
VET (X)) 209.32 48.90 274.45 0.00
f, (X g) 174.14 71.72 155.67 0.00
Mo M (X g) 180.77 85.47 135.59 0.00
"fLN(X ) 197.43 47.40 267.05 0.00
Kt (X) 311.21 72.67 274.56 0.00
P (X) 234,51 40.56 370.71 0.00
MM (X g) 207.44 53.82 247.11 0.00
f, (X)) 279.88 39.16 458.22 0.00
Analisis de Conglomerados de los Compuestos Inactivos (k — MCA 1)
Vig(X) 253.38 72.80 263.22 0.00
Vi (X e) 388.93 62.22 472.76 0.00
Vi (X) 260.13 86.26 228.05 0.00
f, (X g) 458.04 72.83 475.62 0.00
Meo M (X g) 425.55 136.08 236.51 0.00
PR X g) 405.26 62.62 489.45 0.00
Kt (X) 192.71 66.92 217.77 0.00
P (X) 281.11 69.04 307.91 0.00
MeL P (X E) 527.46 85.78 465.04 0.00
f, (X) 235.24 53.72 331.16 0.00

®Variabilidad entre los grupos.
®Variabilidad dentro de los grupos.
°Nivel de significacion.

Estos compuestos de la serie de prediccion no fueron usados para la
construccion de los modelos de clasificacion. En la figura 4.3 se muestra el
procedimiento descrito para la seleccion de los subconjuntos representativos en
las series de entrenamiento y predicciéon con el uso de los andlisis de cluster

correspondientes.

4.2. Desarrollo y Validacion de las Funciones Discriminantes.

Con el objetivo de identificar compuestos con actividad antiinflamatoria

fueron obtenidas funciones discriminantes sobre la base de una familia de DMs
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implementados en el programa TOMOCOMD-CARDD. En este sentido, las

estructuras moleculares de cada compuesto en la base de datos fueron
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Figure 4.3. Algoritmo para el disefio de las series de entrenamiento y prediccion.

J

parametrizadas haciendo uso de los indices lineales no-estocasticos y
estocasticos basadas en relaciones entre nacleos atémicos. Dichos descriptores
fueron calculados para todos los compuestos incluidos tanto en la base de datos
[Serie de entrenamiento (SE) y serie de prediccion (SP)] extraida de la literatura.
Una vez calculados los indices lineales no-estocasticos y estocasticos se
procedié a la obtencién de los modelos mediante andlisis discriminante lineal
(ADL). Esta técnica permite encontrar una funcién discriminante con la habilidad
de distinguir entre dos grupos de poblaciones (30). Para obtener la funciéon
discriminante que permitio la clasificacion de compuestos como posibles activos
(antiinflamatorios), fueron empleados como variables independientes los k-
eésimos (k = 15) indices lineales totales y locales estocasticos y no estocasticos

basados en relaciones de atomos no considerando y considerando atomos de
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hidrégenos (H) en el pseudo-grafo molecular (G), [f(X), f(X), f(X g),
fi (X ) ¥ f (X en), respectivamente]. Estos indices fueron calculados con el
programa TOMOCOMD-CARDD (76), y los modelos obtenidos se pueden

observar en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Modelos Discriminantes obtenidos usando los indices lineales totales y locales
(no estocastico y estocastico).

Modelos QSAR-ADL obtenidos con los indices Lineales no estocasticos

Class = -2.960 — 8.662x10* ™f,"(X ) -2.326x10* M3 "( X g) + 2.206x107 V5 (X £)
+5.156x10% M, "(X g.n) — 1.684x107 M M(X ) + 3.780x10° My(X ) +1.123x10%M," (X)
'2.365)(10-2 MfOLH( X E) + 1372)(107 MleLH( X E-H) (41)

Class = -2.881 + 2.356x107% Vf5( X ) - 6.424x107° V{3 (X &) + 6.292x107% Vi3 (X £) -1.006x10°° V§,"(X)

+4.579x10™ Vf,5(X ) — 3.802x107% Vfo (X )+ 3.255%1072 Vo (X £.1) (4.2)

Class = -2.843 + 7.474x10%Pf,(X ) - 0.462 7f, (X ) + 0.425"f, (X ¢) -0.102 Pf;, (X &)
-3.497x107Pf,(X ) - 0.365 "fo (X &) + 1.612 "o (X £.y) - 0.132 Pf3 (X £.y)
+2.625x10%f14. "(X ) + 3.830x1072 PfH(X) (4.3)

Class = -3.401 + 6.997x10% f3( X ) — 7.499x102%f (X &) + 3.641x10° fg"(X ) + 0.101, (X &)
-9.426x102 ", (X £) + 1.679 F1 (X ) - 2.088 fo (X ) + 3.202x107 ¥f10 (X e)  (4.9)

Class = -3.433 + 7.523x10° ®f3( X ) + 0.793 ®f,."(X £) — 1.310x10°° *f;"(X ) + 0.120 *f, (X &)
- 0.105 ®f, (X g) — 3.115x10™ ®f5 (X &) - 0.879%F 1, (X £) - 0.266 (X 1)
+ 1.476x10°% 15 (X £.) + 9.337x107%f 15, (X en) 4.5)

Class = -2.955 + 2.430x10°® Vf3( X ) — 9.958x10 V{3 (X ¢) + 4.939x10° Vi3 (X ¢)
-5.935x10° Mg (X ) + 3.249x10° Pt (X ) + 2.091x107° Pf15( X ) + 6.052x107° ®f, (X g)
-9.036x10° “f5 (X g) (4.6)
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Tabla 4.2. Continuacién

Modelos QSAR-ADL obtenidos con los indices Lineales estocasticos

Class = -3.543 — 9.025x10 Mf,"(X ) - 0.101%fo, "(X ) -0.196 M°f,5™(X ) +0.137 V(X )
-0.114 M£,H(X ) + 0.173 V£, 57(X ) + 9.044x10% Mof, M (X £) — 8.142x107% Mof, (X ©)
-7.664x1072 M55 (X ) + 5.715x102 M, (X g) 4.7)

Class = -2.665 — 5.581x1072 Y*f14( X ) + 2.432x102 V*f,"(X ) — 7.012x102 V5, (X &)
+9.637x102V5,( X )— 6.526x107% V°f,"( X ) — 6.508x107% Vf,15( X ) — 7.853x102 V53 (X g)

+0.216 *f1q (X ) - 0.154 %1, (X ) + 0.11V5F5(X ) (4.8)

Class = -3.048 - 0.230 Pf;o( X ) - 0.447 P "(X ) - 1.796 "5f15™(X ) + 1.100 Pf,(X ) + 1.854 P°f,,"(X)
-0.521 75 (X e - 1.202 Pf P (X g) + 0.969 PFi4 (X £) -0.461 P5F,7(X) (4.9)

Class = -3.241 - 0.906 “*fo( X ) - 0.910 "f14 (X £) - 1.912 "*f,"(X) + 1.845 *f"(X ) + 1.174 *f»(X )
+0.622 “f, (X g) 4.10)

Class = -3.212 - 1.013 ®*fo( X ) - 0.355 %14 (X £) — 2.055 ®f,"(X ) + 1.999 ®%f,"(X ) + 1.349 ®%,(X)
(4.11)

Class = -2.797 — 8.387x107 V*f15( X ) — 4.214x107 Mf,"(X ) + 8.159x102 V5f,(X ) - 0.156 “*f;, "(X £.1)
+0.655 5 (X £.1y) — 5.698x1072 M, (X ) + 0.269 P°f"(X ) — 6.667x107 Vf53(X ) (4.12)

Modelos QSAR-ADL obtenidos con los indices Lineales

Class = -2.773 + 2.634x107 Pf,( X ) - 0.582 ", "(X £) +0.531 "f, (X £) +5.951x10° V*f, (X ¢)
—3.623x107 "f, "(X £) — 9.326 x10° “*f,"(X ) — 2.302x10% P57 (X ) (4.13)

En la Tabla 4.3 se sumarizan los porcentajes de buena clasificacion obtenidos
en el ajuste de cada modelo utilizando la misma serie de aprendizaje. Esta Tabla

también muestra los pardmetros comunmente usados en estadistica médica
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[Sensibilidad, especificidad, falsos positivos y coeficiente de correlacién de
Matthews (C)] (78).

En este contexto la sensibilidad no es mas que la probabilidad de predecir un
ejemplo positivo correctamente, mientras que la especificidad es la probabilidad
de que una prediccién positiva es correcta. A su vez, C cuantifica la fuerza de la
relacion lineal entre los descriptores moleculares y las clasificaciones, y puede
proporcionar a menudo una evaluacion mucho mas equilibrada de la prediccion
gue, por ejemplo, los porcentajes globales de clasificacion correcta. Ademas se
muestra otros estadisticos utilizados a la hora de determinar la calidad de los
modelos, A es el estadistico de Wilks, D? es el cuadrado de la distancia de
Mahalanobis y F es el estadistico de Fischer. En todos los casos el valor del

nivel de significacion fue adecuado, p < 0,05.

Tabla. 4.3. Parametros estadisticos de los modelos QSAR-ADL en la serie de
entrenamiento.

Modelos Coeficiente de Exactitud Especificida Sensibilidad Razon falso: Wilks F D?
correlacion de  ‘Qqota’ d (%) positivos A
Matthews (C) (%) (%) (%)
Modelos QSAR\ADL utilizando los indices lineales no estocasticos
[Eq.4.1(9)] 0.74 86.83 85.10 87.27 115 046 1199 474
[Eg.4.2 (7)] 0.75 87.38 86.68 87.07 11.9 0.47 1474 452
[Eqg.4.3 (10)] 0.76 87.81 86.00 88.40 10.5 0.44 1137 5.00
[Eg.4.4 (8)] 0.75 87.49 86.23 87.61 11.3 0.44 1444 5.07
[Eqg.4.5 (10)] 0.74 86.94 86.00 86.79 12.1 0.45 1118 4.92
[Eq.4.6(8)] 0.77 88.57 86.68 89.30 9.66 0.44 1457 5.2
Modelos QSAR\ADL utilizando los indices lineales estocasticos
[Eq.4.7 (10)] 0.75 87.38 85.33 88.11 10.7 0.45 1104 4.86
[Eq.4.8 (10)] 0.74 87.16 85.10 87.88 10.9 044 1138 5.01
[Eq.4.9 (9)] 0.72 86.18 85.33 85.91 13.0 0.45 1252 4.95
[Eq.4.10 (6)] 0.73 86.62 85.33 86.70 12.2 047 1726 454
[Eq.4.11 (5)] 0.74 87.05 85.33 87.50 11.3 0.46 2115 4.62
[Eq.4.12 (8)] 0.77 88.47 86.68 89.10 9.87 0.44 146.0 5.13
Modelo general QSAR\ADL utilizando los indices lineales no estocasticos y estocasticos.
[Eg.4.13 (7)] 0.76 87.92 86.68 88.07 10.9 0.45 160.7 4.93
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Tabla 4.4. Parametros estadisticos para los modelos QSAR-ADL en la serie de
prediccion.

Modelos Coeficiente de Exactitud Especificida Sensibilidad Razon falsos
correlacion de ‘Qrotal’ (%0) d (%) positivos
Matthews (C) (%) (%)
Modelos QSAR\ADL utilizando los indices lineales no estocasticos
[Eq.4.1] 0.71 85.37 86.11 84.35 15.3
[Eq.4.2] 0.74 87.07 88.19 85.81 14.0
[Eq.4.3] 0.77 88.44 88.89 87.67 12.0
[Eq.4.4] 0.73 86.39 87.50 85.14 14.6
[Eq.4.5] 0.73 86.73 87.50 85.71 14.0
[Eq.4.6] 0.73 86.73 87.50 85.71 14.0
Modelos QSAR\ADL utilizando los indices lineales estocasticos
[Eq.4.7] 0.73 86.39 85.42 86.62 12.6
[Eq.4.8] 0.78 88.78 87.50 89.36 10.0
[Eq.4.9] 0.76 88.10 85.42 89.78 9.33
[Eq.4.10] 0.75 87.41 88.19 86.39 133
[Eq.4.11] 0.75 87.41 86.11 87.94 11.3
[Eq.4.12] 0.80 89.80 90.28 89.04 10.6
Modelo general QSARVADL utilizando los indices lineales no estocasticos y estocasticos.
[Eq.4.13] 0.76 88.10 86.81 88.65 10.67

Los modelos obtenidos con los indices lineales no-estocasticos vy
estocasticos (Ecs 4.6 y 4.12) resultantes de las combinacion de las diferentes
ponderaciones describen de una forma adecuada la actividad antiinflamatoria
con valores de Q = 88.57% (C=0.77); y Q= 88.47% (C=0.77), respectivamente.
En todos los casos se evidencian adecuados porcentajes de falsos activos (ver
Tabla 4.3). Los falsos activos son compuestos inactivos que los modelos los
clasifica como antiinflamatorio y los falsos inactivos son los compuestos activos
clasificados como inactivos por los modelos. Los valores de A4P%
(probabilidades posteriores) para estos compuestos en la SE, se muestran en la
Tablas 2 y 3 de los Anexos.

Una de las aplicaciones mas importantes de un modelo QSAR es su uso en
la prediccion de la actividad de nuevas entidades quimicas, que incluso no
tienen que tener existencia fisica aun. En este sentido, uno de los criterios para
la aceptacion o no de un modelo QSAR como los que se han desarrollado en
este trabajo, estdn basados en los estadisticos de la serie de prediccion externa

(79). En esta serie los dos mejores modelos (Ecs 4.6 y 4.12) clasificaron
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correctamente el 87.50% y el 90.27% de los compuestos activos y el 86.00% vy el
89.33% de los compuestos inactivos, para un porcentaje de buena clasificacion
global de 86.73% y 89. 80%, respectivamente. Como puede observarse, en esta
serie el modelo ajustado usando los indices estocéasticos (Ec. 4.12) describid
mas adecuadamente la actividad biolégica de estos compuestos. Estos
resultados se sumarizan en la Tabla 4.4, donde también muestran los valores
de otros parametros estadisticos obtenidos en la serie de validacién externa
(exactitud, sensibilidad, especificidad, etc.) Los resultados de la clasificacion
(valores de las probabilidades posteriores) para cada uno de los compuestos
activos e inactivos en la SP se pueden observar en las Tablas 4 y 5 de los
Anexos.

De forma general podemos plantear que los dos modelos presentan
parametros estadisticos significativos; pero teniendo en cuenta los resultados en
la clasificacion de los compuestos en la SP externa, consideramos que la (Ec.
4.12) es superior a la (Ec. 4.6). No obstante, estas diferencias no son
significativas y en la préactica todos los modelos obtenidos deben ser utilizados
en paralelo en el momento de seleccionar compuestos como posibles
antiinflamatorios. Este enfoque sera evidenciado méas adelante a través de un
ejemplo de tamizaje virtual para el descubrimiento biosilico de nuevos
antiinflamatorios. Uno de los principales parametros que se debe tener en
cuenta cuando los modelos son usados en la préactica de la quimica médica es la
razén de falsa alarma positiva (FAR). Este parametro revela la probabilidad de
seleccionar un compuesto negativo (no antiinflamatorios) como positivo
(antiinflamatorios), o sea un falso activo.

El calculo de este pardmetro estadistico se realiz6 tanto para las SE como
para las SP por cada uno de los modelos obtenidos. Teniendo en cuenta la
cantidad de compuestos quimicos que existen en la actualidad a los cuales no
se les han realizado ningun tipo de ensayos, es preferible obtener una FAR lo
mas baja posible, pues de esta manera no estaremos evaluando compuestos

gue los modelos lo describen como positivo, siendo realmente negativos.
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4.3. Segunda Serie de Predicion Externa. Simulacién de Screening’ Virtual
e lIdentificacion de Nuevas Entidades Moleculares Como Farmacos
Antiinflamatorio: Ensayos In-Silico.

El ‘screening’ virtual ha emergido como una interesante alternativa para la
evaluacion masiva de compuestos quimicos (32). Este proceso consiste en
utilizar los modelos obtenidos en la evaluacion virtual de grandes bases de datos
en orden de encontrar un conjunto reducido de compuestos predichos con la
actividad biolégica deseada. Por tal motivo, conjuntamente con el desarrollo y
corroboracién de los modelos de prediccidon, se desarrollo un procedimiento de
evaluacion in silico de farmacos con diversos usos farmacologicos con el
objetivo de identificar compuestos antiinflamatorios.

En este sentido, podemos plantear que existen 2 enfoques diferentes para
encontrar un nuevo compuesto antiinflamatorios: 1) encontrar compuestos
conocidos, con otras actividades o usos, en bases de datos quimicas y probar su
actividad antiinflamatoria experimentalmente o 2) disefio de nuevos compuestos
para ser sintetizados en un laboratorio quimico y posteriormente evaluados
experimentalmente. Ambos enfoques son importantes y muy utilizados en la
practica farmacéutica, el primero permite la seleccion de compuestos con
métodos de sintesis bien establecidos y en muchos casos su comportamiento
toxicoldgico y farmacodinamico es bien conocido, sobre todo para el caso de
compuestos comercializados como farmacos. El segundo enfoque permite el
disefio de nuevos cabezas de serie (compuestos lideres) con la actividad
deseada, pero ellos necesitan ser primeramente sintetizados, evaluados
farmacologicamente y finalmente tienen que pasar a través de rigurosos ‘test’
toxicoldgicos y farmacodinamicos.

Por esta razdn seleccionamos ambos métodos para la busqueda de nuevos
compuestos antiinflamatorios. En el primer caso desarrollamos una exhaustiva
basqueda en el Martin Negwer Handbook (74) de compuestos para ser
evaluados en los modelos. Un reducido grupo fue identificado por las funciones

discriminantes como posibles antiinflamatorios. Asi por ejemplo, en la Tabla 6 de
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los anexos se muestra una lista de compuestos que fueron identificados
(seleccionados) por todos los modelos de clasificacion como promisorios
antiinflamatorios, es de destacar que todos estos compuestos muestran
actividad con una probabilidad mayor que el 80%, para todas las ecuaciones.
Entre estos, nosotros podemos encontrar conocidos farmacos con otras
propiedades farmacoldgicas. Estos resultados son unos de los mas importantes
criterios de validacidon de los modelos desarrollados en este trabajo, pues estos
son capaces de detectar una serie de compuestos como activos a partir de miles
de compuestos incluidos en las bases de datos. Por supuesto que esto es un
resultado preliminar y la actividad de los compuestos seleccionados como
antiinflamatorios tienen que ser corroborada experimentalmente.

Tomando en consideracion los resultados obtenidos, en la simulacién de cribado
virtual, que da un criterio de la fiabilidad de nuestros modelos para la
discriminacion de la actividad antiinflamatoria, se evaluaron nuevos compuestos
de sintesis quimica a través de los modelos QSAR obtenidos y varios de ellos
fueron identificados como posibles compuestos con actividad antiinflamatoria.
Los resultados de la clasificacion de estas nuevas entidades moleculares se
muestran en la Tabla 7 de los Anexos. A partir de estos resultados, es posible
contar con un grupo de moléculas como potenciales antiinflamatorios, sin
embargo se hace necesario corroborar la actividad predicha a través de las

pruebas experimentales.
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Conclusiones.

Conclusiones.

. Se recolecto una base de datos de la literatura de compuestos a los que se
les ha reportado experimentalmente actividad antiinflamatoria para acceder
al andlisis y la modelacion confiable de la data.

. Se obtuvieron modelos QSAR utilizando descriptores TOMOCOMD-
CARDD que permitieron la descripcion de la actividad antiinflamatoria.

. Se desarrollaron procesos de validacion externa de los modelos
encontrados, para demostrar la robustez y el poder predictivo de los
mismos.

. Se aplicaron todos los modelos obtenidos al “screening” virtual de
compuestos quimicos para evidenciar las potencialidades del método
TOMOCOMD-CARDD en el descubrimiento (seleccion/identificacion y/o

disefio) de nuevos compuestos lideres.
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Recomendaciones.

1. Desarrollar modelos QSAR utilizando otros descriptores TOMOCOMD-
CARDD que permitan la descripcién de la actividad antiinflamatoria
2. Realizar los ensayos experimentales de los compuestos seleccionados

como posibles antiinflamatorios.
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