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RESUMEN

La leishmaniasis es una enfermedad zoondtica causada por diferentes
especies de protozoos del género Leishmania. Forma parte de las patologias
tropicales olvidadas o desatendidas relacionadas con la pobreza y la
desventaja social. Leishmania amazonensis es una de la especies de mayor
importancia médica para el continente americano, pues es la causante de una
gran variedad de manifestaciones clinicas, algunas de ellas potencialmente
mortales. La quimioterapia empleada para tratarlas presenta una alta
frecuencia de efectos citotoxicos serios, reacciones adversas e incidencia
creciente de resistencia. Esto hace necesaria la identificacion rapida de nuevas
alternativas terapéuticas, y los estudios in silico han demostrado ser capaces
de disminuir los altos costos de los procesos de sintesis y bioensayos, asi
como el tiempo empleado en la identificacion de compuestos efectivos contra
diversas dianas terapéuticas. En la presente investigacion se realiza un estudio
donde se emplean técnicas de Inteligencia Artificial para dar solucién a esta
problematica, empleando WEKA 'y descriptores moleculares 0D-2D
implementados en el software Dragdn. Se confecciond una base de datos y se
empled el analisis de conglomerados para disefiar las series de entrenamiento
y prediccién. Se obtuvieron ocho modelos con las técnicas: k vecinos mas
cercanos, arboles de clasificacion, perceptron multicapas y maquina vectorial
de soporte (IBk, J48, MLP y SVM, respectivamente), los cuales alcanzaron
porcentajes de clasificacion entre 80 y 92 % para las series de entrenamiento y
prediccién y cuyo poder predictivo se constatd a través de procedimientos de
validacién externa. Los sistemas multiclasificadores ensamblados de voto
empleados en la prediccibn de compuestos contra el parasito mostraron
mejores resultados de exactitud (91,33 y 96,77 %) que los modelos por
separado y permitieron la identificacion de forma éptima de 8 compuestos con
potencial actividad contra Leishmania amazonensis a través del cribado virtual

de la base de datos internacional DrugBank.
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INTRODUCCION

Las leishmaniasis constituyen un amplio espectro de formas clinicas cuya
causa es la infeccibn por protozoos parasitos del género Leishmania,
transmitidos al hombre y los animales a través de la picadura de insectos de la
familia Psychodidae.(1, 2) Han sido incluidas por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en la categoria | de enfermedades infecciosas (situacion
emergente e incontrolada) y forman parte de las patologias tropicales olvidadas
o desatendidas, relacionadas con la pobreza y desventaja social. Se encuentra
entre las méas relevantes enfermedades infecciosas a nivel mundial si se tiene
en cuenta el ascendente numero de personas en riesgo (mas de 350
millones),(3) la ausencia de tratamientos totalmente efectivos y el marcado

incremento en su incidencia en las ultimas décadas.(3)

En América Latina se ha observado en los ultimos afios un aumento en el
namero de casos reportados, particularmente en Brasil, Bolivia, Pera y
Colombia.(2) Nuestro pais a pesar de no haber detectado casos autoctonos de
la enfermedad, manifiesta un gran interés en el estudio de los mismos dada la
importancia de la leishmaniasis en el contexto internacional, la posicién
geografica de Cuba y el principio internacionalista de nuestro sistema social,
asi como los avances cientifico-técnicos de la ultima década, que en muchos
casos, han impuesto novedades en el manejo de aspectos esenciales de la
enfermedad no resueltos aun.(4)

Los signos y sintomas clinicos que presentan los pacientes varian en relacion
con las especies responsables de la infeccion, y las distintas caracteristicas de
la interaccion parasito-hospedero(5) Las manifestaciones clinicas clasicas de la
leishmaniasis han sido etiquetadas como leishmaniasis visceral, cutanea y
mucocutanea y van desde Ulceras en la piel que cicatrizan espontaneamente,
hasta formas fatales en las cuales se presenta inflamacién severa del higado y
el bazo, pudiendo afectarse otros érganos como los rifiones y la médula 6sea.

Han sido reportadas mas de 20 especies de Leishmania y entre ellas la
Leishmania amazonensis tiene una importancia vital para el continente
americano pues es la causante de una gran variedad de manifestaciones

clinicas, algunas de ellas potencialmente mortales para las cuales la


http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29

guimioterapia es el procedimiento terapéutico generalmente empleado; sin
embargo existe una alta frecuencia de efectos citotoxicos serios y reacciones
adversas inherentes a la mayoria de los farmacos empleados, asi como una
incidencia creciente de resistencia a ello.(6) Los compuestos con actividad
antileishmanidsica son objeto de estudio a nivel mundial, pero dada la
diversidad de especies del género Leishmania, el complejo ciclo de vida del
parasito, y la variedad de manifestaciones clinicas que presenta la enfermedad

se hace muy engorroso encontrar nuevos compuestos efectivos.(7)

El enfoque de disefio/descubrimiento de farmacos asistido por computadoras
ofrece una alternativa mas econémica y rapida en el campo de la sintesis y
evaluacion de compuestos con determinada actividad farmacologica(8). Estos
métodos llamados “in silico” engloban todas las técnicas asistidas por
ordenadores usadas en el disefio/descubrimiento y optimizacién de
compuestos con propiedades deseadas y ha jugado un rol fundamental en el
desarrollo de un nimero de farmacos que actualmente se encuentran en el
mercado. Los procedimientos “in silico” disminuyen los altos costos de los
procesos de sintesis y bioensayos; los cuales se realizan solamente después
de la exploracion de los conceptos iniciales con modelos de Relaciones
Cuantitativas Estructura-Actividad/Propiedad [conocidos internacionalmente por
su siglas en inglés QSAR/QSPR (Quantitative Structure Activity/Property
Relationships).(9, 10)

Actualmente la Facultad de Quimica y Farmacia y el Centro de Bioactivos
Quimicos (CBQ) de la Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas realizan
investigaciones dirigidas al desarrollo de nuevos principios activos para la
industria farmacéutica en las ramas de la medicina veterinaria, humana y la
sanidad vegetal. Dentro de ellas, el Grupo de Disefio Molecular Asistido por
Computadora e Investigaciones Bioinformaticas (CAMD-BIR Unit, por sus
siglas en inglés) y el CBQ, han presentado resultados relevantes en este
campo empleando métodos computacionales cuya aplicacion en estudios
QSAR ha permitido el desarrollo de nuevos métodos grafo-tedricos para el
disefio molecular de compuestos organicos potencialmente bioactivos.(11)

Por todo lo anterior podemos identificar el siguiente Problema cientifico:



En la actualidad no existen farmacos totalmente efectivos para el tratamiento

de las formas de leishmaniasis causadas por Leishmania amazonensis.
Como via para darle solucién se formula la siguiente hipoétesis:

Es posible la identificacibn de nuevos compuestos con potencial actividad
contra Leishmania amazonensis mediante el empleo de métodos QSAR.

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

Identificar nuevos compuestos antileishmaniasicos mediante métodos in

silico.
Siendo nuestros objetivos especificos:

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

2. Obtener modelos QSAR que permitan, tras su validacién, predecir la
actividad de compuestos frente a ambas formas del parasito utilizando
descriptores moleculares.

3. ldentificar nuevos compuestos con potencial actividad contra este
parasito mediante el cribado virtual de bases de datos.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Leishmaniasis. Generalidades

Las leishmaniasis constituyen un amplio espectro de formas clinicas (figura 1)
cuya causa es la infeccion por protozoos parasitos del género Leishmania,
transmitidos al hombre y los animales a través de la picadura de insectos de la
familia Psychodidae géneros Phlebotomus y Lutzomyia.(6) Es endémica en
cerca de 88 paises, de ellos al menos 24 del continente americano, y se estima
gue el numero de personas en riesgo de infeccidon a nivel mundial asciende
aproximadamente a 350 millones.(3) Su incidencia ha aumentado desde los
afios "80s, y ha ganado una posicion relevante en el mundo entre las causas
de muerte por este tipo de enfermedades.(6) Forma parte de las patologias
tropicales olvidadas o desatendidas, que generalmente se asocian a pobrezay
desventaja social. Existe muy poco interés en los campos investigativo y de
desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas, medicamentos o vacunas para
tratarla por parte de las grandes compafiias farmacéuticas dada la carencia de

recursos de los grupos sociales que la padecen.(12, 13)

En Cuba no se han detectado casos autéctonos de la enfermedad, no obstante,
la magnitud que ha alcanzado en el contexto internacional asi como el principio
internacionalista de nuestro sistema social, apoyan el interés en esta patologia
siendo vital el conocimiento actualizado sobre ella por parte de los médicos
cooperantes, colaboradores de la salud y educacion sanitaria que llevan a cabo
misiones en los diferentes paises en los que esta resulta endémica(14) Por
nuestra posicion geografica y la afluencia de una gran cantidad de personas
provenientes de dichos paises a nuestro territorio resulta de interés el estudio
de esta patologia para profesionales, higienistas, epidemidlogos o salubristas
con responsabilidad en la conduccién y manejo de posibles casos importados a

nuestro pais.(14)

1. 2. Agente etioldgico
1.2.1 Filogenia y clasificacion taxondmica de Leishmania spp
Clasificacion taxonémica de Leishmania:
A) Phylum: PROTOZOO
B) Subphylum: SARCOMASTIGOSPHORA
1) Clase: FLAGELADOS


http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29

1.1) Orden: PROTOMONADINA

1.2) Familia: TRYPANOSOMATIDAE

1.3) Género: LEISHMANIA
Leishmania contempla mas de 20 especies y se divide en 3 subgéneros, de
acuerdo al sitio de desarrollo del parasito en el insecto transmisor: Leishmania
(Leishmania), Leishmania (Viannia) y Leishmania (Sauroleishmania), este
ultimo de lagartos, de acuerdo a estudios de filogenia molecular. Las especies
y subespecies se agrupan dentro de complejos en constante revision.
Asimismo, se reconocen paraleishmanias.(15, 16) Todos los miembros del
género Leishmania son parasitos de mamiferos. Los subgéneros, Leishmania y
Viannia, estdn separados en base a su localizacion en el intestino del
vector.(17)

Inicialmente, la clasificacibn de las especies se basé en distintos criterios
extrinsecos, como caracteristicas bioldgicas, geograficas y clinicas; por
ejemplo, L. guyanensis (aislada en Guayana), L. peruviana (aislada en Peru), L.
infantum (aislada de un nifio en Tunez) y L. gerbilis (aislada de un gerbo).(17)
Desde los afios setenta, se comenzaron a utilizar criterios intrinsecos basados
en datos genéticos, bioquimicos e inmunolégicos para definir las especies.(18)
La utilizacion de estas técnicas moleculares condujo a que la OMS publicara un
esquema taxondémico actualizado (Anexo0l).(19) La aparicion de nuevos
métodos de deteccion, aislamiento e identificacion genética condujo a un
incremento sustancial en el nimero de especies descritas. Hoy en dia se
conocen alrededor de 30 especies, siendo mas de 20 patogénicas para el
hombre. Generalmente, las especies del parasito presentan diferentes
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, en funcién de los distintos perfiles
genéticos y fenotipicos.

Listado de especies de Leishmania: Leishmania aethiopica, L. amazonensis, L.
arabica, L. archibaldi, L. aristedes, L. braziliensis, L. chagasi, L. colombiensis,
L. deanei, L. donovani, L. enriettii, L. equatorensis, L. forattinii, L. garnhami, L.
gerbili, L. guyanensis, L.herreri, L. hertigi, L. infantum, L. killicki, L. lainsoni, L.
major, L. mexicana, L. naiffi, L. panamensis, L. peruviana, L. pifanoi, L. shawi,

L. turanica, L. tropica, L. venezuelensis.(20)



Se han centrado debates acerca de la clasificacion taxondmica de las especies
L. panamensis, L. peruviana, L. chagasi, L. infantum, L. archibaldi, L. garnhami,
L. pifanoi, L. venezuelensis y L. Forattinii. Diferentes estudios han esclarecido
el estatus de algunas de ellas, por ejemplo: L. chagasi es aceptado como
sinbnimo de L. infantum y L. peruviana ha sido validada como una especie
independiente. El resto de especies mencionadas estan todavia en

discusion.(20)

1.2.2 Morfologia basica de la Leishmania.
Para comprender el ciclo de vida de la Leishmania es necesario conocer que

implica esencialmente el paso alternativo de un hospedador vertebrado a otro
invertebrado, y viceversa, con dos formas morfologicas principales, la
intracelular o amastigote en las células del sistema fagocitico mononuclear del
hospedero vertebrado y la extracelular o promastigote, en el tracto intestinal de
los fleb6tomos (Figural).

Los amastigotes, son inmdviles y se observan al microscopio éptico como
cuerpos ovales, de una longitud entre 3-5 um y anchura que va de 1,5-2,5 pum.
En su citoplasma, se observa un nucleo esferoidal, voluminoso generalmente
excéntrico, y préximo a este un kinetonucleo de aspecto bacilar o
bastoniforme.(21) Estos son exclusivamente intracelulares (macréfagos) pero
pueden encontrarse en el intersticio cuando el parasito se replica y produce la
ruptura de la célula huésped.(21)

Los promastigotes son fusiformes, moviles y extracelulares, con un tamafio
gue varia entre los 10-30 um de largo y los 1,5-3 um de ancho. Para su
desplazamiento emplean un largo flagelo libre ubicado en su region anterior.
Destaca en ellos la presencia de un nucleo oval central y un kinetonucleo en

forma de baston claramente pre nuclear.(22)



A yB Fuente: http:/ars.sciencedirect.com/content/image/1-s2.0-S0020751907001038-gr1.ipg;
C,D Tomados de: Aspectos dermatoldgicos de la leishmaniasis.pdf Prof. Dr. José Roberto Morales

Figura 1. Morfologia béasica de la Leishmania. A y B Representacion esquematica en
la formas promastigote y amastigote, respectivamente. C promastigotes, D
Amastigotes

1.2.3 Ciclo biologico.
La Leishmania es heterogénea y completa su ciclo biolégico usando dos

huéspedes uno invertebrado que es el vector o fleb6tomo y uno vertebrado.
Figura 2. El ciclo puede completarse de diferentes formas: una, principalmente
silvestre, en la que la Leishmania circula entre los reservorios naturales y los
vectores propios de la zona endémica, otra donde los flebétomos infectados
pueden atacar al hombre y a los animales domésticos o peri domésticos y una
tercera en la que el propio hombre infectado transmite, a través del vector, el
parasito a otro hombre.(22)

El ciclo comienza cuando el vector pica a un vertebrado infectado, adquiriendo
los parasitos ya sea de la sangre o de lesiones de la piel. En la sangre ingerida
se encuentran macréfagos con amastigotes en su interior ocurriendo su
transformacion a promastigotes dentro del flebétomo en las siguientes 24 a 48
horas(22) (Figura 3).
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Figura 2. Ciclo biologico de la Leishmania.

Dentro del flebétomo vector los promastigotes se multiplican activamente por
division binaria longitudinal. Algunos quedan libres desde el inicio en el lumen
intestinal; otros se adhieren a la pared por hemidesmosomas. La localizacion
del parasito en el intestino varia de acuerdo a cada especie del vector y de
Leishmania. Después de la replicacion en el intestino, los promastigotes migran
al es6fago y la faringe donde se aglutinan al secretar una sustancia en forma
de gel, obligando al fleb6tomo a regurgitarlos mientras se alimenta de la sangre
de un nuevo huésped.(23, 24)

Cuando el vector infectado pica a un huésped le inocula entre 10 y 100
promastigotes presentes en la proboscis y que penetran en la dermis. En los
vectores excesivamente infectados, la proboscis estd congestionada,
dificultando su alimentacién, por lo que el flebétomo realiza multiples picaduras
e inoculaciones. La picadura del vector es muy dolorosa y se describe



popularmente como "pringadura de manteca hirviente". Después de un periodo
de incubacion que varia entre dos semanas y dos meses o mas, aparece la
lesién inicial que puede ser Unica o multiple.(25) Muchos de los promastigotes
inoculados al nuevo huésped son destruidos por los leucocitos
polimorfonucleares antes de alcanzar el sistema reticulo endotelial. Esta forma
del parasito activa el complemento por una via que inicia la acumulacién de
neutréfilos y macréfagos,(26) facilitando su entrada al interior de estos ultimos,
una vez dentro ocurre un anclaje o adherencia del parasito a estructuras
celulares y se inicia un complejo proceso de multiplicacion que luego dara lugar
a la lisis celular y la liberacion de amastigotes capaces de invadir otros
macroéfagos. Estas formas del parésito han desarrollado varios mecanismos

para resistir la actividad digestiva y antimicrobiana de las células fagociticas.
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Figura 3. Transformaciones sufridas por el parasito dentro del huésped
(hombre) y del vector (fleb6tomo).

1.3. Vector

Se reconoce como vectores transmisores de las Leishmanias a las hembras de
dipteros hematofagos de la familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae y
los géneros Phlebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomyia (Nuevo Mundo) (figura 4).

en Macrofagos




Se han sugerido otros vectores invertebrados como por ejemplo pulgas y
garrapatas, aunque no existen pruebas experimentales que respalden estos
planteamientos.(27)

En América, existen mas de 400 especies diferentes de fleb6tomos de los
cuales solo una pequefa parte ha sido incriminada como vector de la
leishmaniasis. La singular y compleja biologia de cada especie abarca todos
los aspectos de la reproduccién, alimentacion, dispersion, habitos, etc. y
repercute directamente en la epidemiologia de la leishmaniasis asi como en los
métodos que se emplean para el control de los vectores. La comprension de la
complicada interaccion existente entre vector, parasito y hospederos constituye
una herramienta fundamental en la prevencién e intervencién en esta
enfermedad.(27)

Foto del Laboratorio de entomologia del PECET. Universidad de Antiogquia, Colombia
http://www.vectorbase.org/Image/organism_papatasi

Figura 4. Hembras adultas de fleb6tomos en estado Optimo para transmitir
Leishmania spp. A: Lutzomyia longipalpis y B: Phlebotomus papatasi.

Aspectos patoldgicos relacionados con el vector.

La Leishmania ha desarrollado mecanismos adaptativos Unicos para asegurar
su supervivencia en este complejo ciclo de vida. Estas incluyen, dentro del
flebotomo, la produccién de proteoglicanos que la protegen de la actividad
proteolitica de las secreciones del tracto digestivo, su unién o anclaje a este
gue impide su excrecion junto a los residuos de la alimentacién y la
acumulacién en la probdscide que asegura la ingurgitacion mientras se produce
la picadura.(23) Se ha sugerido que el anclaje al tracto digestivo medio del
fleb6tomo esta mediado por un lipofosfoglicano presente en el parasito y que
varia en las diferentes especies de Leishmania. Los vectores deben poseer
ligandos apropiados en las células del tracto digestivo medio para sostener el
anclaje del parasito.

La saliva del fleb6étomo juega un rol muy importante en el establecimiento de la

infeccion, la supervivencia y proliferacion de Leishmania spp. En el momento


http://www.vectorbase.org/Image/organism_papatasi

de la picadura, junto a los promastigotes, se depositan en el torrente sanguineo
del hospedero vertebrado componentes de la saliva que incluyen sustancias
vasodilatadoras, anti-hemostaticas, antiinflamatorias o con actividad
inmunosupresora, que incrementan el riego sanguineo en el sitio de la picadura
e inhiben los mecanismos microbicidas de los macrofagos receptores y actiian
ademéas como difusores y potenciadores de la infectividad del parasito;(28)
entre estos factores estan la apirasa, el maxadilan,(29) la adenosina y su
precursor 5"AMP,(30) la hialuronidasa y desintegrinas.(31-34)

1.4. Reservorios
Para asegurar que un animal constituye un reservorio es necesario corroborar

gue este se relaciona tanto con los habitos hematéfagos del flebétomo como
con el mantenimiento de poblaciones naturales del parasito, otro aspecto
importante es que deben constituir portadores asintomaticos y mantener
durante un tiempo prolongado la infeccion.(24) Los perros y humanos, ademas
de algunos equinos y gatos son afectados por la leishmaniasis, mostrando una
variedad de sintomas dermatolégicos y/o patoldgicos de Organos internos
relacionados con la especie de Leishmania por la que son infectados. Dentro
de los reservorios demostrados para este parasito encontramos animales
domésticos y silvestres como: zariglieyas, coaties, 0sos hormigueros, ratas,
zorros, lobos, mulos, perezosos, simios, puerco espines, entre otros (figura 5),
Se han sugerido al menos 100 especies de mamiferos que actian como
potenciales reservorios del parasito.(3, 24, 35) Su variedad es una muestra de

la gran adaptabilidad y plasticidad de las especies de Leishmania.
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Figura 5. Algunos animales identificados como reservorio de Leishmania spp.



1.5. Leishmania amazonensis. Generalidades.
La Leishmania amazonensis se encuentra dentro del complejo de Leishmania

mexicana conjuntamente con L. mexicana, L. pifanoi, L. venezuelensis, L.
garnhami.(1) Su distribucion geografica abarca paises de América como
Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Guayana Francesa,

Panama, Perd, Suriname y Venezuela.

Esta especie ha sido aislada de roedores silvestres de los géneros
Proechymise e Oryzomys los cuales han sido estudiados como reservorios. Los
fleb6tomos vectores incluyen a Lu. flaviscutellata, Lu. reducta, Lu. olmeca
nociva y Lu. ovallesi, estas especies son poco antropofilicas, lo que justifica

una menor frecuencia de infeccidbn humana por L. amazonensis.(36)

Fernando Real y colaboradores presentaron la secuenciacién y anotacion del
genoma de la Leishmania amazonensis como agente etiologico de
leishmaniasis cutdnea humana en la regién amazoénica de Brasil.(37) Estos
investigadores definen que L. amazonensis comparte caracteristicas con
Leishmania (L.) mexicana, pero también presenta caracteristicas Unicas con
respecto a la distribucion geogréafica y las manifestaciones clinicas de las
lesiones cutaneas (por ejemplo: la leishmaniasis cutanea diseminada).(37) Los
genes relacionados con la carboxipeptidasa, aminotransferasa y 3'-
nucleotidasa asi como los dominios ATPasa, tiorredoxina estan presentes en
abundancia en L. (L.) amazonensis y L. (L.) mexicana. Un andlisis filogenético
revelé que estas dos especies comparten grupos de proteinas de superficie
unicos del género que podrian estar relacionados con las caracteristicas
patoldgicas especificas de las leishmaniasis provocadas por esta especie asi
como de las interacciones ente el parasito y la célula hospedera.(37)

La L. amazonensis se relaciona en muchos casos con formas anérgicas de la
enfermedad, se piensa que la respuesta inmune del huésped infectado con
esta especie pardasita juega un papel muy importante en las manifestaciones
clinicas que se presentan y en su gravedad.(38) Existe una interaccion entre
una proteina de choque térmico de L. (L.) amazonensis y receptores de
mamiferos implicada en la inhibicion de respuestas inmunitarias importantes,

tales como la produccion de citoquinas y de 6xido nitrico.(37)



Es importante hacer hincapié en que los mecanismos genéticos que
determinan susceptibilidad y/o resistencia a la infeccion dependen en al menos
dos componentes: uno asociado a la capacidad de los macrofagos para apoyar
o inhibir la multiplicacion del parésito y otro al control de la magnitud, calidad, y
reaccion del sistema inmunoldgico contra antigenos del parasito.(39) Las
infecciones por Leishmania amazonensis y Leishmania braziliensis disminuyen
la produccién de é6xido nitrico (NO) por macréfagos activados, constituyendo
este uno de los mecanismos empleados por el macréfago para eliminar el
parasito, esto contribuye a disminuir la respuesta inmune del huésped y la
eliminacién del parasito. Los promastigotes y amastigotes de L. amazonensis
son capaces de inducir la formacion de trampas extracelulares de neutréfilos
(NETs). Las NETs constituyen trampas formadas por proteinas granulosas,
ADN e histonas liberadas por los propios neutrofilos para combatir agentes
infecciosos como bacterias y hongos pero que a su vez causan la muerte de

los propios neutrofilos.(40)

1.5.1 Formas clinicas de la leishmaniasis causadas por L. amazonensis.

L. amazonensis tiene la capacidad de causar gran parte de las formas clinicas
conocidas de leishmaniasis, por lo que podria considerase una especie atipica
en este sentido. Estas incluyen las tres formas clinicas bésicas (leishmaniasis
cutdnea (LC), mucocutanea (LMC) vy visceral (LV) y algunas otras mas
especificas como leishmaniasis cutaneo difusa (LCD) y post kala-azar (LDPK)
ambas de muy dificil tratamiento.(38, 41)

Leishmaniasis cutanea

En nuestro continente las lesiones cutaneas provocadas por Leishmania son
denominadas en general leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) o
leishmaniasis cutanea americana. Las lesiones sintomaticas pueden dividirse
en: leishmaniasis cutanea localizada, leishmaniasis cutanea difusa vy

leishmaniasis dérmica post kala-azar y leishmaniasis mucocutéanea.(42)

e Leishmaniasis cutanea localizada



La LCL puede presentarse como una o multiples lesiones ulcerosas a nivel de
la piel (figura 6). Pueden ser de diferentes formas (cromomicoide, furunculoide,
esporotricoide, lupoide, de tipo tumoral, etc). Tienden a autolimitarse y curar
espontaneamente. Después de que la hembra de Lutzomyia pica al huésped
para alimentarse de sangre, aparecen unas machas eritematosas con ligero
tinte violaceo, que en el paciente produce una sensacion de quemadura y
prurito. Luego de tres a ocho dias después de la picadura aparece una
pequefa papula indurada que puede o0 no ser eritematosa con una vesicula en
su vértice, esta crece hasta formar una pustula que a los pocos dias se ulcera
con la aparicion de una costra central evidente. Hacia la tercera semana la
lesion toma su forma tipica, con una superficie roja granulosa limpia con bordes

duros ligeramente levantados.(43, 44)
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Figura 6. Pacientes afectados por leishmaniasis cutanea localizada
e Leishmaniasis cutanea difusa

Fue descrita por primera vez por Barrientos en Bolivia. La LCD difusa es una
enfermedad cronica, caracterizada por la presencia de anticuerpos no
protectores y respuesta inmune celular casi nula frente al parasito de
Leishmania (anergia), este hecho conduce a la reproduccion incontrolada del
parasito y a su diseminacién a través de la piel en un paciente susceptible. Las
especies amazonensis, mexicana, aethiopica y braziliensis son las que han
sido identificadas en pacientes con esta enfermedad. La respuesta inmune
predominante es de tipo Th2 (tipo humoral). Por la caracteristica de las
lesiones es importante hacer el diagnéstico diferencial de otras etiologias como
linfomas, de la xantomatosis mdltiple, la blastomicosis sudamericana, la sifilis

terciaria y la paracoccidiodomicosis.(45, 46)



Después de la picadura clinicamente pueden aparecer papulas, placas o
nodulos eritematosos del color de la piel, estas lesiones no se ulceran a no ser
gue sufran traumatismos (figura 7) Las lesiones pueden ser simétricas o
asimétricas y pueden experimentar periodos de cicatrizacion y recaida o
permanecer con modificaciones escasas por meses 0 afos y diseminarse por
toda la superficie corporal respetando cuero calludo, planta de los pies y
palmas de las manos. El compromiso mucoso es transitorio y no produce
inflamacion severa. Histopatolégicamente, se observa epidermis generalmente
atrofica en algunos casos con hiperqueratosis e infiltrado de
polimorfonucleares. En la dermis se observan infiltrados macrofagicos con gran
cantidad de paréasitos fagocitados, asi como escasos linfocitos vy
plasmocitos.(46, 47) Puede existir dafio a los tejidos profundos que persiste

indefinidamente y resulta incurable en algunos casos.

Figura 7. Pacientes afectados por leishmaniasis cutanea difusa

e Leishmaniasis dérmica post kala-azar

Esta forma clinica es una secuela de la leishmaniasis visceral, es poco
frecuente, se presenta entre seis meses y varios afios después de la curacién
aparente de la leishmaniasis visceral o kala-azar requiriendo un tratamiento

prolongado.

Se caracteriza por una erupcion macular, papular o nodular localizada
habitualmente en la cara, los brazos, el tronco y otras partes del cuerpo. Se
considera que las personas afectadas son una fuente potencial de infeccion.
Figura 8.(27, 41, 48)
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Figura 8. Pacientes que presentan leishmaniasis dérmica post kala —azar.

Leishmaniasis mucocutanea

La LMC es un proceso inflamatorio crénico que resulta como complicacion de
la LC que por diseminacion del parasito por via sanguinea y linfatica
compromete la mucosa del tracto respiratorio alto (mucosa nasal, faringea y
laringea) produciendo destruccion tisular y desfiguracion. En otros casos puede
afectar labios y mejillas (figura 9). Si la patologia no se trata puede conducir a
la muerte del paciente. La destruccion del tejido mucoso es debida la respuesta
inmune mas que a efectos toxicos del parasito. Se conoce que en procesos
inflamatorios cronicos, los macréfagos y fibroblastos, bajo el estimulo de
citoquinas proinflamatorias producidas por linfocitos, secretan metalo
proteinasas (proteasas) que degradan el cartilago y colageno. EI mecanismo
exacto de como el parasito evade al sistema inmune, logrando diseminarse en
el tejido mucoso aun no se conoce(49) Esta patologia es de dificil tratamiento y
al igual que la LC se pueden presentar co-infecciones bacterianas y micéticas.

La enfermedad nasal puede causar la perforacion de la regién cartilaginosa
septal, progresando en extension y profundidad, determinando una periostitis
cartilaginosa y Osea de la nariz, regidon palatina y macizo facial originando la
nariz de tapir y la cruz espundia.(45) A nivel de la faringe puede producirse
pérdida de la avula, pegamiento del velo del paladar a la pared faringea
posterior y estrechamiento faringeo debido a fibrosis amigdalina. A nivel

laringeo puede causar ronquera, aspiracion y sofocacion.



Figura 9. Pacientes afectados por leishmaniasis mucocutanea

Leishmaniasis visceral

Los sintomas pueden aparecer de una forma muy gradual o abruptamente. Al
picar el flebétomo el parasito invade las células del sistema reticulo—
histiocitario, se reproduce y se disemina por via linfatica o sanguinea hasta los
macrofagos de médula ésea, higado y bazo. La leishmaniasis visceral es cada
vez mas frecuente como infeccion oportunista en pacientes infectados por el
VIH. Los sintomas predominantes son fiebre intermitente, malestar general,
astenia, anorexia, enflaquecimiento progresivo, palidez y hemorragias. Los
signos clinicos son hepatoesplenomegalia, micropoliadenopatias, anemia y
signos de desnutricion (figura 10). Frecuentemente hay enfermedades
intercurrentes como neumonia y tuberculosis. El diagndstico y tratamiento
oportuno y adecuado son de importancia para evitar las complicaciones y la
mortalidad.(50)
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Figura 10. Pacientes afectados por leishmaniasis visceral

1.6. Tratamiento de la leishmaniasis.
El tratamiento de esta parasitosis varia de acuerdo al tipo de leishmaniasis, la

severidad de la enfermedad, el lugar donde se infecta el individuo y el estado
nutricional e inmunolégico del paciente. Debido a que la respuesta ante la
terapia no es la misma y varia entre uno u otro individuo, existen varios
esquemas terapéuticos que incluyen a farmacos de primera y segunda
linea.(51, 52)



Farmacos de primera linea:

Son aquellos basados en antimonio pentavalente (SbV) tales como
estibogluconato sodico (Pentostam ®) usado principalmente en Europa y el
antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime ®) en el nuevo mundo,
considerandose equivalentes en términos de eficacia clinica, efectos

secundarios, farmacocinética y mecanismos de accion(53) (Anexo 2).
Farmacos de segunda linea:

Entre estos se encuentran el isotionato de pentamidina, la anfotericina B, la

paramomicina y la miltefosina. (Anexo 2)

1.7. Estudios in silico ref ensayos in vivo e in silico
La modelacién de los fendmenos naturales es una practica que se inicié hace

ya algunos afos. Con el avance de la tecnologia, la posibilidad de modelar los
fendmenos naturales se ha hecho cada vez mas comun, debido a la velocidad
a la que se pueden resolver los modelos con la ayuda de las ciencias
informaticas. La interrelacion de las ciencias bioldgicas con las ciencias de la
computacion y la ingenieria han permitido construir y resolver modelos
matematicos que permiten llevar a una computadora un determinado

fenébmeno.

Podria decirse que los modelos matematicos computacionales o modelos in
silico no tienen desventajas, no producen grandes gastos y permiten progresar
intelectualmente sobre un determinado fenédmeno, pensando en las variables
que podrian influir sobre él. Estos modelos permiten simular situaciones reales,
modificando los valores de las variables involucradas en un amplio rango de
valores y contrastarlos con los valores reales. De esta manera nos mostraran
comportamientos que quiza llevaria décadas obtener de la observacion o de la
experimentacion. La deficiencia actual de estos modelos radica en el escaso
conocimiento necesario que existe a nivel bioldgico de los fenbmenos y la

interacciéon de estos con otros fendémenos.(39, 40)

El avance de los modelos in silico ha sido importante y ya hay quienes plantean
el reemplazo de experimentos con animales por experimentos en simuladores.

A modo de conclusién podriamos decir que el modelo que se va a utilizar para



estudiar un fendmeno natural no es ajeno al principio de las tres Rs que rige en
las &reas basicas de las ciencias biomédicas donde la experimentacion con
animales es corriente. Las tres Rs propuestas por este principio: Reemplazar
modelos in vivo cuando sea posible, Refinar las técnicas y metodologias de
manera de obtener resultados mas fiables y Reducir el nUmero de animales
para trabajos in vivo sin duda abren mas aun las puertas a los modelos in silico.
No hay duda de que, con el avance de la informética, la tecnologia y la mayor
cantidad de cientificos en el area de la modelacién in silico, el progreso de
estos modelos los llevarA a ocupar un lugar de elecciébn entre los

investigadores.(40, 54)

1.7.1 Estudios QSPR/QSAR
Los estudios QSPR/QSAR, de sus siglas en inglés, Quantitative Structure-

Property Relationships/Quantitative Structure-Activity Relationships o en
espaiiol, Relaciones Cuantitativas Estructura-Propiedad/Relaciones
Cuantitativas Estructura-Actividad son herramientas de gran valor y constituyen
enfoques cuantitativos cuya finalidad es encontrar relaciones entre la estructura
molecular y las propiedades/actividades moleculares medidas o calculadas.(46)
Datan de 1868 y desde entonces se han aplicado a la modelacién de disimiles
propiedades moleculares de naturaleza fisica, quimica y bioldgica.(55, 56)

Los métodos QSAR/QSPR se basan en la representacién de la estructura
molecular a través de descriptores moleculares, los cuales son relacionados
con la actividad o propiedad biol6gica mediante técnicas quimioinformaticas
(37). Los principios de la metodologia QSAR pueden describirse mediante los
siguientes pasos comunes: (40, 57)

1) Formulacion del problema, en la cual se determina el objeto de andlisis y el

nivel de informacién requerido;

2) Parametrizacion cuantitativa de la estructura molecular de los compuestos

guimicos organicos/secuencia de biopolimeros;
3) Medicién de la propiedad de interés (efectos bioldgicos u otros);
4) Eleccion del tipo de modelo QSAR que se va a desarrollar;

5) Seleccion de los compuestos (disefio estadistico de la serie);



6) Andlisis 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 cribado virtual. Sin embargo, el desarrollo de cualquier
estudio QSPR/QSAR, es un ciclo iterativo.(40)

1.7.2 Descriptores o indices Moleculares
Los Descriptores o Indices Moleculares (DMs o IMs) definidos como el

resultado final de un procedimiento l6gico-matemético el cual transforma la
informacion quimica, codificada dentro de una representacion simbélica de una
molécula, en un numero (o conjunto de estos). Juegan un papel fundamental
en los estudios in silico pues pueden brindar una visibn mas amplia en la
interpretacion de las propiedades moleculares y/o son capaces de tomar parte
en un modelo para la prediccién de notables propiedades moleculares (46).

Los DMs pueden ser clasificados de acuerdo a la naturaleza en su definicién y
la complejidad de los rasgos moleculares estructurales que codifican, de forma

general segun las dimensiones que abarcan en:

» DMs-0D (Descriptores Constitucionales) se obtienen directamente de la
formula molecular y son independientes de cualquier conocimiento sobre la
estructura molecular, ej. niumero de atomos (A), el peso molecular (MW),
conteo de atomos-tipo (Nx) o cualquier funcién de las propiedades atomicas.

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

 DMs-2D (Descriptores Bidimensionales, Invariantes de Grafos) que son
indices basados en la representacion bidimensional o topoldgica de la
molécula, o sea, que consideran la conectividad de los atomos (vértices) en la

molécula (pseudografo) en términos de la presencia y naturaleza de los



enlaces quimicos (aristas), por ejemplo Perfiles Moleculares, indices de
Informacién Topoldgica

» DMs-3D (Descriptores Tridimensionales) que constituyen indices basados no
solo en la naturaleza y conectividad de los atomos, sino también en la
configuracion espacial de la molécula, por ejemplo Descriptores WHIM,
MoRSE-3D, indices de Similaridad, Descriptores de Superficie/Volumen,
Quimico-Quanticos.

» DMs-4D (Descriptores Tetradimensionales) que son descriptores basados no
solo en la configuracién espacial de la molécula, sino también en los campos
escalares de interaccion que se originan como consecuencia de la distribucién
electronica en dicha entidad quimica, por ejemplo Valores de la Energia de
Interaccion.(46)

Descriptores del software DRAGON.

El DRAGON es un software profesional para el calculo de descriptores
moleculares (figura 11).(57) En él podemos encontrar mas de 3000
descriptores moleculares en familias 0D, 1D, 2D asi como 3D. La naturaleza y
magnitud de los descriptores incluidos en este software computacional lo
convierten en una poderosa herramienta de la quimica computacional
propiciando la generacién de sistemas con una amplia aplicaciéon en la
investigacion experimental, tanto para la interpretacion de los resultados
obtenidos y la planificacion de futuros, asi como para deducir informacion no

asequible experimentalmente.
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Figura 11. Software DRAGON 5.5 utilizado para calcular los descriptores
moleculares.



1.7.3 Algunos softwares empleados en los estudios in silico

1.7.3.1 WEKA

WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis, o en espafol «Entorno
para andlisis del conocimiento, de la Universidad de Waikato») (figura 12) es
una plataforma de software libre para el aprendizaje automatico y la mineria de
datos escrito en Java.(58)
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Figura 12. WEKA. Plataforma de software para el aprendizaje automatico y la
mineria de datos.

El paquete WEKA contiene una coleccién de herramientas de visualizacion y
algoritmos para analisis de datos y modelado predictivo, unidos a una interfaz
grafica de usuario para acceder facilmente a sus funcionalidades. WEKA
soporta varias tareas estandar de mineria de datos, especialmente, pre-
procesamiento de datos, clasificacion, regresion, visualizacion, y seleccion.
Todas las técnicas de WEKA se fundamentan en la asuncion de que los datos
estan disponibles en un fichero plano o una relacion, en la que cada registro de
datos esté descrito por un numero fijo de atributos (normalmente numéricos o
nominales, aunque también se soportan otros tipos).(10) No puede realizar
mineria de datos multi-relacional, pero existen aplicaciones que pueden
convertir una coleccion de tablas relacionadas de una base de datos en una
Unica tabla que ya puede ser procesada con WEKA.(59)

1.7.3.2 ChemAxon
ChemAxon es una plataforma integrada de programas y herramientas para

tareas quimioinformaticas fundamentalmente. Incluye un conjunto de
componentes especializados en la blusqueda en bases de datos quimicos, la
edicion y visualizacion de las estructuras quimicas, la predicciéon de las

propiedades fisico-quimicas de moléculas y otras herramientas para la



manipulacion de estructuras quimicas. Varios de estos componentes pueden
ser accedidos a través de la Interfaz gréfica de usuarios, la Interfaz para la
programacién de aplicaciones o la linea de comandos.(60)

1.7.3.3 JChem
JChem para Office integra el manejo de estructuras y capacidades de

visualizaciéon de dentro de un entorno de Microsoft Office. Incluye JChem para
Excel que es una integracion con el Excel. Con JChem para Office, la quimica
se realiza en vivo en su aplicacién de Office y las estructuras son totalmente
compatibles dentro de hojas de calculo, documentos, diapositivas y correos
electronicos. Su implementacién es robusta con carga rapida / desplazamiento
de miles de filas de estructura y copiar y pegar en toda la suite Microsoft Office.
Su funcionalidad mas avanzada incluye: célculos basados en estructuras, la

descomposicién de grupos R y enumeracion de bibliotecas.(60)
Las principales caracteristicas de JChem para Excel son

» Estructuras de importacion y los datos de las bases de datos y archivos.
» Exportar datos a archivos.

* Afadir, estructuras de edicion.

» Ordena, estructuras de filtro y los datos asociados.

e Descomposiciéon R- grupos.

* Funciones de Excel personalizada quimicos para el calculo de las
propiedades de la estructura.(60)

1.7.4 Métodos quimiométricos en estudios QSAR
La quimiometria es una disciplina que colecciona instrumentos matematicos y

estadisticos para tratar con datos quimicos complejos. Las estrategias de
caracterizacion principales son: los enfoques multivariados al problema en
cuestion, la busqueda de informacion relevante, la validacion de los modelos
para derivar objetos matematicos con alto poder predictivo, la comparaciéon de
los resultados obtenidos usando diferentes métodos, y la definicion y uso de
indices capaces de medir la calidad de la informacion extraida y los modelos
obtenidos.



La quimiometria es el instrumento mas util en estudios QSAR y QSPR, en los
cuales proporciona una bateria de métodos disimiles y por tanto una base firme
para el andlisis de datos y el modelado en general. Ademas, un aspecto
relevante de la filosofia quimiométrica es la atencion que esta pone al poder
predictiva de los modelos (estimado usando técnicas de validacion), a la
complejidad de los modelos, y, a la continua busqueda de parametros
adecuados para evaluar la calidad de los mismos, tales como los parametros
de clasificacion y parametros de regresion.(61)

1.7.5 Disefio experimental

Los procedimientos estadisticos para planear un experimento, es decir
coleccionar datos apropiados que, después del andlisis por métodos
estadisticos, causan conclusiones validas es a lo que se le conoce como
disefio experimental. El disefio incluye la seleccion de unidades
experimentales, asi como la especificacion de las condiciones de estas
unidades, (es decir la especificacion de factores cuyo efecto sera estudiado en
el resultado del experimento), la especificacion del nivel de los factores
implicados y la combinacion de tales factores, la seleccién de respuesta para
ser medida, y la opcidn del modelo estadistico para ajustarlos.(46, 62)

1.7.6 Analisis de Conglomerados (AC).

Ademas de las técnicas de aprendizaje supervisado, se utilizan técnicas de
aprendizaje no supervisado, en la cual se conforman “clases” a partir de
variables predictivas conocidas sin que haya un conocimiento previo (maestro o
supervisor) sobre la clase a que pertenece cada instancia, a veces, ni siquiera,
sobre el numero de clases a considerar. Se trata de “agrupar” o mas bien
“separar en grupos”, a instancias similares entre si y diferentes de otros grupos.
Las técnicas estadisticas clasicas fueron denominadas técnicas de deteccion
de “agrupamientos” o de “conglomerados”, en inglés cluster. Estos métodos
representan un caso especial del andlisis exploratorio de datos, enfocados a
agrupar objetos similares en el mismo conglomerado y objetos menos similares
en conglomerados diferentes.(46) El Analisis de Conglomerados esta basado
en la evaluacion de la similitud/disimilitud de todos los pares de objetos del

conjunto de datos.



Esta informacién se retne en la matriz de similitud o en la matriz de distancia
de datos. Los métodos estadisticos de analisis de conglomerados incrementan
indefinidamente su variedad por dos factores: las infinitas posibles formas de
considerar las “distancias” o “similitud” entre casos y las formas de “aglomerar”.
Las distintas variantes de distancias son objeto de muchas investigaciones
actuales. Los métodos de aglomerar mas populares son los Métodos
Aglomerantes Jerarquicos (ej. de Unién Promedia, de Union Completa, de
Union Simple, de Union Promedia Ponderada, etc.), los cuales son mas
ampliamente usados que los Métodos Divisivos Jerarquicos. Otros métodos
populares son los Métodos no-Jerarquicos, tales como el Método de las K-
medias y el Método de Jarvis-Patrick. Las técnicas de Analisis Factorial, en
particular el Andlisis de Componentes Principales (PCA) y el Analisis de
Componentes Principales Categéricos, son métodos “traspuestos” al analisis
de AC. En lugar de unir casos en AC ellos unen variables en “factores”,
“dimensiones”, “constructos”, “variables latentes” o “componentes principales”,
de manera que se reduce el nimero de variables a considerar a la vez,
sustituyéndolas por estas nuevas variables, no directamente observables, pero
gue expresan las dimensiones principales de la muestra y mantienen la mayor

parte de la varianza de la misma.(46)

1.7.7 Métodos de Clasificacion
Las técnicas de inteligencia artificial (I1A) se desarrollan para simular el intelecto

humano en la computadora. En la IA no se “calcula una soluciéon” como el caso
de las técnicas estadisticas sino se “busca una solucion” (heuristica) mediante
los procedimientos computacionales automaticos que aprenden de las series
de ejemplos. Los métodos de clasificacidn se utilizan para la asignacion de
objetos a una de varias clases basado en una regla de clasificacién. Son
métodos de aprendizaje supervisado, pues se “aprende” a partir de una serie
de casos con variables predictivas y funcion “objetivo” o variable dependiente
también conocida (esta serie de entrenamiento es el “maestro o supervisor”).
Tal es el caso también del clasico método de regresion; solo que en los
problemas de clasificacion la funcién objetivo o variable dependiente es
discreta (nominal u ordinal), es una clase. El objetivo de tales técnicas es

calcular una regla de clasificacion (y, posiblemente, limites de clases, o



probabilidades de pertenencia a una clase), basados en los objetos de la serie
de entrenamiento y aplicar esta regla para asignar una de estas clases, a
objetos de clases previamente desconocidas.

Los Métodos de Clasificacion son apropiados para modelar varias respuestas
QSAR, como por ejemplo: compuestos activos/no-activos, compuestos de
toxicidad baja/mediana/alta, compuestos mutagénicos/no-mutagénicos, etc. (6).
Los Métodos de Clasificacion de origen estadistico mas populares son: Andlisis
Discriminante Lineal, Analisis Discriminante Cuadrético, Analisis Discriminante
Regularizado, K-ésimos Vecinos mas Cercanos, Métodos de Arboles de
Clasificacion, entre otros.(63)

Se pueden encontrar ademas varios métodos de clasificacion o de analisis
supervisado dentro de la IA, en particular las redes neuronales, con muchas
posibilidades de aplicacion en nuestro campo por su capacidad de tratar
problemas con niveles mucho mas libres de las variables predictivas y cuya
funcion objetivo representa combinaciones esencialmente no lineales de ellas
dificiles de representar por una ecuacién de regresion, por complicado que se
plantee el modelo no lineal de la misma. Las Redes Neuronales Atrtificiales
representan un conjunto de métodos mateméatico-computacionales, modelos y
algoritmos disefiados para imitar los métodos de adquisicion del conocimiento y
procesamiento de la informacion del cerebro humano. Son especialmente
apropiadas para tratar con relaciones y tendencias no-lineales y se han
propuesto para enfrentar una gran variedad de problemas tales como: la
exploracion de datos, reconocimiento de patrones, modelacion de respuestas
continuas y categorizadas, problemas de respuesta multiple, etc.(63)

Se plantea que no es posible lograr con un Unico clasificador la respuesta
Optima y se plantea entonces la necesidad de “multiclasificadores” que
combinen de alguna manera, las respuestas de varios clasificadores. La
calidad de los modelos de clasificacion se evalla por los parametros de
clasificacion, para ambos, para propoésitos de ajuste y prediccion.(40) Existe
toda una teoria, y técnicas concretas para el andlisis y la comparacion de
diferentes modelos de clasificacion ante problemas especificos.(63)



1.7.8 Seleccién del numero 6ptimo de predictores. Principio de la
Parsimonia.
La exactitud de un modelo de clasificacibn aumenta en la medida en que se

afiaden variables a la ecuacion; pero a partir de cierto punto el incremento de
esta para cada nueva variable que se afade, 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 fendbmeno debe ser descrito con el numero

minimo de elementos posibles.

Diversos procedimientos se han propuesto para seleccionar el nimero éptimo
de variables a incluir en la ecuacién, como por ejemplo dentro de los métodos
de seleccién de atributos incorporado al software WEKA encontramos varios

evaluadores de atributos como:

* WrapperSubsetEval (Evalla atributo establece mediante el uso de un
esquema de aprendizaje. La validacion cruzada se utiliza para estimar la

exactitud del sistema de aprendizaje para un conjunto de atributos).(64)

» CfsSubsetEval (Evalta el valor de un subconjunto de atributos considerando
la capacidad de prediccién individual de cada caracteristica, junto con el grado
de redundancia entre ellos).(65)

e SVMAttributeEval: Evalia el valor de un atributo mediante el uso de un
clasificador SVM. Los atributos se clasifican por el cuadrado del peso asignado
por la SVM.(48)

Ademas se incluyen varios métodos de busqueda especificos para cada

técnica de clasificacibn como:

*BestFirst: Busquedas del espacio de subconjuntos de atributos por hillclimbing
codiciosos aumentada con una instalacién de retroceso. Ajuste del nimero de
nodos, la busqueda hacia adelante y hacia atras, y la blusqueda en ambas
direcciones (considerando todas las posibles adiciones y supresiones de

atributos individuales en un momento dado)

*GeneticSearch: Realiza una busqueda usando el algoritmo genético simple
descrito en Goldberg (1989).(66)



sLinearForwardSelection (Extension de BestFirst. Toma un numero restringido
de k atributos en cuenta. Fija -set selecciona un numero k fijo de atributos,
mientras que k va aumentado en cada paso cuando se selecciona de ancho
fijo. La direccion de busqueda puede ser hacia delante, o flotando hacia
adelante la seleccion (con opciones atrasadas para pasos de busqueda).(67)

*RankSearch: Utiliza un evaluador atributo / subconjunto para clasificar todos
los atributos. Se informa el mejor conjunto de atributos.(67)

*SubsetSizeForwardSelection: Ampliacion de LinearForwardSelection. La
basqueda realiza una validacion cruzada interior (se pueden especificar semilla

y numero de pliegues).(67)

1.7.9 Regulaciones de los métodos QSAR
Las politicas recientes para el desarrollo de nuevos compuestos quimicos,

estan poniendo un desafio enorme en los QSAR, y ha surgido la necesidad de
desarrollar una guia internacional para la aceptacion de las buenas practicas
en la modelacion QSAR, con el animo de promover la disponibilidad de QSARs
validos para su uso regulatorio en toxicologia, y mas recientemente en la
identificacion de actividades bioldgicas.(61) En noviembre del 2004, los paises
miembros de la OECD (siglas acronimas en ingles de Organization for
Economic Cooperation and Development) adoptaron cinco principios para la
validacion de modelos QSAR para principios regulatorios, los cuales son
conocidos actualmente como los Principios de la OECD para la Validacion de
los QSAR. De acuerdo con estos principios, y en aras de facilitar su
consideracién para principios regulatorios, un modelo QSAR deberia ser

asociado con la siguiente informacion:

1. Un punto de medicion definido.

2. Un algoritmo no ambiguo.

3. Un dominio de aplicacion definido.

4. Medidas apropiadas de bondad de ajuste, robustez y predictibilidad.

5. Una interpretacién mecanistica, si es posible.(68)



El aspecto 3 de estos principios de la OECD, el dominio de aplicacion (DA), es
de una importancia considerable en las tres fases del ciclo de vida de un QSAR
(desarrollo, validacion y aplicacién). Este concepto debe ser aplicado durante el
desarrollo del modelo para asegurar que el dominio es definido lo mas
ampliamente posible para un nivel deseado de predictibilidad. En general un
modelo debe ser generalmente construido con una gran aplicabilidad,
sacrificando en alguna medida el nivel de predictibilidad, (modelos globales) o
en otro caso, modelos con poca aplicabilidad y una gran predictibilidad
(modelos locales), estos ultimos por ejemplo, para clases especificas de
compuestos quimicos. Un problema crucial de cualquier estudio QSAR es la
identificacion del dominio de aplicacion (DA) de un modelo de clasificacién o de
regresion. Pues, en efecto solo son validas las predicciones para aquellos
compuestos que estén dentro del dominio de aplicacion. EI DA es aquella
region teodrica en el espacio quimico, definido por los descriptores del modelos
y la respuesta modelada, y por todo esto a su vez por la naturaleza de los
compuestos de la serie de entrenamiento, representado en cada modelo por
descriptores moleculares especificos. Se puede decir por lo tanto, que el DA de
un modelo QSAR en “el rango dentro del cual es tolerada una nueva molécula.
El dominio de aplicacion de un modelo QSAR es la respuesta y el espacio
quimico estructural en el cual el modelo realiza predicciones con una fiabilidad
dada, por ejemplo, un compuesto registrado en REACH (Registration,
Evaluation, Authorization of Chemicals) que se encuentre dentro del DA del
modelo. Por lo que no se puede pretender extrapolar el uso de los modelos
QSAR para aquellos tipos de compuestos que estan fuera del dominio de
aplicacién.(63)

Actualmente, existen varios enfoques para evaluar el DA de los modelos
QSAR. (Para la RLM (Regresion Lineal Mdltiple), es usado el leverage (h), una
medida basada en distancias. A través del enfoque del leverage es posible
verificar si un nuevo compuesto estd dentro del dominio de aplicacion del
modelo, el valor de h de un compuesto mide la influencia de este en el modelo.
Los valores de leverage pueden ser calculados para los compuestos de la SE y
nuevos compuestos. En el primer caso, son utiles para encontrar aquellos

compuestos que influencian los parametros del modelo, y que lo convierten en



un modelo inestable. En el segundo caso, son utiles para chequear el dominio
de aplicacion del modelo.(46) El leverage critico es el valor de corte realizado
para el modelo en una base de datos. Valores por encima de este leverage
critico son considerados no fiables. Solo las estructuras quimicas predichas
gue pertenezcan al dominio de aplicacion deben ser propuestas.

1.7.10 Métodos de cribado virtual basados en ligandos.

La identificacion de nuevos compuestos con una actividad farmacoldgica
determinada es uno de los pasos criticos en el proceso de descubrimiento de
farmacos. El uso de técnicas de cribado virtual en bases de datos de la
industria farmacéutica para la busqueda de nuevos compuestos lideres se ha
incrementado en los ultimos afios. Entre los métodos disponibles, la busqueda
por similitud es uno de los métodos mas baratos y ampliamente usados para
seleccionar conjuntos de compuestos con potenciales actividades a partir de
grandes bases de datos. Este método se basa en el principio de similitud, uno
de los principios més importantes en el disefio racional de farmacos, el cual
postula que los compuestos estructuralmente similares, deben tener las
mismas propiedades fisicoquimicas, y bioldgicas, y por ende, pudieran tener
efectos similares en los experimentos in vivo.(63) Las técnicas de cribado
virtual pueden ser clasificadas segin su modelado particular de reconocimiento

molecular y el tipo de algoritmo usado en la base de datos investigada.(69)



Materiales y métodos



2. MATERIALES Y METODOS

En el presente capitulo se describe todo el proceso realizado como parte de la
investigacion hasta identificar nuevos compuestos con potencial actividad
contra Leishmania amazonensis a través del cribado virtual de una base de
datos internacional. Se parte de la de la construccion minuciosa de una base
de datos, la representaciéon quimica de los compuestos y el célculo de
descriptores moleculares; continuando con el desarrollo de los modelos y su
empleo en la prediccion e identificacion final de compuestos que
potencialmente podrian presentar accion antileishmaniasica.(70)

2.1 Gestion de la data y parametrizacion de la estructura quimica.

Todos los compuestos incluidos en la investigacion, al igual que su pefrfil
bioldgico, fueron recopilados de bioensayos publicados en PubChem,(71) los
cuales consisten en estudios realizados en especifico para promastigotes y
amastigotes de Leishmania amazonensis reportados por varias revistas de alto
impacto en la Web of Sciences,(72-78) en el periodo (1983-2015).(13, 71, 79,
80)

Al inicio fueron recopilados un total de 423 compuestos, probados contra
promastigotes y amastigotes de Leishmania amazonensis. Poner también Los
compuestos que aparecian en mas de un articulo se analizaron detenidamente
tomando los valores obtenidos en aquellos experimentos cuya metodologia era
mas precisa. Ademas se extrajeron los datos relacionados con la forma del
parasito en que se realizé cada experimento, el valor reportado de ICs, las
caracteristicas del procedimiento llevado a cabo en el ensayo, asi como la
masa molar y la estructura quimica a partir de los SMILE canonicos.

El proceder tenido en cuenta para la evaluacion de compuestos en
promastigotes de L amazonensis se describe a continuacion:(81-84) Se
mantuvieron los promastigotes a 26°C en medio Schneider suplementado con
10% de suero bovino fetal (Sigma-Aldrich S.A., St. Louis, MO, EE.UU.). Las
pruebas se realizaron en platos de 96 pozos para 72 h a 26°C con el in6culo
inicial a diferentes concentraciones, la viabilidad del parasito fue evaluada un
ensayo de tincién-reduccion empleando 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl bromuro del tetrazolium (MTT). Después de la incubacién por 30



minutos se midieron las densidades Opticas (DO) en el espectrometro a 570
nm.(74)

El procedimiento seleccionado para la evaluacién de la actividad de los
compuestos sobre la forma amastigote del parasito fue el siguiente:(85-87) Se
sembraron 100uL de amastigotes axénicos en platos de 96 pozos de fondo
plano. Se probaron los compuestos puros a diferentes concentraciones en
DMSO. Después de 72 h de incubacién se agregé a cada uno MTT (10 mg/mL.
incubando 4 h. La reaccién enzimatica fue detenida entonces con 100uL de
50% 2-propanol-10% dodecilsulfato de sodio e incubado 30min adicionales
bajo la agitacion a la temperatura del cuarto. Finalmente, se leyo6 la densidad
Optica (DO) a 570nm. El % de inhibicibn de ambas formas del parasito se

calculé a través de la formula:
% de inhibicién= (DO control — DO compuesto) x 100/ DO control.

El parametro empleado para clasificar a los compuestos en activos e inactivos
fue la ICso; considerdndose como activos contra promastigotes aquellos que
tras su evaluaciéon presentaban un valor de ICso menor o igual a 1,5 UM, e
inactivos los que no cumplian dicho requisito. Por otra parte para el caso de los
compuestos probados contra amastigotes fueron considerados activos aquellos
con valor de ICso menor o igual a 15 pM. La base de datos quedd conformada
por 373 compuestos ensayados contra ambas formas del parasito de los cuales
116 compuestos habian sido ensayados contra promastigotes y los restantes
257 compuestos contra amastigotes respectivamente.

En nuestro estudio todos los calculos se efectuaron en un ordenador (PC)
Intel(R) Core™ i5-2500 CPU @ 3.30GHz. Todas las estructuras (373 en total)
fueron representadas usando el moédulo Chemdraw Ultra del software
ChemOffice 2005 ver. 9.0(76) y luego exportadas como fichero con extensién
.mol del tipo MDL. Antes de proceder al calculo de las variables las estructuras
fueron curadas y estandarizadas utilizando el médulo Standardizer del paquete
ChemAxon para afiadir hidrégenos explicitos, neutralizar cargas y remover
sales que pudiesen afectar el calculo. La eliminacion de compuestos repetidos
se llevé a cabo con el programa ISIDA(78) y el médulo EdiSDF version 5.03
para Windows.



Una vez realizados estos procedimientos, los ficheros obtenidos en formato
SDF se empleé el programa DRAGON(78) donde se calcularon las diferentes
familias de descriptores moleculares de 0-2D, obteniendo un conjunto de mas
de 2000 DMs, eliminando las variables constantes, cercanas a constantes y
con una correlacion mayor al 90%. Los datos se almacenaron en matrices del
Excel auxilidndonos para ello de JChem para Office que integra el manejo de
estructuras y capacidades de visualizacion de dentro de un entorno de
Microsoft Office y la herramienta JChem para Excel. Las filas representan los
compuestos quimicos (casos) y las columnas a los DMs (variables).

2.2. Estrategias computacionales. Analisis estadistico de los datos.

Como regla general un modelo QSAR intenta establecer una correlaciéon
matematica entre la estructura de un grupo de compuestos quimicos y su
actividad biol6gica mediante el empleo de DMs. La figura 13 muestra la
estrategia general para el desarrollo de estudios QSAR.
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Figura 13. Esquema general para la obtencién de un modelo QSAR.

Para verificar la diversidad estructural de los compuestos de la base de datos
se realizaron Analisis de Conglomerados (AC) implementados en el paquete de
procesamiento STATISTICA 8.0. Este grupo de técnicas permite evaluar la
distribucion y diversidad estructural existente dentro de los grupos de

compuestos activos e inactivos.

Como primer paso se realizé un andlisis de conglomerados jerarquico que nos

permitié conocer el nimero 6ptimo de conglomerados necesario para subdividir



los compuestos incluidos en la base de datos. Con posterioridad, los conjuntos
de compuestos activos e inactivos se dividieron a su vez en diferentes
subconjuntos mediante dos andlisis de conglomerados del tipo k-MCA (siglas
en inglés de Analisis de Conglomerados de k-Medias.(88-90)

De cada conglomerado se seleccionaron, de forma aleatoria, los compuestos
para la conformacion de la serie de entrenamiento (SE) y serie de prediccién
(SP) en una razén 3:1, respectivamente. Este procedimiento asegura que las
clases quimicas (determinadas por los conglomerados derivados de k-MCA)
estén representadas en ambas series de compuestos.(88-90) Los compuestos
incluidos en la SP nunca fueron usados en el desarrollo de los modelos

cuantitativos.

Para la seleccion de atributos y el andlisis estadistico se utilizé el WEKA 3.6 del
2009 para Windows.(59) Se emplearon varios evaluadores de atributos y
métodos de busqueda especificos para cada técnica de clasificacion. Los
mejores atributos seleccionados por cada método se introdujeron en el Big-
DataSets Manager(91) mediante el cual pudimos obtener los ficheros finales
gue se emplearian para el desarrollo de los modelos por cada una de las

técnicas de clasificacion.

Las técnicas empleadas para obtener los modelos de clasificacién fueron: k
vecinos mas cercanos (IBk), arboles de clasificacion (J48), red neuronal
artificial (MLP por sus siglas en inglés MultiLayer Perceptron) y maquina de
soporte vectorial (SMO por sus siglas en inglés Sequential Minimal
Optimization)(92) para obtener los mejores modelos capaces de predecir la
actividad de los compuestos incluidos en las series de entrenamiento y

prediccion.

2.1 Obtencion y validacién de los modelos

La obtencion de los modelos finales se llevd a cabo empleando los atributos
seleccionados teniendo en cuenta la ley de parsimonia (lex parsimoniae) 6
Rasurador de Ockham: “Numqguam ponenda est pluralitas sine necessitate” o
“La pluralidad nunca se debe postular sin necesidad (de ello)”, a la hora de
seleccionar el mejor modelo por cada técnica, este debia poseer la significacion



estadistica mas alta con la menor cantidad de variables posible pues cuando
las explicaciones multiples estan disponibles para un fenbmeno, se prefiere la

version mas simple).(93, 94)

Se calcularon los parametros estadisticos mas utilizados en la literatura
medico- estadistica: la exactitud (Q), el coeficiente de correlacion de
Matthews (C), la sensibilidad (Sens), la especificidad (Espec) y la razén de

falsos positivos (FPr)

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

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

C =100 * (VP * VN — FP * FN) / ¥ (VN + FN)*(VN + FP) * (VP + FP) * (VP + FN)

donde VP y VN son los verdaderos positivos y negativos, respectivamente y FP
y FN son los falsos positivos y negativos, correspondientemente.

Para demostrar el poder predictivo de los modelos se desarrollaron
procedimientos de validacién externa, empleandose las series de prediccion
obtenidas mediante el andlisis de conglomerados descrito en el epigrafe
anterior (para compuestos evaluados en promastigotes y amastigotes
respectivamente). En cada caso se determinaron los parametros estadisticos
antes mencionados los cuales nos permitieron promover la aceptacion de estos

modelos QSAR a favor de los érganos regulatorios.(65)

Posteriormente se realiz6 una busqueda para obtener una serie de “validacién
externa” para evaluar el desempefio de los modelos. Se revisaron nuevas
publicaciones en el PubChem que fueran posteriores a la fecha de recopilacién
de los datos empleados para este trabajo; siguiendo los procedimientos de
inclusién antes descritos. Desafortunadamente no se obtuvieron nuevos datos
de compuestos evaluados contra amastigotes que cumplieran estos requisitos.
Mientras tanto para los compuestos evaluados contra promastigotes si se
consiguié recopilar un grupo de 22 compuestos (6 de ellos activos y 16

inactivos) que cumplian los requerimientos de nuestro trabajo. Estos fueron



empleados para validar el desempefio de los modelos obtenidos para

promastigotes.
2.2 Cribado de base de datos internacional.

El DrugBank es una base de datos internacional disponible en la Universidad
de Alberta, que engloba en una fuente Unica, informacion bioinformatica y
guimioinformatica, ademas de proporcionar datos sobre farmacos.(95) Se ha
utilizado ampliamente con el objetivo de facilitar el descubrimiento in silico, el
disefio de compuestos, la prediccién del metabolismo de los farmacos y sus
interacciones, asi como para la educacién farmacéutica en general (70).
Contiene cerca de 4800 entradas, incluyendo mas de 1480 pequefas
moléculas y 128 farmacos bidticos, todos aprobados por la FDA (Food and
Drug Administration por sus siglas en inglés), mas de 3.200 farmacos
experimentales y adicionalmente cerca de 2.500 secuencias de proteinas (70).
Cada tarjeta de farmaco (DrugCard) contiene mas de 100 campos de datos, la
mitad de ellos en relacién con la estructura quimica y la otra con la diana
terapéutica. Los usuarios pueden realizar consultas de distintas formas.
(69).Esta base de datos internacional fue cribada por los modelos obtenidos
para identificar compuestos potencialmente activos contra promastigotes y
amastigotes.

2.3 Sistema multiclasificador ensamblado basado en modelos QSAR.
Cada modelo capta por separado una gran fraccion de la informacion quimica
contenida en la base de datos a través de los DMs que usa, esta fraccion de
informacion necesita complementariedad del resto de los modelos para su
completitud. En el presente trabajo ademéas de las técnicas individuales, se
utilizé el sistema ensamblado de voto mayoritario personalizado con el fin de
mejorar los resultados de los modelos obtenidos(96, 97) puesto que los
multiclasificadores ensamblados a partir de la combinacion adecuada de varios
clasificadores tienen una tendencia general a mejorar los resultados a
obtener.(98, 99)

En esta técnica cada clasificador tiene un voto que tiene igual valor. En

esencia, la clasificacion mas popular es la que resulta elegida por el conjunto



como decision final. La variante mas basica es el voto de la pluralidad, donde la
clase con la mayoria de los votos gana.(100, 101)

Tras el cribado de la base de datos DrugBank y el ensamblado se procedi6 a la
identificacion, analisis y reporte de todas las estructuras de los compuestos
identificados como potencialmente activas contra los promastigotes vy
amastigotes de Leishmania amazonensis, los cuales podran ser empleados en
futuras investigaciones para el tratamiento de las leishmaniosis causadas por

esta especie de Leishmania.



Resultados y discusion



3. RESULTADOS Y DISCUSION

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

una base de datos internacional.

3.1 Gestion de la data. Parametrizacion de la estructura quimica.

De un total de 423 compuestos obtenidos a partir de ensayos del PubChem
375 cumplian el requisito de haber sido ensayados por el procedimiento antes
mencionado en el epigrafe 2.1 por lo que fueron empleados para construir la
base de datos inicial, de los cuales 117 son compuestos evaluados contra
promastigotes y 258 ensayados contra amastigotes El hecho de que todos
hayan sido probados experimentalmente a través de ensayos en los que se
emplearon procedimientos muy similares posibilita la obtenciéon de una mayor
veracidad en los resultados evitando la futura clasificacion “errénea” de

compuestos.

Los compuestos incluidos en la base de datos fueron obtenidos por sintesis
guimica, otros a partir de extractos de plantas, mientras que otros son farmacos
ya conocidos con propiedades farmacocinéticas y toxicoldgicas ya definidas.
Presentan un alto grado de variabilidad estructural (figura 14), entre ellos
encontramos familias estructurales fusionadas que incluyen a derivados del
naftaleno, furano, piridina fosfatos, fenoles, cicloalcanos, grupos esteroidales,
derivados del &cido salicilico, diamidinas aromaticas, arilquinuclidinas,
pirimidinas sustituidas, sistemas heterociclicos y ciclicos tanto saturados como

insaturados, entre otros.

Se procedi6é a la curacion y estandarizacion de la base de datos afiadiendo
hidrégenos explicitos, neutralizando cargas y removiendo ales que pudiesen
afectar el calculo. Luego empleamos el programa ISIDA(75) y el mddulo
EdiSDF, lo que permitié detectar dos compuestos repetidos, quedando
entonces conformada la base de datos por finalmente por 116 y 257
compuestos evaluados contra promastigotes y amastigotes respectivamente
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Figura 14. Representacion de la variabilidad estructural de los compuestos
incluidos en la base de datos.

Atendiendo al parametro (ICso) empleado para clasificar a los compuestos, la
base de datos para promastigotes incluyd 53 compuestos activos y 63
inactivos, mientras para amastigotes la division presenté 128 inactivos y 129
activos; teniendo en cuenta en ambos casos los diferentes modos de accién y

diversos patrones estructurales. Para establecer el valor de nos basamos en lo




establecido por otros autores para la determinacién de la actividad de los
compuestos ensayados tanto in vivo como in vitro para promastigotes y
amastigotes, asi como el valor de ICsp que poseen en los diferentes ensayos
los compuestos de referencia que son empleados usualmente en la terapéutica
contra las formas de leishmaniasis causadas por L. amazonensis. Finalmente
empleamos el programa DRAGON(78) para calcular las diferentes familias de
descriptores moleculares de 0-2D obteniéndose 2489 variables.

3.2 Estrategias computacionales. Analisis estadistico de los datos.

La calidad de los modelos QSAR depende de forma critica de la seleccion de
los compuestos que son utilizados como SE para construir los modelos de
clasificacion. El aspecto mas importante en la construccion de la SE es
garantizar adecuada diversidad estructural de la data; lo cual permite explicar,
en la medida de las posibilidades, lo mejor posible el espacio experimental.

Los compuestos activos e inactivos se dividieron a su vez en diferentes
subconjuntos mediante dos andlisis de conglomerados del tipo k-MCA.(88, 102,
103) Varios autores emplean este procedimiento para separar de la forma mas
homogénea y representativa posible los compuestos que conformaran las SE y
SP respectivamente.(58, 62)EIl procedimiento empleado se refleja en la figura
15.

Como puede observarse en la figura 15-A la SE para promastigotes la SE
guedd conformada por 86 compuestos de los cuales 39 son activos y 47
inactivos y la SP por 30 (14 activos y 16 inactivos). De igual manera se
procedi6 para los compuestos probados experimentalmente contra
amastigotes, (figura 15-B) donde la SE quedd constituida por 196 compuestos
98 activos y 98 inactivos y la SP por 61 compuestos (30 activos y 31 inactivos).

Para la seleccion de atributos el WEKA permite el uso de varios evaluadores de
atributos, filtros y métodos de busqueda especificos para cada técnica de
clasificacion Los resultados de los métodos y sus filtros correspondientes
fueron refiltrados empleando el Big-DataSets manager(91) el cual permite
identificar las variables comunes en todos los archivos; las cuales se
emplearon para desarrollar los modelos finales con las técnicas

correspondientes.
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Figura 15. Algoritmo general utilizado para disefar las series de entrenamiento
y prediccion empleando k —-MCA. A promastigotes y B amastigotes.

A pesar de realizar una extensa revision bibliografica no encontramos en la
literatura reportes de investigaciones en los que se empleen las técnicas de
clasificacion empleadas en nuestro trabajo para obtencién de los modelos
capaces de predecir la actividad antileishmaniasica en L. amazonensis, por lo
gue no tenemos referente de comparacion en este sentido. Algunos autores
han empleado técnicas QSAR para la obtencién de modelos de regresién lineal
y ADL en la especie de Leishmania major, obteniendo buenos resultados. Otros
emplean métodos in silico para el descubrimiento de farmacos capaces de



inhibir determinada enzima presente en especies del parasito mediante
docking,(1) o emplean métodos in silico que contribuyen al evaluar la
farmacocinética y toxicidad de los compuestos a los que se les midi6 su
actividad mediante ensayos in vitro o in vivo empleando como parametro de

medicién de la actividad la 1Csp.
3.2.1 Obtencion de modelos empleando datos en promastigotes.

A continuacién reportaremos los resultados relacionados con la obtencion de
modelos para promastigotes mostrando el algoritmo obtenido para el mejor
modelo en cada caso y los pardmetros estadisticos correspondientes a cada
uno de ellos.

IBk: ElI modelo obtenido para 7 variables utilizé el siguiente algoritmo de
clasificacion para Weka:[-K 2 -W 0 -A neighboursearch.LinearNNSearch -A
ManhattanDistance -R first-last] donde K es el numero de vecinos mas
cercanos y W (windowSize o en espafiol tamafio de ventana) obtiene el nimero
maximo de instancias permitidas en la SE, (un valor de 0 significa que no hay
limite para el numero de instancias de formacion, la adicion de nuevos casos

por encima de este valor se traducira en casos viejos siendo removidos)

Este modelo clasificé correctamente un 89.53 % de las instancias para la serie
de entrenamiento y un 83.33 % para la serie de prediccién. En la tabla 1 se
observan los valores obtenidos para la exactitud, sensibilidad, especificidad,
coeficiente de correlacién de Matthews, razon de falsos positivos y para las SE
y SP destacandose el 100 % de sensibilidad reportado para la serie de

entrenamiento.

Tabla 1: Pardmetros estadisticos obtenidos en el modelo IBk

Serie C Q (%) Sens(%) Espec(%) FP, (%)
Entrenamiento 0.81 89.53 100.00 81.25 19.15
Prediccion 0.68 83.33 92.86 76.47 25.00

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razoén de falsos positivos.

J48: El modelo de clasificacion de arbol con 8 variables tuvo como esquema
algoritmico utilizado por Weka[-C 0.24 -M 3] teniendo que C (factor de

confianza utilizado para la poda) donde valores menores incurren en un



incremento de la poda, M (minNumObj: nimero minimo de instancias por hoja).
Este arbol de clasificacion mostré el valor mas bajo de instancias clasificadas
correctamente para la SE alcanzado por las cuatro técnicas con un 82.56 % y
76.67 % para la SP. En la tabla 2 se presentan los diferentes parametros
estadisticos obtenidos en este modelo reportindose como valor mas
significativo un 97.44 % de sensibilidad.

Tabla 2: Parametros estadisticos para el modelo J48 (Arbol de clasificacion)

Serie C Q(%) Sens(%) Espec(%) FP, (%)
Entrenamiento 0.69 82.56 97.44 73.08 29.79
Prediccion 0.55 76.67 85.71 70 31.25

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razoén de falsos positivos.

MLP: La red neuronal artificial (Multi-Layer Perceptron por sus siglas en inglés
0 perceptrén multicapas) mostr6 mejores resultados en cuanto a numero de
instancias clasificadas correctamente con un 91.86 % en la serie de
entrenamiento y un 80 % para la serie de prediccion. Esta técnica utilizé 7
variables y su esquema algoritmico fue [-L 0.9 -M 0.4 -N 500 -V 0 -S 0 -E 20 -H
8] siendo L (earningRate o intervalo de incremento) que constituye la suma
actualizada de los pesos, H (hiddenLayers o capas ocultas), define las capas
ocultas de la red neuronal conformando una lista de nUmeros enteros positivos
uno para cada capa oculta, separados por comas y 0 si no existen capas
ocultas. El resultado final del modelo mostré valores satisfactorios en los
diferentes parametros estadisticos obtenidos los cuales se representan en la
tabla 3 entre los que resalta una razén de falsos-positivos de 4.26 % para la

serie de entrenamiento y cero para la serie de prediccién.

Tabla 3 Pardmetros estadisticos obtenidos para modelo MLP (Perceptron
Multicapas).

Serie C Q(%) Sens(%) Espec(%) FP, (%)
Entrenamiento 0.84 91.86 87.18 94.44 4.26
Prediccion 0.64 80.00 57.14 100.00 0.00

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razoén de falsos positivos.

SMO: El modelo final para la técnica maquina vectorial de soporte estuvo
conformado por 8 variables y utiliz6 un esquema algoritmico [-C 90.0 -L 0.001 -
P 1.0E-12 -N 0 -V -1 -W 1 -K.RBFKernel -C 250007 -G 0.9], en la cual C es



complejidad, numFolds(-1) (o incremento numérico) nos indica el numero de
pliegues de validacion cruzada utilizados para generar datos de entrenamiento
para modelos logisticos y G es el valor gamma. La serie de entrenamiento
reporté un 91.86 % de instancias clasificadas correctamente como activas e
inactivas con respecto al total y la serie de prediccion o un 86.67 % siendo este
modelo el de mejor ajuste en el presente parametro. El resto de los parametros
estadisticos quedaron plasmados en la tabla 4.

Tabla 4. Parametros estadisticos para el modelo méquina vectorial de soporte.

Serie C Q(%) Sens(%) Espec(%) FP/(%)
Entrenamiento 0.84 91.86 89.74 92.11 6.38
Prediccion 0.74 86.67 78.57 91.67 6.25

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razoén de falsos positivos.

En la figura 16 se muestran los porcentajes obtenidos para los modelos. de
clasificacion para las series de entrenamiento y predicciéon de los modelos
basados en los compuestos ensayados para promastigotes, resultando
superiores los resultados en SVM seguidos por IBK y MLP respectivamente.

100 91.86 91.86
89.53
90 86.67

80
70
60
50
40
30
20

10

0

IBK 148 MLP SVM

H EntrenamientoQ %  ® Prediccion Q%

Figura 16. Porcentajes de clasificacion para las series de entrenamiento y
prediccion en los modelos finales obtenidos.

Todos los modelos presentaron buenos estadisticos para la SP lo cual
demuestra su alta predictibilidad. Los valores de exactitud para esta serie



fueron superiores en el modelo de maquina de soporte vectorial (86,67%),
seguidos por IBK y MLP con 83,33 % y 80.00 % respectivamente.

3.2.2 Obtencion de modelos empleando los datos en amastigotes

Los algoritmos y pardmetros estadisticos correspondientes a los modelos
obtenidos para la base de datos de amastigotes se describen a continuacion.

IBk: ElI modelo utiliz6 el siguiente algoritmo de clasificacion para Weka:
[weka.classifiers.lazy.1Bk-K3-WO0-Aweka.core.neighboursearch.LinearNNSearch
—A"weka.core.ManhattanDistance-Rfirst-last" -t IBk_training.arff -T IBk_Test.arff
-0] para 7 variables siendo k el nimero de vecinos mas cercano igual a 3y con
W=0 lo que significa que no hay limite para el nidmero de instancias de
formacion. El modelo clasificd correctamente un 83.16 % de las instancias para
la serie de entrenamiento y un 85.25 % para la serie de prediccion (Tabla 5).

Tabla 5: Parametros estadisticos obtenidos en el modelo IBk (Clasificador K-
vecino mas cercano).

Serie C Q (%) Sens(%) Espec(%) FP, (%)
Entrenamiento 0,66 83,16 84,69 82,18 18,37
Prediccion 0,71 85,25 83,33 86,21 12,90

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razén de falsos positivos.

Si comparamos este modelo con el obtenido para la base de datos 1 podemos
decir que aunque ambos poseen similares valores de exactitud y especificidad
la razén de falsos positivos resulta en este caso ligeramente menor lo cual
consideramos que puede estar relacionado con el valor de corte empleado en
para la clasificaciéon de los compuestos en activos e inactivos empleado en

ambas bases de datos.

J48: El modelo de clasificacion de &rbol para amastigotes presentd 8 variables
y el siguiente esquema algoritmico [weka.classifiers.trees.J48 -C 0.23 -M 3 -t
J48 training.arff -T J48 Test.arff —0], alcanzado un 88,78% de clasificacion
correcta para la SE y 81,97% para la SP reportandose como valor mas
significativo un 91,84% de sensibilidad para el entrenamiento, como se muestra
en la Tabla 6.



Tabla 6. Parametros estadisticos para el modelo J48 (Arbol de clasificacion)

Serie C Q(%) Sens(%) Espec(%) FP, (%)
Entrenamiento 0,78 88,78 91,84 86,54 14,29
Prediccion 0,64 81,97 83,33 80,65 19,35

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razoén de falsos positivos.

MLP: La red neuronal artificial con algoritmo [weka. classifiers.f
unctions.MultilayerPerceptron -L 1.0 -M 0.8 -N 500 -V 0 -S 0 -E 20 -H 10 -t
MLP_training.arff -T MLP_Test.arff -0] para 8 variables mostré un numero de
instancias clasificadas correctamente de 80,10 % en la SE y 77,05 % para la
SP, siendo el modelo de mas bajos resultados en cuanto a exactitud y
porciento de falsos positivos (Tabla 7).

Tabla 7. Pardmetros estadisticos obtenidos para modelo MLP (Perceptron
Multicapas).

_ C Q(%) Sens(%) Espec(%) FP.(%)
Serie

. 0,60 80,10 82,65 78,64 22,45
Entrenamiento

Prediccion 0,55 77,05 83,33 73,53 29,03

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razoén de falsos positivos.

SMO: El modelo final para la técnica maquina vectorial de soporte estuvo
conformado por 7 variables y utilizdé como esquema algoritmico
[weka.classifiers.functions.SMO -C 100.0 -L 0.001 -P 1.0E-12-NO-V -1 -W 1 -
K weka.classifiers.functions.supportVector.RBFKernel -C 250007 -G 4.0 -t
SVM _training.arff -T SVM_Test.arff -0] con complejidad C=100, reportdndose
para la serie de entrenamiento un 84,69% de instancias clasificadas
correctamente y la para la SP un 86,89 %. Los valores de falsos positivos son
muy buenos lo que evidencia la calidad del modelo (ver tabla 8).

Tabla 8. Parametros estadisticos para el modelo maquina vectorial de soporte.

Serie C Q(%) Sens (%) Espec(%) FP.(%)
Entrenamiento 0,70 84,69 80,61 87,78 11,22
Prediccion 0,74 86,89 83,33 89,29 9,68

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razoén de falsos positivos.



En la figura 17 se muestran los porcentajes de clasificacién para las series de
entrenamiento y prediccion en los modelos finales obtenidos para amastigotes
resultando superiores los obtenidos en el SVM seguidos por el IBK y J48

respectivamente.
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Figura 17. Porcentajes de clasificacion para las series de entrenamiento y
prediccion en los modelos finales obtenidos para amastigotes.

Al evaluar por cada una de las técnicas las SP obtenidas podemos observar
gue MLP presenta los mas bajos porcentajes de exactitud siendo en el resto de
los modelos el valor de este parametro estadistico superior a 80 9%,
alcanzandose los mejores resultados con el modelo de SVM y J48
respectivamente. Lo antes expuesto permitié validar la predictibilidad de dichos
modelos.

3.3 Validacion de los modelos obtenidos.

EL empleo de una serie de prediccién es la condicién necesaria y suficiente
para evaluar el poder predictivo de cualquier modelo. En este sentido todos los
modelos fueron evaluados empleando las series de prediccion
correspondientes (para promastigotes o amastigotes) segun se defini6 en
epigrafes anteriores. Los resultados alcanzados al evaluar los compuestos de
la SP por los modelos obtenidos en cada una de las técnicas denotaron que
estos presentan un adecuado poder predictivo. Estos resultados fueron
comentados con mas detalle en los acapites 3.2.1 y 3.2.2 por la conveniencia



de la comparaciéon de estos datos con los obtenidos para la SE por cada
modelo. De manera general podemos resumir que se alcanzaron para la SP
valores de exactitud adecuados para la totalidad de los modelos, como se
explicd en los epigrafes anteriormente citados; siendo ligeramente superiores
los resultados alcanzados en los modelos de amastigotes respecto a los de los
modelos de promastigotes.

La validacién externa de los 4 modelos para promastigotes empleando la nueva
serie de 22 compuestos evaluados previamente en bioensayos del PubChem
arrojo resultados positivos. Los parametros estadisticos resultantes para cada
uno de los modelos pueden observarse en la tabla 9 y la figura 18 donde se
aprecian los resultados globales de la validacion. Los valores de exactitud que
se obtienen resultan mayores para los modelos SVM y J48 y el valor de falsos
positivos mas bajo (44, 104, 105) se alcanza con el modelo de arboles.

Tabla 9. Resultados de la validacion externa para modelos de promastigotes.

Técnica de o Q Sens% Espec% FPr %
clasificacion
IBk 0,49 77,42 78,26 90 25
J48 0,569 80 78,27 94,74 14,28
MLP 0,47 77,42 81,81 85,71 33,33
SVM 0,65 85,71 90 90 25

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razoén de falsos positivos.

Validacion externa
85.71
100 1742 80.00 77.42
20
&0
40
20
0
IEk 148 MLP SVIM

Promastigotes

Figura 18. Porcentajes de clasificacion para la validacion externa de modelos
finales obtenidos para promastigotes.



3.4. Cribado de Base de datos internacional.

Para la identificacion de nuevos compuestos con potencial actividad contra
promastigotes y amastigotes de L. amazonensis se evaluaron un total de 4662
estructuras del DrugBank obteniéndose como resultado del empleo de cada
uno de los modelos compuestos con una amplia variedad estructural por cada
uno de los modelos (IBK, J48, MLP, SVM). El nimero de compuestos
clasificados como activos e inactivos por cada modelo individual puede
observarse en la tabla 10 a continuacion:

Tabla 10. Resultado del cribado del DrugBank por modelos individuales.

Clasificacion de compuestos del DrugBank IBk J48 MLP SVM
Promastigotes

Identificados como inactivos 3076 2954 2873 2820

Identificados como activos 1586 1708 1789 1842

Amastigotes

Identificados como inactivos 1908 2607 3076 2525
Identificados como activos 2754 2055 1586 2137
Total de compuestos 4662 4662 4662 4662

El resultado del cribado teniendo en cuenta los porcentajes de compuestos
identificados como activos e inactivos por los modelos puede apreciarse en la
figura 19. En el caso de los promastigotes el 3% de los 4662 compuestos
pertenecientes al DrugBank es identificado como activo por la totalidad de los
modelos, un 15% por tres modelos, 29% activos por dos y un 32% por uno,
mientras que el 21% del total es hallado inactivo por todos ellos, En el cribado
para amastigotes se clasifican como activos un 6%, 20%, 31%, 34 % y 9%

respectivamente.
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Figura 19. Resultado del cribado del DrugBank para promastigotes y
amastigotes. A promastigotes, B amastigotes.
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3.5 Sistema multiclasificador ensamblado basado en modelos QSAR.

Los resultados del empleo de un sistema de ensamblado o multiclasificador con
el fin de mejorar los resultados obtenidos en la modelacion se muestran en este
acapite.

Como cada modelo capta por separado una gran fraccién de la informacion
guimica contenida en la base de datos a través del empleo de los DMs, esta
informacion necesita complementariedad del resto de los modelos para su
completitud. Por ello se utiliz6 un clasificador ensamblado a partir de los
modelos QSAR que utiliza el voto mayoritario simple. En esta técnica cada



clasificador tiene un voto que posee igual valor. En esencia, la clasificacion
mas popular es la que resulta elegida por el conjunto como decisién final. La
variante mas basica es el voto de la pluralidad, donde la clase con la mayoria
de los votos gana.

En la tabla 11 se puede apreciar el comportamiento de los parametros
estadisticos obtenidos para la serie de predicciéon con el mejor modelo para
promastigotes (SVM) y el ensamblado por voto.

Tabla 11. Parametros estadisticos obtenidos para la serie de prediccion con el
modelo SVM para promastigotes y el ensamblado.

Técnica de Falsos Positivos
e o Q Sens% Espec%
clasificacion %

Ensamblado 094 96.77 93,33 100 0

SVM 0,74 86,89 83,33 89,29 9,68

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razén de falsos positivos.

Puede observarse que se obtienen con el ensamblado valores muy superiores
obteniéndose 100 % de especificidad, y un valor de falsos positivos igual a
cero. Este ensamblado por voto incluy6 en la clasificacion como compuestos
activos a aquellos que fueron identificados como tal por al menos 2 de las
cuatro técnicas para promastigotes.

La matriz de confusién obtenida para el ensamblado fue:

===Matriz de confusion ===

a b <--clasificados como
13 1]a=Actl
0 16|b=Act-1

Donde Actl son los compuestos clasificados como activos y Act-1 los
clasificados como inactivos.
Mientras que la obtenida para la técnica SVM fue:

===Matriz de confusion ===

a b <--clasificados como



11 3Ja=Actl
1 15| b =Act-1

El comportamiento alcanzado por el ensamblado para amastigotes fue similar
al anterior, lo cual demuestra un mayor poder de prediccion con respecto al
mejor modelo obtenido para esta forma del parasito (SVM). Tabla 12. Ambos
procedimientos alcanzan un porciento de falsos positivos igual a 9,68 sin
embargo el ensamblado logra superiores valores de coeficiente de correlaciéon

de Matthews, exactitud, sensibilidad y especificidad.

Tabla 12. Parametros estadisticos obtenidos para la serie de prediccion con el
modelo SVM para amastigotes y el ensamblado.

Tec_n_lca de Q Sens% Espec% Falsos Positivos
clasificacion %
Ensamblado 0,84 91,80 93,33 90,32 9,68

SVM 0,74 86,89 83,33 89,29 9,68

Q exactitud; C coeficiente de correlacién de Matthews; Sens Sensibilidad; Espec Especificidad;
FPr Razén de falsos positivos.

La matriz de confusién obtenida para el ensamblado fue:

===Matriz de confusion ===
a b <--clasificados como
28 2|a=Actl

4 28| b=Act-1

La técnica SVM para amastigotes presento la siguiente matriz de confusion:

===Matriz de confusion ===
a b <--clasificados como
25 5|la=Actl

3 28|b=Act-1

Machado en el 2013 obtuvo un valor de exactitud de 91,73 % y una razon de
falsos positivos de 4,01 al emplear un sistema de ensamblado multiclasificador
de voto para evaluar la actividad de compuestos contra la malaria, también
causada por la infeccibn de un protozoo parasito; estos resultados son

similares a los obtenidos en nuestro estudio.(106)



Tras el cribado de la base de datos internacional DrugBank se identificaron
como activos un gran niamero de compuestos por cada técnica individual como
pudo apreciarse en el acapite anterior. Teniendo en cuenta que en la practica
debe obtenerse un compuesto capaz de inhibir a la Leishmania amazonensis
tanto en la forma promastigote como amastigote se realizaron varios
ensamblados que nos permitieran obtener el menor numero posible de
compuestos clasificados como activos como resultado final (conservando
siempre los criterios empleados en los ensamblados anteriores por sus buenos

resultados).

De esta forma se clasifican como activos por al menos 2 modelos de
promastigotes 2360 compuestos mientras que por al menos dos modelos de
amastigotes se predicen 2808. Al proceder al ensamblado de los compuestos
predichos como activos por al menos dos modelos de promastigotes y
amastigotes al unisono obtenemos un total de 540 lo que reduce
sustancialmente el resultado. Figura 21

Por otra parte, de 4662 compuestos contenidos en la base de datos DrugBank
los compuestos identificados como activos por la totalidad de los modelos de
promastigotes resultaron 156 para un (4%), mientras que en el caso de los de
amastigotes fueron 273 (6%) respectivamente. El consenso logrado al enlazar
todos estos resultados y determinar aquellos identificados como activos por la
totalidad de los modelos obtenidos reduce considerablemente el nimero de
compuestos identificados. De esta forma fueron reconocidos un total de ocho
compuestos como potencialmente activos contra L. amazonensis por el 100 %
de los modelos empleados (Figura 21). Las estructuras de estos compuestos

pueden verse en el anexo 3.
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Figura 21. Resumen de los resultados obtenidos por el ensamblaje de los ocho

modelos finales.

El empleo del ensamblado por el voto mayoritario personalizado nos permitio la

reduccién de los compuestos cribados identificados como potencialmente

activos. Estos compuestos podrdn ser evaluados experimentalmente para

corroborar su actividad contra Leishmania amazonensis y su pequefio nimero

repercute de manera favorable en el un ahorro de tiempo y empleo de

reactivos.



Conclusiones



CONCLUSIONES

1. Se confecciond una base de datos inicial que incluyé 375 compuestos
evaluados experimentalmente contra Leishmania amazonensis con una amplia
variabilidad estructural la cual fue subdividida en dos para la confeccién de los
modelos, una con 116 compuestos evaluados contra promastigotes y otra con
257 compuestos probados contra amastigotes

2. Se obtuvieron ocho modelos QSAR desarrollados con técnicas de
inteligencia artificial alcanzando buenos porcentajes de clasificacion,
sensibilidad y especificidad tanto para las series de entrenamiento como las de
prediccion.

3. La validacion externa de los modelos obtenidos para promastigotes

demostré su alto grado de predictibilidad.

4. Los sistemas multiclasificadores ensamblados de voto empleados en la
prediccién de compuestos contra el parasito mostraron mejores resultados que
los modelos por separado permitiendo su identificaciéon de forma o6ptima a
través del cribado virtual de grandes bases de datos.

5. Se identificaron 8 compuestos con potencial actividad contra Leishmania
amazonensis a través del cribado virtual de la base de datos internacional
DrugBank empleando el ensamblado de voto mayoritario de todos los modelos
obtenidos.



RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

1. Evaluar experimentalmente los compuestos identificados por el ensamblado

para corroborar su actividad.

2. Trabajar en la obtenciébn de nuevos modelos por otras técnicas que

permitan complementar los resultados obtenidos hasta el momento.
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Anexo 1. Taxonomia de Leishmania spp.
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ANEXO 2

Medicamentos utilizados en el tratamiento sistémico de las leishmaniasis

en las Américas: Caracteristicas y principales eventos adversos.

Los tratamientos sistémicos son los mas utilizados para tratar las diferentes
formas clinicas de leishmaniasis en la Region, sin embargo, presentan
toxicidad causando eventos adversos leves, moderados y severos.

Los medicamentos actualmente disponibles son los antimonales pentavalentes,
el iseotionato de pentamidina, las diferentes formulaciones de la Anfotericina B,
la pentoxifilina, la miltefosina y ketoconazol. A continuacién describimos estos
medicamentos mencionados y sus principales efectos adversos (5, 8, 9).
Antimoniales pentavalentes (Sb+5)

Los antimoniales pentavalentes disponibles en el mercado son el
estibogluconato de sodio (Pentostam® o genérico) y el antimoniato de
meglumina (Glucantime® o genérico). Los mismos son quimicamente similares,
y su toxicidad y eficacia estan relacionados con el contenido de antimonio
pentavalente (Sb+5): la solucién de antimoniato de meglumina contiene 81
mg/ml de Sb+5mientras que la solucion de estibogluconato de sodio contiene
100 mg/ml de Sb+5. La inyeccion se puede administrar via intramuscular o
intravenosa o por infusion (mas de 5-10 minutos) o por inyeccién lenta a través
de una aguja fina (23-25 medidor, 0,6-0,5 mm) para evitar cualquier riesgo de
trombosis posterior.

Los antimoniales se distribuyen a altas concentraciones en plasma, higado y
bazo; la vida media es de 8 horas en adultos y 5 horas en nifios, con una tasa
rapida de absorcidn. La excrecion se realiza a través de la orina (80% en 6
horas) y se completa entre 24 y 76 horas después de administrados, siendo la
eliminacion mas rapida en los nifios.

La respuesta al tratamiento con antimoniales varia considerablemente
dependiendo de la especie y cepa del parasito, del estado inmunoldgico del
paciente y de la forma clinica de la enfermedad.

Los efectos adversos mas comunes y responsables de la interrupcién del
tratamiento, son los relacionados con el sistema musculo esquelético, como

mialgias y artralgias, las cuales pueden ser graves, principalmente en pacientes



mayores, pero que generalmente responden a antiinflamatorios no esteroides;
también son frecuentes el dolor de cabeza, la anorexia, nduseas y fiebre.

La alanino aminotransferasa, la alcalino aminotransferasa, la aspartato
aminotransferasa y la lipasa séricas con frecuencia se incrementan, aunque el
nivel es leve. Ademas, frecuentemente se presenta hiperamilasemia con
aparicién o no de pancreatitis aguda, lo que puede ser la causa de la aparicién
de nauseas y dolor abdominal; ocasionalmente se han reportado disminucion
de la hemoglobina y leucocitos o aumento de concentraciones séricas de
nitrégeno ureico y creatinina. En el electrocardiograma (ECG) se pueden ver
efectos dosis-dependiente y tiempo dependiente, como cambios reversibles del
ECG como un incremento en la amplitud de la onda P, inversion de la onda T
(o disminucién en su altura), elevaciéon del segmento S-T, o prolongacién del
intervalo QT, que es el efecto adverso mas serio y el usualmente asociado a

muerte.

Leishmaniasis en las Américas: recomendaciones para el tratamiento

Los antimoniales pentavalentes estdn contraindicados durante el embarazo. No
se han realizado estudios en humanos, ni en animales, por lo que no esta
recomendado su uso durante la lactancia materna. Se debe tener especial
cuidado con su administracion en pacientes con enfermedades cardiacas, en
especial en los defectos de la conduccién, ya que puede causar arritmias.
Asimismo, puede producir una alteracion de la funcidén hepatica, pancreatitis o
disfuncion tubular renal. Se ha informado la muerte de pacientes asociada al
uso de este medicamento.

La resistencia a los antimoniales es un problema creciente principalmente con
las especies de Leishmania que son antropondticas, y esta asociada al uso de
tratamientos incompletos.

Anfotericina B

Actualmente existen cuatro diferentes formulaciones:

Anfotericina B deoxicolato: actia alterando la permeabilidad de la membrana
celular. Se administra por via intravenosa en dextrosa al 5% en 2 horas, a una
dosis de 0,7-1,0 mg/kg/d diarios, hasta alcanzar una dosis acumulativa total de
25 mg/kg (aproximadamente 42 dosis). Es un medicamento muy efectivo, con
tasas de curacion hasta del 98%, pero de uso limitado por los efectos adversos



frecuentes (infusiones intravenosas). Se recomienda administrar este
tratamiento el hospital para permitir el monitoreo continuo de los pacientes. Las
reacciones mas comunes son fiebre alta, escalofrios y tromboflebitis de la vena
inyectada. La nefrotoxicidad, tanto tubular como glomerular, es comun, dando
lugar a frecuentes interrupciones del tratamiento en algunos pacientes, ya sea
por incremento de la urea y creatinina o desarrollo de hipocalcemia severa.
Otros efectos toxicos, como miocarditis, hepatitis severa son poco frecuentes
pero graves. La correcta hidratacion y otras estrategias de prevencion, son muy
importantes para evitar o reducir la toxicidad renal, hepatica y cardiaca.
Formulaciones lipidicas de anfotericina B: Varias formulaciones, incluyendo la
anfotericina B liposomal, complejo lipidico de anfotericina B y anfotericina B de
dispersion coloidal, se han utilizado en el tratamiento. Son similares en su
eficacia a la anfotericina B deoxicolato pero mucho menos téxicos. La mayoria
de los ensayos clinicos en leishmaniasis se han realizado con la formulacién
liposomal de anfotericina B, por esto es importante hacer estudios con otras
formulaciones lipidicas.

a) Anfotericina B liposomal es una formulacion lipidica de anfotericina B y
fosfatidilcolina deshidrogenada de soya, distearoilfosfatidilglicerol y colesterol y
gue se utiliza por via intravenosa a una dosis de 3-5 mg/kg de peso/d por 3-5 d
para el tratamiento de la LV, con una eficacia superior al 98%. Las pequefas
vesiculas de lipidos que contienen el medicamento son fagocitadas por los
macroéfagos, fusionandose a la membrana del fagosoma para liberar el
medicamento directamente sobre el parasito.

b) Dispersion coloidal de Anfotericina B que es una formulacién lipidica de
anfotericina B y sulfato de colesterol.

c) Complejo lipidico Anfotericina B que es una formulacidén lipidica de
Anfotericina B y dimiristoil fosfatidilcolina y dimiristoil fosfatidilglicerol.

De la misma forma, las respuestas terapéuticas son diferentes teniendo en

cuenta las diferentes formas clinicas y especies de Leishmania.

Isetionato de pentamidina
Es un derivado aromético de la diamidina que interactia con el ADN del
kinetoplasto e inhibe la topoisomerasa Il e interfiere con la glicdlisis. Se



administra por via intramuscular a una dosis de 3-4 mg/kg interdiario durante 3
a 4 dosis. El porcentaje de curacion varia entre el 84% al 96%.

Se utiliza para el tratamiento de los casos que no responden a otros
medicamentos y en situaciones en que se conoce la respuesta terapéutica
local, de acuerdo con la especie de Leishmania circulante. Hay
contraindicaciones de su uso en pacientes con alteraciones hepaticas,
pancreaticas o renales.

Los eventos adversos secundarios mas frecuentes con el uso del isotianato de
pentamidina pueden ser leves o moderados como dolor y edema en el sitio de
aplicacion, abscesos, mareo, fiebre, cefalea, adinamia, nauseas y dolor
articular. Se han reportado algunos casos de rabdomiolisis especialmente
cuando se usa en dosis altas.

Los eventos adversos graves como hipotension aguda o hipoglicemia son
frecuentes, especialmente cuando se aplican muy rapido o cuando el paciente
se levanta muy pronto después de la inyeccidén, por eso, si recomienda
permanecer recostado unos 15 minutos. Se presentan eventos adversos
cardiovasculares similares a los de los antimoniales pentavalentes, pero la
prolongacion del QT es el mas frecuente.

Miltefosina

Es un derivado de hexadecilfosfocolina. Se desarrollé originalmente como un
medicamento oral contra el cancer, pero ha demostrado tener actividad
antileishmaniésica. Es la primera droga de uso oral para el tratamiento de la
leishmaniasis. La dosis se administra teniendo en cuenta el peso del paciente.
Es un medicamento antiparasitario, utilizado en Asia para el tratamiento de LV,
pero las respuestas no fueran satisfactorias para L. infantum, especie circulante
en las Américas. Para la leishmaniasis cutdnea se ha demostrado eficacia
variable, de acuerdo con las especies y zona geogréfica.

La miltefosina produce efectos adversos gastrointestinales como nauseas,
acompafadas algunas veces de vomito, diarrea y pérdida de apetito, lo que
disminuye la adherencia al tratamiento. En situaciones raras, los efectos
secundarios pueden ser graves y requieren la interrupcién del tratamiento.
Estos incluyen alergias en la piel, elevacion de las concentraciones de las
transaminasas hepéticas, pero sin llegar a valores criticos. Se han encontrado

reportes de reacciones alérgicas tipo Steven- Johnson.



La miltefosina es potencialmente teratogénica y tiene una vida media
prolongada en el organismo. En mujeres en edad fértil debe garantizarse una
adecuada contracepcion durante el tratamiento y hasta 3 meses después de

terminado el mismo.



ANEXO 3
Compuestos del DrugBank identificados por el ensamblado final.
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