Departamento de Ciencias Biolégicas

Facultad de Ciencias Exactas

Universidad Nacional de La Plata

Screening Virtual basado en Topologia Molecular: una
Nueva Metodologia en el Descubrimiento de Agentes
Anticonvulsivos.

Lic. Alan Talevi

Directores: Dres. Eduardo Castro y Luis Bruno—Blanch

Afio 2007



“Wiralo a Euclides, por ejemplo. Puede saber exactamente la tension que la
cuerda del arco de este soldado ejerce sobre la flecha. Mide el largo del
arco, calcula la distancia que hay entre las puntas del arco y la madera
antes de curvarse. Pero Euclides jamas ha disparado una flecha. El soldado no
es capaz de calcularlo en un papel pero si ha disparado muchas veces muchas
flechas y sus manos y sus antebrazos lo saben. La inteligencia del soldado
estd en sus manos y no en su mente (...). El dia que Euclides quiera aprender
a disparar una flecha o que este soldado se pregunte por qué sale disparada
esta flecha estaremos en el camino.

Extracto de “El Depredador” , D. Saenz
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Introduccion

Paralelismos entre el Desarrollo Histérico del Método
Cientifico y la Evolucién de la Quimica Medicinal.
De la Intuicion a la Razén, y a la Intuicién
nuevamente.

PRONETEO: (...) Después descubri también para ellos la ciencia del nimero, la
mas excelsa de todas, y las uniones de las letras, memoria de todo, laboriosa
madre de las Musas. (...)

CORIFEQ. Padeces un castigo indigno, privado de razon divagas, y como un mal
médico que a su vez ha enfermado, te desanimas y no puedes encontrar para tI
mismo los remedios curativos.

PROMETEO. Escucha el resto y te sorprenderas mas.: las artes y recursos que
Ideé. Lo mas importante’ siI uno caia enfermo, no habia ninguna defensa, ni
alimento, ni uncion, ni pécima, sino que faltos de medicinas morian, hasta
que les ensené las mezclas de remedios clementes con los que ahuyentan todas
las enfermedades.

Fragmento de “Prometeo encadenado” , Esquilo, S. V a.C.

“Una cosa es medir con un hilo la circunferencia de un circulo, 1levar este
hilo sobre el diametro y constatar que pasa por ahi tres veces y pico, otra
cosa es tratar de encontrar la relacion de la circunferencia y del diametro
considerada como el limite comin de los perimetros de los poligonos excritos
e Inscritos. A partir de entonces se trata de comprender en qué consiste este
paso a la demostracion (...) Pues esto es lo que se crea en Grecia por
primera vez’”

Fragmento de “Lo que hace a Grecia — De Homero a Herdclito” , C.
Castoriadis,
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Introduccion

Evolucién del Método Cientifico

n los principios de la «civilizacion humana, el

Conocimiento era concebido como una manifestacion del

aspecto divino o espiritual inherente a la naturaleza

ambivalente (materia—espiritu) del hombre. Algunos de
los mitos mas antiguos de la humanidad se refieren justamente a una
figura mitolégica que actia como intermediario entre los dioses y el
hombre, transmitiendo a éste los dones propios de aquellos. Podemos
mencionar como ejemplos el mito griego de Prometeo' (dios griego que
roba a los dioses el
conocimiento para
regalarselo a la especie
humana) y el mito
egipcio de Thoth (deidad
egipcia de la magia,
inventor de la ciencia

de los  numeros, la

astrologia, la

astronomia, la medicina,

la escritura y la

Fig. 1.1 - Prometeo, por Elsie Russell. El mito griego
oratoria, entre otras)?  refiere la componente inexplicable o irracional en el
desarrollo del conocimiento humano

Dentro de la tradicion

' Es interesante mencionar que Prometeo reconoce que su mayor aporte a la humanidad es
precisamente la medicina, en particular los medicamentos. El castigo de los dioses por robar este
conocimiento divino no es otro que enviar un aguila para que cada noche le devore el higado,
organo que, dada la inmortalidad de Prometeo, se regeneraba durante el dia. En vista de la
comprension que se tiene actualmente de la fisiologia hepatica, resulta irénico que el castigo del
dador de los medicamentos sea justamente la destruccion reiterada del drgano metabolizador y
desintoxicador por excelencia.

? Puede apreciarse, en ambos mitos, que el sistema de conocimientos ideal en la antigiiedad era
fundamentalmente holistico en lugar del sistema reduccionista asociado a Descartes. Todas las
ciencias proceden en los mitos mencionados de un mismo dios “dador “, como si se trataran de
aspectos diferenciados de una tnica cosa.
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Introduccion

judeo—cristiana encontramos la historia de Semjasa [1], un angel caido
que comanda una rebelién de otros doscientos angeles, enseflando a las
mujeres humanas los secretos de las hierbas curativas, la metalurgia,
la orfebreria, las tinturas y los cosméticos. La historia esta
registrada en el Libro de Enoch, un libro apoécrifo hebreo escrito

alrededor del siglo II a.C.

Seme jante riqueza mitolégica en torno al origen de los
conocimientos que el hombre antiguo aplicaba en su vida cotidiana
surgia de un desequilibrio entre la curiosidad natural del hombre y la
capacidad limitada del hombre antiguo para dar explicaciones. Este
misterio se presentaba magnificado, seguramente, por la ausencia de
una so6lida tradicién escrita que permitiera registrar el origen y la
evolucion de los saberes humanos. Paralelamente, es posible que este
hombre antiguo hubiera identificado la inspiracién o el  “evento
afortunado”  tras el descubrimiento de un conocimiento Util, en
aquella época en la que el conocimiento se constituia sobre un
conjunto de observaciones empiricas preservado y enriquecido a traveés
de las generaciones. En uno u otro caso, el origen incierto y fortuito
del saber se explicaba, como todo lo inexplicable, recurriendo a los
dioses y a los mitos. Como plantea Aristoteles en el siglo IV a.C

“Ir en busca de una explicaciéon y admirarse es reconocer que se
ignora. V asi, puede decirse que el amigo de la ciencia lo es en
cierta manera de los mitos, porque el asunto de [los mitos es Io

maravilloso” (Metafisica, Libro 1, parte 1I) [2].

Precisamente a los griegos, en un proceso que se inicia
alrededor del periodo homérico (hacia el siglo VIII a.C.), y en
particular a Aristéoteles, se les atribuye la introduccién de las bases
del método cientifico que hoy conocemos. Es lo que Otto ha dado en

llamar “la superacion del pensamiento méagico a partir del periodo
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Introduccion

homérico” [3]. Claramente, algunos aspectos de la obra aristotélica
constituyen esbozos de los principios de la ciencia moderna. Asi, en
Metafisica puede leerse “muchos recuerdos de una misma cosa
constituyen una experiencia. Pero la experiencia, al parecer, se
asimila casi a la ciencia y al arte’. Por la experiencia progresan la
ciencia y el arte en el hombre. La experiencia, dice Polus, y con
razén, ha creado el arte, la Inexperiencia marcha a la ventura. El
arte comienza, cuando de un gran nimero de nociones suministradas por
la experiencia, se forma una sola concepcién general que se aplica a
todos los casos semejantes!” (Metafisica, Libro I, parte 1) [4]. Los
fundamentos de la logica aplicados al desarrollo del método cientifico
son explorados en profundidad por el pensador griego en sus Segundos
Analiticos (también conocidos como Analiticos Posteriores): “asumiendo
entonces que mi tesis sobre la naturaleza del conocimiento cientifico
es correcta, las premisas del conocimiento demostrado deben ser
verdaderas, primarias, inmediatas, mejor conocidas y anteriores a la
conclusién, que se relaciona con ellas como el efecto con la causa”

(Segundos Analiticos, Libro 1, Parte 1I)

De la lectura de la obra aristotélica nos llaman la atencién: a) el
impresionante aporte del filésofo griego al desarrollo de la légica y
su relacién con el método cientifico; b) la nocién de que a la ciencia
le concierne lo universal (encontrar verdades subyacentes a todo un
género de objetos y no las particularidades de un objeto individual,
principio que podemos relacionar con la elaboracién, por parte del
cientifico, de modelos, teorias y leyes de aplicaciéon general) [5]; c)
una valorizacién del saber del fil6sofo o cientifico frente al hombre
con conocimientos técnicos y d) la reivindicacién del conocimiento

racional y sistemdtico frente al conocimiento “accidental” . Sobre

3 En la Grecia antigua, la distincion entre ciencia y arte no es tan clara como (ni se corresponde
con) la actual.
* Como se vera més adelante, es este en cierto sentido el objeto de la presente tesis.
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Introduccion

este Gltimo item enumerado Castoriadis menciona [6]: “/a cuestion
esencial es que en los egipcios y en los babilonios encontramos
enunciados que reposan en una curiosa mezcla de cdlculo primario y
sobre todo de empiria. FEn los griegos esto se transforma en algo
totalmente diferente: en teoremas demostrados rigurosamente’ .
Castoriadis agrega que el segundo elemento, y el mas importante, que
introducen los griegos es la creacién de un espacio ideal, un lugar
virtual que no se corresponde exactamente con el espacio real, en
palabras de Platéon en su Carta Séptima:  “sabemos muy bien que ninguno
de los circulos reales que pueden dibujarse (...) corresponden
rigurosamente a la definicion de circulo como Ilugar de todos Ios
puntos equidistantes de otro punto” . Lo mas notable: el espacio
ideal, euclidiano, no se corresponde con la representacién del espacio
fisico. Mientras en el espacio euclidiano existen rectas indefinidas,
a la vez que es homogéneo e isétropo, el espacio cosmolégico y fisico
de los griegos se representaba esférico (y por lo tanto, no habia
rectas sino segmentos circunscriptos a la esfera) y habia si un punto

privilegiado: el centro.

La contribucién méas destacada de Aristoteles a la ciencia ha sido
esencialmente teoérica; aunque inclinado a la experimentacién, sus
disefios experimentales eran deficientes y lo conducian habitualmente a
conclusiones equivocadas (por ejemplo, que los cuerpos méas pesados
caen con mayor velocidad que los mas livianos y que no existen fuerzas
capaces de actuar a distancia). Adn los ejemplos que postula en sus
obras no se corresponden completamente con sus propios enunciados
teéricos [7]. En el terreno de lo pragmatico, Aristételes fue, por
excelencia, un observador y un ordenador, pero la ausencia de
hipotesis y experimentacion adecuada en su método hacen de la ciencia
aristotélica un cumulo de observaciones, cuando no erroéneas,

inconclusas o de alcance limitado.
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Introduccion

A partir del Renacimiento, y en particular desde la Ilustracién,
el hombre ha acudido a la razén como la herramienta fundamental para
establecer un sistema ético, estético y de conocimientos [8]. La Era
del la Razoéon se caracterizé por instaurar (o perfeccionar, teniendo en
cuenta los antecedentes griegos) un sistema filoséfico basado en
axiomas (verdades evidentes sobre las que se construyen otros
conocimientos) pero instituyendo a la naturaleza y no a la autoridad
humana como arbitro en cuestiones cientificas. Toda fuente irracional
de conocimiento y sabiduria fue desterrada’. Se observé la necesidad de
determinar experimentalmente todas las variables que afectan a un
fenoémeno de la naturaleza, para luego incorporarlas en una hipotesis
que quedaria demostrada si y s6lo si coincidiese con relativa
exactitud con la observaciéon experimental. Como representantes
histéoricos de ésta, 1la 1llamada Revolucién Cientifica, podemos
mencionar a Copérnico, Galileo y Newton® sin olvidar el significativo

aporte de Descartes a través del método reduccionista.

En este contexto, la intuicién, que Iintuitivamente podemos
definir como un proceso mental natural en el hombre por el cual se
arriba a conclusiones sin transitar o detenerse en cada uno de los
eslabones de esa concatenacién de axiomas sucesivos que exige la
logica, ha sido, desde la Ilustracion hasta la historia reciente,
progresivamente desestimada o por lo menos subestimada. R. A. Spitz,
en su obra The First VYear of Life (International Universities Press)
ha sefialado que  “Tncluso condenamos la intuiciéon, nos burlamos de

ella en el discurso cientifico. Esta burla, este sarcasmo, las bromas

> El poeta inglés John Keats solia acusar a Newton y al racionalismo representado por éste de
haber despojado de su encanto al arcoiris, refiriéndose a los experimentos de Newton sobre el
comportamiento de la luz.

® Curiosamente, no solo era Newton un hombre profundamente religioso sino que es bien
conocido su profundo interés por la Magia y la Alquimia.

14



Introduccion

en tales materias tralcionan nuestra Incomodidad ante lo que no

podemos explicar” [9].

Indagando un poco mas, encontramos que la anterior definicioén
intuitiva se aproxima bastante a una definicién mas académica. J.A.
Arlow definié la intuiciéon como  “la facultad de aprehension o
cognicion rapida (...) involucra la habilidad para organizar
sIilenciosamente y sin esfuerzo aparente (por ejemplo,
preconscientemente) muchas diferentes observaciones hechas a través
del tiempo. FEI proceso I[lega al entendimiento sin conocimiento
consciente de los pasos mentales Intermedios involucrados, de ahi que
el conocimiento adquirido posee una subita, inesperada, y por lo tanto
sorprendente calidad El conocimiento obtenido por las vias de la
Intuicién requiere una validacion a través de un esfuerzo congnitivo

orientado y objetivo” [10].

Psicologos v psiquiatras coinciden en que existen dos estilos de
pensamiento bien diferenciados, el pensamiento intuitivo y el
pensamiento racional (también referidos como sistemas coghitivos 1 y 2
o sistemas de procesamiento experiencial y racional, respectivamente)
[11,12] ". El sistema 1 opera naturalmente mediante el denominado
procesamiento heuristico (atajos cognitivos para simplificar problemas
complejos; el procesamiento heuristico se caracteriza por ser rapido y
automatico, estar orientado hacia el resultado mas que hacia el
proceso, obtener conclusiones generales a partir de unos pocos casos y
representar eventos bajo la forma de imagenes holisticas vy
dependientes del contexto, relacionando nueva informacién con esquemas
previos). Aunque se ha observado que el sistema 1 es proclive a

alrededor de una docena de errores sistematicos (por lo cual es

7 Puede observarse que la interpretacién de la psicologia moderna parece sustentar la
diferenciacion entre conocimiento experiencial y conocimiento cientifico que establecio
Aristoteles en el siglo IV a.C.
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Introduccion

necesario revisar y corregir sus conclusiones a través del sistema 2)
[12], entre los atributos del pensamiento intuitivo figuran el
establecimiento de causalidades y propensiones, la prediccion de
categorias y la estimacion del apoyo que una serie de observaciones
provee a una hipotesis (todos ellos, como sabemos, estrechamente

ligados a la actividad cientifica).

Numerosos estudios recientes parecen reivindicar la importancia
de la intuicién en diversas éareas de la ciencia (entre ellas la
medicina, la psicologia y la economia), esgrimiendo explicita e
implicitamente la hipotesis de que el entrenamiento en una disciplina
cientifica puede acotar los errores sistematicos del sistema 1 y que,
por lo tanto, podria aceptarse formalmente a la intuicién como
herramienta epistemolégica [13-17]. A su vez, la intuicién, como
sistema cognitivo basado en representaciones holisticas/integrales del
objeto de estudio, seguramente jugara un papel notable en un nuevo,
incipiente escenario cientifico que reconoce las limitaciones de la
aproximacion reduccionista para modelar niveles complejos de la
realidad y la necesidad de equilibrar/complementar esta aproximacion

con un enfoque integrador y sintético [18-20]

Evolucién de la Quimica Medicinal: Desde la Medicina Tradicional y la
Serendipicidad al Disefio y la Basqueda Racional de Nuevos Farmacos

La historia de la Quimica Medicinal, entendida ésta como la rama
de la Quimica dedicada a descubrir y desarrollar nuevos agentes
terapéuticos, nos revela que esta disciplina ha evolucionado desde
metodologias de descubrimientos de farmacos guiadas por la intuicioén y
el empirismo hasta las técnicas cada vez mas racionales que se emplean
en la actualidad [21-23]. En el primer grupo podemos mencionar,
fundamentalmente, los muchos descubrimientos que la Quimica Medicinal

debe a la serendipicidad [22, 24, 25]. El concepto de serendipicidad se

16



Introduccion

refiere esencialmente un descubrimiento fortuito, aunque algunos
autores han agregado a la definicién de serendipicidad la necesidad de
un observador que posea el conocimiento y el criterio necesarios para
establecer la relacion que da lugar al hallazgo.® Por otro lado, no hay
razoén para creer que el exhaustivo e impresionante conocimiento
acumulado en la Medicina Tradicional no procede sino de una
compilacion mas o menos sistematica, segin el caso, de observaciones

empiricas circunstanciales [26-29]

Luego del afortunado descubrimiento de la penicilina por parte
de Alexander Fleming en 1929, las entonces incipientes compafiias
farmacéuticas se abocaron al screening sistematico de microorganismos
en busca de nuevos antibioticos entre las décadas de 1940 y 1970. Sus
esfuerzos se vieron recompensados por el descubrimiento, no sé6lo de
nuevos antibiéticos sino también de otros farmacos (por ej.

levostatina, ciclosporina e ivermectina) [30].

Conforme los conocimientos de la quimica de los agentes
medicinales se ampliaban, se comenzaron a establecer relaciones entre
la estructura de un compuesto y su actividad farmacolégica; estas
relaciones se observaron, en un principio, al detectar rasgos quimicos
comunes en compuestos pertenecientes a una misma categoria terapéutica
y al observar variaciones sistematicas de la actividad en series

hom6logas.

8Esta segunda definicién corresponde a la conocida maxima de Isaac
Asimov que asegura que “la suerte favorece sélo a las mentes
preparadas” (millares de hombres contemplaron la caida de una manzana
antes que Newton sin postular la existencia de un campo gravitatorio,
y millares también se sumergieron en el agua antes de Arquimedes sin
arribar al concepto fisico de empuje).
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punto de
vista

Fig 1.2 — Sobre los errores del sistema cognitivo 1 - habitacion de Ames. La
observacion desde el punto de vista indicado en el croquis redundara en la conclusion
imposible de que una persona aumenta de tamafio a medida que se desplaza desde el
extremo izquierdo hacia el extremo derecho de la habitacion. Esta conclusion del
Sistema 1 asume que la habitacion es cubica (basado en la perspectiva y en la
experiencia previa que le indica que las habitaciones suelen serlo). El sistema 2
entendera, analiticamente, que la habitacion es trapezoidal y la persona esta
desplazandose a través de una direccion que no es perpendicular al plano del observador.

Si bien existen algunos antecedentes aislados de este tipo de
relaciones, tales como la observacion por parte de Cros de que la
toxicidad de 1los alcoholes aumenta a medida que disminuye su
solubilidad en agua, en 1863, y las observaciones de Meyer y Overton
respecto al aumento de la toxicidad de compuestos organicos con el
aumento de su lipofilia, en 1890 [31,32], un punto de inflexién en la
historia de la Quimica y la Quimica Medicinal puede sefialarse con los
estudios de Hammet respecto de la correlacion entre las propiedades
electronicas de acidos y bases organicos sustituidos y sus constantes
de disociacion, estableciendo un orden de sustituyentes del anillo
aromatico del acido benzoico segin su efecto cuantitativo sobre la
constante de disociacién [33]. Por otro lado, Hammet observé que un
mismo sustituyente producia efectos similares sobre otros 4cidos
orgénicos (figs 1.3 vy 1.4). Introducida la metodologia basica de las
relaciones cuantitativos estructura—propiedad (Quantitive Structure-

Property Relationship - QSPR), era inminente su aplicacion a
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propiedades de las estructuras quimicas de tanto interés como lo son

las actividades biolégicas, dando lugar a las relaciones cuantitativas

estructura—actividad (Quantitive Structure—-Activity Relationship -

QSAR). Los estudios pioneros de Hansch y Fujita demostraron que la

complejidad inherente a los sistemas biologicos exigia la introduccion
de otros descriptores complementarios a los descriptores electroénicos

de Hammet, 1incluyendo en primera instancias descriptores para

cuantificar los aspectos hidrofébico y estérico de las moléculas

estudiadas [34] vy sentando las bases de los métodos de disefio y

busqueda racional de nuevos farmacos que se conocen y aplican

- exitosamente

COOH Coo CH,COOH CH,COO®
—_— . H L " en la

] _— N

K=6.27x 10 - 5 :

K=5.20x 10 actualidad,
. metodologias

COOH co0 CH,COOH CH,CO00"
- .M L o que dia a dia

- +

K=37.10x10° _ |
I8 s K=14.1x10° crecen en su
) 2 NO, NO,
capacidad de
COOH coo CH,COOH CH,CO0 detectar
—_— . H - LM similitudes y
— -5
K=447x10 K=427x10° diferencias
-
3 3 .

CHs CHs no evidentes

Fig. 1.3. - Hammet observo que un mismo sustituyente tenia efectos entre agentes

cuantitativos  similares sobre la constante de disociacion de

distintos acidos organicos; en el ejemplo se comparan los efectos de farmaco—
los sustituyentes nitro y etilo, aceptor y dador de electrones, )
respectivamente, sobre las constantes de disociacion del acido ~ terapéuticos.

benzoico y del acido fenilico

La tendencia actual en la Quimica Medicinal, distante de

aquellos  primeros  hallazgos  fortuitos y  esforzados, supone

racionalizar el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos mediante

relaciones estructura—actividad, y el disefio y basqueda racional de

nuevos compuestos bioactivos con posibles aplicaciones en terapéutica

(metodologias que constituyen el eje fundamental de la presente
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tesis) asi como también mediante el modelado de los blancos
moleculares 'y la identificacién de farmacéforos, requisitos
estructurales (electréonicos, geométricos, hidrofébicos, estéricos)
minimos indispensables para que determinadas moléculas interaccionen
efectivamente con el blanco molecular.

Como se ha visto, la

historia de la Quimica Medicinal
imita de alguna manera la

evolucion historica de la ciencia

log(K/Kq

(fig. 1.5); toda ciencia parte de

conocimientos empiricos obtenidos

en primera instancia en forma

log{K'Kg)

fortuita 'y luego en  forma

Fig 1.4 — Ejemplo de relacion lineal de  Sistematica (conforme lo  van
energia libre. Ko y Ko’ representan las
constantes de disociacion de los acidos
organicos sin sustituir (en el ejemplo de  epistemologicos). Esos
la figura tres, 4cido benzoico y

fenilacético) y K y K’ las constantes conocimientos, —esa experiencia
correspondientes a los compuestos
sustituidos. Los valores de la ordenada se
calculan como el log de la relacion entre  acymulan v finalmente permiten la
las constantes del acido benzoico

sustituido y sin sustituir; los valores de la ~ aparicio6n de metodologias
abscisa a partir de la misma relacion para
el acido feniacético, utilizando el mismo
patron de sustitucion.

permitiendo los avances tecno y

(en el sentido aristotélico) se

racionales. En el caso de la
Quimica Medicinal las
herramientas que se han constituido en maximos exponentes de
racionalizacion en la busqueda de nuevos farmacos son las relaciones
cuantitativas estructura—actividad y el modelado molecular, aplicados
ambos al disefio y busqueda de nuevos agentes terapéuticos. Sin
embargo, puede observarse en la ciencia moderna una tendencia a
complementar la aproximacién racionalista con aproximaciones menos
racionales, legitimandose 1la incorporacién de procesos cognitivos
distintos del analitico-racionalista-reduccionista a la labor

cientifica. Castoriadis (op. cit.) dice que la magia no es en absoluto
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la ausencia de leyes: “con las magias elaboradas nos encontramos con
una enorme legislacion prenatural que domina o condiciona la accion de
las simples regularidades naturales, pero la accion de estas Ileyes
implica intervenciones personales del mago” . La ciencia ha advertido
que la irracionalidad y el desorden pueden ser muy productivos [35], vy
en lugar de descartarlos, como otrora, parece existir un movimiento
que busca entender la complejidad y las leyes de estos fenémenos, para
aprovecharlos. ¢La ciencia se mueve hacia un nuevo paradigma
cientifico? Y si ese fuera el caso, écomo imitard ese movimiento la

Quimica Medicinal?

Conocimiento Conocimiento Establecimien- Capacidad
empirico empirico to de reglas, de predic-
fortuito sistematico teorias y le- cion del
(conocimiento (busqueda yes aplica- comporta-
asilado de casos sistematica, bles a catego- miento de
particulares) clasificacion) rias de objetos nuevos

o0 eventos objetos

Fig. 1.5 - Esquema propuesto para explicar la evolucion de una ciencia. Hacia la
derecha se progresa hacia una mayor racionalizacion en la biisqueda de conocimiento;
sin embargo, la evolucion hacia estadios mas avanzados no significa la extincion de
estadios anteriores: los principios de todas las etapas conviven integrados. En el ambito
de la Quimica Medicinal, ain hoy, son comunes los reportes de hallazgos fortuitos, que
coexisten con el disefio de farmacos y la busqueda sistemdtica. Existen varias
explicaciones para esta convivencia relativamente pacifica de aproximaciones mas o
menos racionales: no es ético descartar un nuevo conocimiento por su caracter fortuito,
por un lado, y, por otro, el paradigma de novedad y velocidad propio de nuestra época.

La presente tesis se dividira en dos partes. La primera de
ellas, de caracter introductoria, versara sobre las motivaciones y los
fundamentos del trabajo de tesis, describiendo la epilepsia y el
estado actual de su terapéutica y proporcionando el marco teérico para
comprender las bases y los alcances de los estudios QSAR, la Topologia
Molecular y las técnicas de Screening Virtual (SV). En la segunda se
expondran los resultados obtenidos mediante aplicacion de estas

metodologias en la busqueda de nuevos farmacos anticonvulsivos.
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Pese a que el trabajo se enmarca en la aproximacién racional en
la busqueda de nuevos agentes anticonvulsivos con mecanismo de accidn
asociado a bloqueos de canales de sodio, estoy profundamente
convencido de que la razon y la intuicion y lo racional e irracional
no son principios mutuamente excluyentes sino complementarios en la

labor cientifica y al accionar humano.

A modo de ejemplo de esta “contaminacion” de la razoéon por lo
irracional (no se pretende darle a contaminacién una connotacion
negativa) en la basqueda de agentes terapéuticos se puede considerar
el Screening de Alta Performance (High—throughput screening - HTS),
asociado a las modernas técnicas de sintesis por Combinatoria Quimica.
Esta técnica, de amplio uso en la actualidad, supone ensayar, mediante
sistemas robotizados, wuna gran cantidad de compuestos de gran
diversidad quimica a través de un gran nimero de ensayos in—vitro
diversos (binding, inhibicién o interaccién con enzimas, etc.) [36].
Puede observarse que esta aproximacion no difiere en sus fundamentos
del ya mencionado screening sistematico de antibio6ticos llevado a cabo
entre 1940 y 1970 por las compafiias farmacéuticas, por cuanto aquel
mismo enfoque se ha asociado a las modernas tecnologias de sintesis y
evaluacion farmacolégica permitiendo el screening de una gran cantidad
de compuestos, en un tiempo minimo y racionalizando la cantidad de
muestra sintetizada y empleada en los ensayos. Sin embargo, la esencia
de esta estrategia es la empiria, sistematizando, con el fin de lograr
resultados positivos en un tiempo pequefio, el proceso que la Medicina
Tradicional llevaba a cabo antiguamente mediante hallazgos fortuitos
que se acumulaban a través de las generaciones. Se trata de los mismos
principios adaptados, tecnologia mediante, al que parece ser el
paradigma moderno: novedad y velocidad. Advirtiendo esta

caracteristica (a punto tal que el HTS ha sido denominado “engineered
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serendipity - serendipicidad dirigida” ), aproximaciones novedosas
proponen que la componente irracional de esta metodologia puede
minimizarse complementandola con una preseleccion racional (a traveés
del modelado y del SV) de las estructuras que seran sometidas a HTS
orientado a objetivos terapéuticos determinados, utilizando ademéas
filtros virtuales descartar compuestos con caracteristicas quimicas

indeseadas (por ej. alta reactividad, presencia de toxicoforos)

(36, 37].

Un segundo ejemplo lo constituyen las técnicas de SV. Aan cuando
son un exponente de maxima racionalizacion en el desarrollo vy
descubrimiento de nuevos farmacos, un estudio de SV aplicado a grandes
colecciones virtuales de compuestos (tipicamente del orden de 10° a 10°
estructuras quimicas virtuales) suele seleccionar numerosos compuestos
potencialmente activos. La evaluaciéon biolégica exhaustiva de esos
compuestos no siempre es factible, por motivos econémicos e incluso en
algin punto por razones bioéticas, lo que implica que el investigador
suele realizar una segunda seleccién en base a criterios diversos
(novedad estructural, criterios quimicos y también, en ultima
instancia, mediante una seleccién intuitiva) en los que se ponen en
juego ambos sistemas cognitivos, 1 y 2, en forma simultanea e

integrada.

En sintesis, podemos intentar minimizar la componente irracional
del estudio cientifico (el desarrollo de farmacos incluido) pero puede

que no sea posible ni producente aniquilarla.

Es bien conocida 1la anécdota del descubrimiento de la
penicilina. Se dice que Fleming era extremadamente desordenado. Un
dia, accidentalmente, estornudé sobre un cultivo de bacterias,

encontrando luego un halo de inhibicién en el lugar en que habia
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estornudado, lo que lo llevé al descubrimiento de la lisozima presente
en las secreciones nasales y su moderado poder antibioético. Mas
adelante, luego de regresar de un periodo de descanso, encontr6é un
segundo cultivo contaminado con una cepa del género Penicillium.
Alrededor del moho también se habia formado un halo de inhibicion.
Fleming relacion6é este hecho con el anterior y eso lo condujo al
descubrimiento de la penicilina. Afios mas tarde, mientras visitaba un

laboratorio muy limpio y ordenado, otro cientifico exclam6:

—iQué maravillosos descubrimientos podria haber hecho Fleming

aqui!

A lo que Fleming contesto6:

- Seguro que no el de la penicilina.
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Capitulo 1: Epilepsia

Capitulo 1.
Epilepsia.

#* Definicion.
# Causas.
A Dificultades en su Diagnéstico y Tratamiento.

Definicién

a epilepsia es el desorden crénico del sistema nervioso
central (SNC) de mayor prevalencia: alrededor del 1-2% de
la poblacion mundial padece de epilepsia, y el porcentaje
de la poblacién afectado casi se duplica en grupos poblacionales
especificos tales como nifios, adolescentes y ancianos [1]. El 80% de

los pacientes epilépticos es originario de paises subdesarrollados.

Si bien tradicionalmente se ha caracterizado a la epilepsia por
la ocurrencia de crisis o episodios epilépticos no provocados vy
reiterados (dos o mas), revisiones recientes de la definicién de
epilepsia por parte de organizaciones internacionales (International
League Against Epilepsy e International Bureau for Epilepsy) proponen
que no se considere la reiteracién del episodio epiléptico como
criterio de diagnostico excluyente, sino que se 1incorpore como
criterio de diagnéstico la ocurrencia de un Unico episodio y la
presencia de dafio o alteracién permanente del cerebro que aumente la

probabilidad de nuevos episodios' [2].

Los sintomas de la epilepsia se manifiestan como consecuencia de

una descarga anormal de neurotransmisores, excesiva y sincrénica, a

' Este segundo criterio de diagndstico no es caprichoso, por cuanto las probabilidades de
remision de la enfermedad disminuyen conforme se producen nuevos episodios; es decir, las
chances de recuperacion del paciente epiléptico aumentan con un rapido diagnostico e inicio del
tratamiento.
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nivel del SNC. Las caracteristicas del episodio epiléptico pueden ser
muy variadas, vyendo desde un simple lapso en la atencién hasta
convulsiones severas. La diversidad de la sintomatologia, como veremos

mas adelante, dificulta en muchos casos su diagnéstico.

La Tabla 2.1 presenta wuna clasificacién general de los
desordenes epilépticos y las caracteristicas clinicas de los tipos mas

comunes [3].

Tabla 2.1 — Una de las posibles clasificaciones de los desérdenes epilépticos mas
comunes (se han identificado mas de 40 sindromes epilépticos distintos).

Tipo de crisis epilépticas Caracteristicas Clinicas

No hay pérdida de conciencia; los
sintomas pueden ser motores,
sensoriales, autonomicos 0
psiquicos, dependiendo del foco de
la descarga neuronal

Parciales simples
(focales)

El episodio puede comenzar sin
aviso o con signos o sintomas
motores, sensoriales, autondmicos o
psiquicos.  Hay  pérdida  de
conciencia. Pueden ocurrir
automatismos; al episodio lo
sobreviene un periodo de confusion

Parciales complejas (del
L l6bulo temporal o
Parciales: .
psicomotoras)
Se originan en

una  porcion

El episodio puede comenzar con
signos 0 sintomas  motores,
sensoriales, autonomicos 0
psiquicos.  Hay  pérdida  de
conciencia, con incremento ténico
del tono muscular seguido de
contracciones ritmicas
(mioclénicas). Luego de la
convulsién el paciente esta comatoso
y se recupera lentamente; el paciente
puede morderse la lengua o sufrir

del cerebro

Parciales
secundariamente
generalizadas (tonico-
clonicas o grand mal)

incontinencia
Generalizadas: El episodio comienza rapidamente y
. consiste en un breve lapso de
La descarga De ausencia . . .
. conciencia (en promedio, diez
(petit mal)
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eléctrica que
conduce al
episodio

involucra todo

el cerebro Primariamente
generalizadas tonico-
clonicas
(grand mal)

La enfermedad esta asociada

mortalidad debido a:

e una enfermedad cerebral

infeccion;

segundos) con recuperacion rapida;
puede  haber  decremento o
incremento del tono muscular,
automatismos 'y  movimientos
clonicos suaves. El episodio puede
desencadenarse por hiperventilacion;
la edad de la primera crisis va
generalmente de los 3 a los 20 afios

Ocurre pérdida de conciencia sin
aviso o precedida por contracciones
mioclonicas; las  caracteristicas
clinicas son similares a las de los
episodios parciales secundariamente
generalizados

a un aumento del riesgo de

subyacente, como un tumor o una

e la ocurrencia del episodio en circunstancias peligrosas en

las que el paciente pueda ahogarse, quemarse, o sufrir

heridas en la cabeza;

o status epilepticus (estado en el que el paciente sufre

crisis epilépticas de duracién mayor a 30 minutos o bien

crisis de menor duracion,

la conciencia entre

con alta frecuencia, sin recuperar

episodios subsecuentes, pudiendo

producirse dafio cerebral o muerte [4]);

e muerte subita debida

paro respiratorio o cardio—

respiratorio durante un episodio;

e suicidio.

El aumento de riesgo de suicidio en los pacientes epilépticos no

es extrano: en todas partes

mundo, aun en los paises
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desarrollados, 1las personas que padecen de esta enfermedad son
socialmente estigmatizadas [5]. A la imposibilidad que el paciente
epiléptico enfrenta para desarrollar actividades comunes tales como
conducir un vehiculo, nadar u operar maquinaria, se suman Sus
dificultades para conseguir trabajo y problemas de discriminacién. Atn
en paises industrializados como Alemania, Italia y Estados Unidos,
s6lo un 40 a 60% de la poblacién epiléptica en edad productiva
consigue empleo; entre 15 a 20% se haya desocupada y un 20% se jubila
en forma prematura. Usualmente, el paciente consigue un trabajo por
debajo de las expectativas de una persona sana con capacitacion
similar. En China la epilepsia es vista como causa valida para
prohibir o anular matrimonios, y, en muchos paises de Africa y Asia
(Liberia, Camerun, Nepal, India e Indonesia, entre otros) la
enfermedad es popularmente asociada, aun en el presente, a posesion

demoniaca y brujeria.

Causas

Las crisis epilépticas son un sintoma de un desorden subyacente

cuya causa puede ser [1,3,6-8]:

e Genética: patologias debidas a mutaciones en genes que
codifican subunidades de canales idénicos voltaje—operados o
ligando—operados (por ej., la epilepsia del 1lobulo frontal
nocturna dominante autosomica —ADNFLE- se relaciona con
mutaciones en los genes que codifican las subunidades «4 y
B2 de los receptores de acetilcolina neuronales vy la
epilepsia mioclonica juvenil autosémica dominante se asocia a
una mutacién de la subunidad «1 del receptor GABA-A);

también podemos incluir las epilepsias vinculadas a
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condiciones neurologicas progresivas tales como
encefalopatias mitocondriales y fenilcetonuria;

e Traumatica: debida a lesiones en la cabeza (tanto heridas
abiertas, incluidas las heridas por intervencién quirargica,
heridas cerradas con hematoma intracraneal o contusion
hemorragica) ;

e Metabolica: debida a  hipoglucemia, anoxia  cerebral,
desbalance electrolitico;

e Infecciosa: como secuela de infecciones virales o bacterianas
(meningitis,  tuberculosis) o por parasitos (malaria,
esquistosomiasis, neurocisticercosis). Enfermedades febriles
de cualquier clase pueden disparar crisis epilépticas en
nifios pequefios, asociadas a incremento del riesgo de
desarrollar epilepsia posteriormente;

e Maligna: por presencia de tumores cerebrales;

e Farmaco y Toxicolégica: en pacientes con historia de abuso
créonico de alcohol, drogas “recreacionales” como la cocaina
y drogas terapéuticas como los Dbarbituratos 'y las
benzodiacepinas (usualmente, se desencadena en periodos de
abstinencia). También en personas expuestas al plomo, el
mon6éxido de carbono, insecticidas organofosforados y otras
sustancias neurotoxicas;

e Causas vinculadas a factores de riesgo pre o perinatales,
tales como encefalopatias neonatales severas con desorden
motor residual o malformaciones en el cerebro;

e FEnfermedades o accidentes cerebrovasculares, tales como

infarto o hemorragia cerebral.

En sintesis, cualquier factor que exponga el cerebro a dafio o

funcionamiento anormal puede convertirse, eventualmente, en causa de

epilepsia, y la probabilidad de desarrollar la enfermedad aumenta
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cuanto mayor es el tiempo de exposicién al factor de riesgo o por re-—
exposicion al mismo. El término epilepsia criptogénica se utiliza para
describir aquellos casos de epilepsia no asociados a un factor de

riesgo conocido.

Observando la lista de factores de riesgo pueden comprenderse
los motivos por los cuales la prevalencia de la enfermedad es mucho
mayor en los paises subdesarrollados. En los paises desarrollados, las
me jores condiciones sanitarias permiten extremar los cuidados peri vy
postnatales y durante el trabajo de parto, y mayor control de la
fiebre en nifios pequefios. Por otro lado, existe menor prevalencia de
infecciones bacterianas y por parasitos, indices mucho menores de
desnutricion e incluso una cultura de la prevencion que reduce el
riesgo de dafio cerebral (controles periédicos de la presioéon sanguinea,

uso del cinturén de seguridad y cascos).

Dificultades en el Diagnéstico

Las manifestaciones clinicas de la epilepsia en ocasiones pueden
conducir a un diagnéstico erréneo por parte del médico, que puede o
bien confundir el tipo de epilepsia que presenta el paciente
(prescribiendo un tratamiento farmacolégico que no es el mas adecuado,
lo cual puede agravar los sintomas en lugar de controlarlos) o
diagnosticar una patologia distinta de la epilepsia [9]. La falla en
el diagnéstico es significativa, por cuanto la reincidencia de la
crisis epiléptica deviene usualmente en la aparicién de epilepsia,
entendida como ya se dijo como una susceptibilidad o predisposicién a

padecer crisis en forma croénica.

Dos problemas comunes en el diagnéstico de epilepsia son

diferenciar un episodio con convulsiones toénico—clénicas de un sincope
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y distinguir entre una crisis de ausencia y una crisis parcial
compleja. En ambos casos suele requerirse la observacién de nuevos
episodios por parte del médico para un diagnéstico exacto. En el
primer caso, la convulsién toénico—clénica puede manifestarse mientras
el paciente esta despierto o dormido y en cualquier posicién, una
duracién de mas de un minuto, aumento del tono muscular durante el
evento, incontinencia, mordedura de lengua, rubor y piel caliente y
sudorosa y electroencefalograma (EEG) anormal; el sincope, en cambio,
ocurre s6lo cuando el paciente se haya erecto, se caracteriza por una
duracion similar a 10 segundos, flacidez muscular, palidez, y piel
fria y hameda. En el segundo caso, tanto la crisis de ausencia como
las crisis parciales complejas pueden caracterizarse por una pérdida
de conciencia, diferenciandose esencialmente por la duracién de la
crisis y el tiempo de recuperacion y por las caracteristicas del EEG.
Se aprecia que el EEG puede ser un elemento de diagnéstico
fundamental. Esta herramienta permite confirmar actividad eléctrica
anormal en el SNC, reunir informacion sobre el tipo de epilepsia
presente y determinar el foco de la crisis. En el 50% de los pacientes
es necesario realizar por lo menos dos EEG para un diagnéstico
certero: en el primero de ellos se monitorea al paciente durante 48 hs
mientras  duerme, y  bajo condiciones de fotoestimulacion e
hiperventilacién (circunstancias en las que se incrementa la
probabilidad de ocurrencia de ciertos tipos de epilepsia). Cuando se
realiza un segundo EEG, se utilizan electrodos especiales,
esfenoidales o temporales, y privacion del suefio. Si no se detectan
anormalidades una ultima aproximacién consiste en someter al paciente
a video—monitoreo y electroencefalografia continuos durante un tiempo
prolongado. Otro factor importante en el diagnéstico es el examen de
la historia familiar del paciente en busca de antecedentes de

epilepsia en familiares directos [3]
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Sin embargo, las manifestaciones de algunos tipos menos comunes
y  menos diagnosticados de epilepsia pueden ser sutiles, y por lo
tanto mas dificiles de diferenciar de otras condiciones con
sintomatologia similar, y distan mucho de los sintomas de epilepsia
instalados en el imaginario popular. Como ejemplos podemos mencionar
las epilepsias nocturnas del 1ébulo frontal (ADNFLE vy epilepsia
nocturna esporadica del 16bulo frontal -NFLE-), un tipo raro de
epilepsia infantil con foco en el lébulo frontal cuyas manifestaciones
ocurren durante el suefio (cuando los padres o familiares del paciente
muy bien pueden no estar observando al nifio) [10,11]. Las mismas
suelen consistir en movimientos complejos, despertares paroxisticos,
gritos y hasta llanto, deambulares nocturnos e incluso incontinencia.
Esto hace que sean confundidos habitualmente con pesadillas o
sonambulismo, de los cuales se diferencian fundamentalmente en su
periodicidad, las caracteristicas de los movimientos y la presencia de
actividad eléctrica anormal a nivel del SNC. La disrupcién constante
de la arquitectura del suefio hace que el rendimiento fisico e
intelectual del nifio sea menor al normal, por lo que suelen ser los

maestros los primeros en detectar la presencia de una patologia.

Algunos casos de epilepsia parcial originada en el 16bulo
temporal mesial tienen por uUnico sintoma o sintoma predominante el
miedo ictal (que puede ir desde trazas de ansiedad hasta terror
intenso durante un periodo de treinta a sesenta segundos),
diagnosticandose habitualmente un origen psiquiatrico en lugar de

neurolégico [12]

Dificultades en el Tratamiento

En 1la actualidad se reconocen varias alternativas para el

tratamiento de la epilepsia [13]:
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1. Farmacoterapia
Intervencion quirtrgica

Estimulacion del nervio vago

Ll

Dieta cetogénica

La farmacoterapia constituye el tratamiento de primera eleccion.
Alrededor del 70% de los nuevos casos de epilepsia, tanto en nifios
como en adultos, pueden controlarse adecuadamente con los farmacos
antiepilépticos conocidos. Los mecanismos a través de los cuales las
drogas antiepilépticas protegen de las crisis son varios vy se
presentan esquemdticamente en la fig. 2.1 [14-19]: (1) modulacion de
canales iénicos voltaje—operados (canales de sodio y canales de
calcio); (2) potenciacién de la accion inhibidora del &acido vy-
aminobutirico (GABA), 1incluyendo un incremento de la inhibicién
sinaptica mediada por los receptores GABA,, inhibicion de la
recaptaciéon de GABA desde la neurona presinaptica e inhibicion
irreversible de la enzima  GABA-transaminasa responsable del
catabolismo del GABA e; (3) inhibicién de la excitacién mediada por

receptores ionotroépicos de glutamato.

Luego de entre 2 y 5 afios de respuesta exitosa al tratamiento las
drogas pueden retirarse sin reaparicién de las crisis epilépticas en
un 70% de los nifios v un 60% de los adultos [4]. Sin embargo, podemos
mencionar varias problematicas relacionadas con la farmacoterapia de

la epilepsia [14]:

e Por razones sociales y econdmicas, tres cuartos de la poblacioén
epiléptica mundial no tiene acceso a la medicacién adecuada
e Un 30% de los pacientes epilépticos sufren de epilepsia

refractaria o intratable, como se denomina a aquellos
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pacientes que no responden a los agentes terapéuticos
disponibles. La epilepsia refractaria es mas frecuente en nifios
con un sindrome epiléptico criptogénico, en aquellos con un
numero grande de crisis antes de comenzar el tratamiento y en
los que no responden al primer régimen terapéutico. Ha sido
explicada desde el punto de vista biologico mediante dos
hipotesis: 1la primera de ellas apunta a una resistencia
farmacodinamica vinculada al blanco molecular de la droga; la
segunda, a una resistencia de tipo farmacocinética similar a
la que se puede observar en los tratamientos oncolégicos.
Aunque se reconoce que la resistencia a drogas puede ser
multifactorial?, las investigaciones mas recientes se enfocan
en el papel de la glicoproteina P, una bomba de eflujo de
drogas ATP-dependiente, en la resistencia a los farmacos
antiepilépticos. La glicoproteina P estda presente en tejidos
normales, particularmente en aquellos responsables de la
proteccion del organismo frente a xenobidticos téxicos (por
ejemplo, en las células intestinales y en la barrera
hematoencefalica); sin embargo, la expresion de la misma podria
aparentemente incrementarse tras la exposiciéon prolongada a
farmacoterapia;

o Efectos adversos del arsenal terapéutico disponible. Aun la
nueva generacion de farmacos antiepilépticos posee efectos
adversos graves tales como: sedacion, ataxia, diplopia,
discrasias sanguineas graves (anemia aplastica y hemolitica,
trombocitopenia), natsea, voémitos, alergia, cambios de humor,
psicosis, alopecia, aumento de peso. Estas reacciones a la
medicacién limitan seriamente su uso, son causa frecuente de

abandono del tratamiento y condicionan severamente la calidad

2 Se pueden citar, entre los multiples factores que pueden contribuir a la firmacorresistencia:
modificaciones en el blanco molecular y en sistemas de recaptacion, asi como incrementos del
metabolismo y en los mecanismos de eflujo de la droga.
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de vida del paciente, atn en los casos en los que se logra
controlar efectivamente la sintomatologia [20].

e Falta de farmacos antiepilépticos que prevengan la aparicién o
la progresiéon de la enfermedad. Como ya se ha explicado, con
excepcion de los casos de origen genético, la epilepsia surge
como respuesta a un insulto al cerebro. Si ese insulto inicial
es severo, puede conducir a muerte celular isquémica; cuando es
menos severo, a muerte celular apoptética, reorganizacién de
circuitos neuronales, remodelado de la matriz extracelular y
las membranas celulares de las células del SNC o en cambios en
la expresion o funcion de canales i6nicos voltaje—operados
(canales de Na’, Ca"™) o de receptores (de glutamato
ionotrépicos, GABA,). En este tltimo caso aparece un periodo de
latencia entre el insulto y la manifestacion de la enfermedad,
en el que se desarrolla un proceso conocido  como
epileptogénesis. Actualmente, Si bien se investigan los
mecanismos moleculares de la epileptogénesis y el potencial
antiepileptogénico de las drogas antiepilépticas conocidas y de
agentes neuroprotectores (utilizando modelos crénicos de
epilepsia), no existen todavia terapias basadas en la
administracion de agentes antiepileptogénicos luego del evento
gatillo con el objeto de prevenir el desarrollo de epilepsia en
grupos de riesgo (por ej., pacientes que han sido sometidos a
cirugia del encéfalo, personas que ha sufrido un derrame
cerebral, neonatos que han padecido encefalopatia hipoxica).
Por otro lado, la epilepsia esta asociada a deterioro cognitivo
y cambios negativos en el comportamiento'; en algunos casos, la

frecuencia e intensidad de las crisis epilépticas aumenta a

' Los cambios en el comportamiento también pueden deberse, al menos parcialmente, a la
ansiedad anticipatoria de ese evento subito ¢ imprevisible que es la crisis epiléptica (recordemos
que el paciente vive con la incertidumbre de cuando ocurrira un nuevo episodio) y una sensacion
de impotencia que puede devenir en depresion mayor. Es decir, es dificil establecer cuanto del
cambio comportamental debe atribuirse a motivos neuroldgicos y cuanto a motivos psicoldgicos.
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medida que pasa el tiempo. Este deterioro, esta progresién de
la enfermedad, puede ser consecuencia del desorden neurolégico
subyacente que caus6é la patologia, de crisis epilépticas
frecuentes y prolongadas, de anormalidades en el EEG (la
interrupcion reiterada del ritmo intrinseco del cerebro puede
afectar las funciones de aprendizaje y memoria) o de la
terapia usada en su tratamiento (ver el proéximo item). Existe
evidencia de que los transtornos del humor son no sélo un
factor de riesgo de crisis epilépticas, sino uno de los
factores que podria favorecer la respuesta inadecuada a la
medicacion. Se ha sugerido que es conveniente tener en cuenta
el perfil psicotropico de las drogas anticonvulsivas en el
momento de eleccion del tratamiento (algunas drogas como el
dcido valproico poseen efectos estabilizadores del &nimo) o
complementar el tratamiento de la epilepsia con drogas
antidepresivas o ansioliticas. {Deberia incluirse la capacidad
de estabilizar el animo del paciente como nuevo requisito de la

droga anticonvulsiva ideal?

La intervencién quirdrgica se aplica s6lo a aquellos pacientes con
focos epileptiformes favorables a la reseccién. Si bien erradica las
crisis epilépticas en epilepsias parciales farmacorresistentes en
alrededor del 50% de los pacientes operados (este porcentaje varia
segin en qué zona del cerebro se halle el foco; la eficacia a largo
plazo es del 70% en el caso de resecciones del 1lé6bulo temporal y de un
30% en el caso del lo6bulo frontal) [21], presenta morbosidad alta,
sobre todo en pacientes adultos, que incluye afasia, hemiparesia,
hemianopia, déficit motor postoperatorio, deterioro de las capacidades
cognitivas (capacidad de atencién, memoria y aprendizaje), hemorragias
recurrentes del SNC e infecciones. Es, por otro lado, un tratamiento

costoso que no todos los pacientes pueden afrontar. La estimulacién
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del nervio vago (aprobada por la Food and Drug Administration para el
tratamiento de la epilepsia, en 1997, v de la depresién, en 2005)
consiste en la implantacién en el pecho del paciente de un dispositivo
electronico que estimula el nervio vago con pulsos de entre 0.25 vy
1.50 mA a intervalos programados por el médico. Es menos eficaz que la
cirugia (logra reducir la intensidad o frecuencia de las crisis, pero
no erradicarlas, y se utiliza como terapia adjuntiva, es decir, no
reemplaza la medicacion pero mejora sus resultados y permite reducir
la dosis de la misma). A pesar de no funcionar como monoterapia, la
estimulacién vagal presenta efectos adversos menores: anormalidades en
la voz, tos, ronquera, y apnea suave del suefio. No obstante el
dispositivo es costoso y esto limita su uso, habiendo s6lo unos 20, 000
pacientes en el mundo que lo utilizan [22]. La dieta cetogénica
consiste en inducir un estado de cetosis limitando la cantidad de
proteinas y carbohidratos que ingiere el paciente, de manera que los
lipidos se constituyan en la principal fuente de energia del organismo
[23]. Se han postulado varias explicaciones para el uso de esta
alternativa en el tratamiento de la epilepsia. Aparentemente, los
cuerpos cetonicos poseen un efecto estabilizante sobre el SNC, y el
estado de acidosis y los cambios en el balance electrolitico que
aparecen como consecuencia de la dieta podrian modificar el umbral
convulsivo. Si bien los estudios demuestran que la cantidad de
pacientes en los que desaparecen las convulsiones es muy inferior al
que encontramos en el caso de la farmacoterapia y la cirugia, la dieta
cetogénica puede utilizarse como terapia de todos los tipos de
epilepsia. Presenta también efectos adversos graves, tales como
retraso en el desarrollo y en el crecimiento en niflos e
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. La tabla 2.2 muestra una
sintesis de las ventajas y desventajas de cada una de estas

alternativas terapéuticas

42



Capitulo 1: Epilepsia

De lo anteriormente expuesto se desprende la necesidad urgente de

nuevos tratamientos para el paciente epiléptico. En el caso particular

de la farmacoterapia,

requisitos ideales

[14]:

e ausencia de farmaco-resistencia;

e inhibicién de la epileptogénesis.

e baja toxicidad;

e mayor accesibilidad por parte de

costo;

la poblacioén, es

se requieren drogas que presenten los siguientes

decir, bajo

e ecfectos estabilizadores del animo para inhibir cambios negativos en

el comportamiento del paciente propios de la progresion de la

enfermedad (tanto por causas psicolégicas como neuroloégicas) ;

Tabla 2.2. Ventajas y desventajas de los distintos tratamientos de la epilepsia.

Tratamiento

Ventajas

Desventajas

Farmacoterapia e

Cirugia .

La farmacoterapia logra
controlar la
sintomatologia en
alrededor del 70% de los
pacientes. En un 60% de
los adultos y un 70% de
los nifios cuya
sintomatologia es
controlada
adecuadamente por los
farmacos se produce la
remision de la
enfermedad (es decir,
entre un 40 y 50% de la
poblacion epiléptica
puede curarse mediante
farmacoterapia).

Si bien existen efectos
adversos graves, la
mayoria de ellos
desaparecen al retirar la
medicacion.

Alto grado de efectividad:

erradica las crisis en un

Un 30% de la poblacion
epiléptica es
farmacorresistente.

No hay evidencia de que
existan fArmacos que
acttien inhibiendo la
epileptogénesis o inhiban
la progresion de la
enfermedad.

Efectos adversos graves
que reducen la calidad de
vida del paciente ain
cuando se controle
totalmente la
sintomatologia.

Un 70-75% de la
poblacion epiléptica no
tiene acceso a la
medicacion.

Alto costo.
Morbosidad: si bien en

43



Capitﬁlo 1: Epilepsia

Estimulacion .
del nervio vago

Dieta .
Cetogénica

30-70% de los pacientes
operados segun el lugar
afectado.

Es efectivo en las
epilepsias parciales, que
representan la mayoria de
los casos de epilepsia
refractaria.

Efectos adversos suaves

Bajo costo.

baja proporcion, las
secuelas suelen ser graves
e irreversibles.

No todos los pacientes son
elegibles para
intervencidn quirurgica.
No permite tratar las
epilepsias generalizadas.

Alto costo.

Es terapia adyuvante.

No logra la remision de la
enfermedad.

Efectos adversos graves.
Disminucion de la calidad
de vida asociada a las
importantes restricciones
en la dieta.

En este trabajo de tesis nos enfocaremos en la busqueda racional de

nuevos farmacos anticonvulsivos activos

en el

ensayo MES mediante

aplicacion de descriptores de baja dimensionalidad (constitucionales y

topolégicos, ver Caps. 2 y 3) en la seleccién de compuestos

promisorios desde grandes bases de datos/colecciones virtuales de

estructuras quimicas. Las aplicaciones de descriptores topolégicos en

SV permiten detectar estructuras novedosas, vya que el descriptor

topologico, como se verd, puede capturar caracteristicas sutiles de la
estructura molecular, permitiendo seleccionar estructuras que retengan
las caracteristicas esenciales que determinan la actividad biolégica
buscada pero en un contexto estructural diferente, novedoso. En otras

palabras, se parte de lo ya conocido para encontrar actividad en

entidades estructurales no conocidas. Por otro lado, el SV permite

encontrar compuestos activos abundantes en la naturaleza o de sintesis

o hemisintesis sencilla, hecho que determina eventualmente una

reduccion de costos de produccion del medicamento antiepiléptico. Esta

posibilidad brindara wuna mayor accesibilidad de la poblaciéon al

tratamiento, que como se ha visto es fundamental en los paises
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subdesarrollados. Debe mencionarse ademas que ofrece wuna mayor
probabilidad de éxito en ensayos clinicos y preclinicos, teniendo en
cuenta para ello el wuso filtros ADME/Tox en la seleccion de
estructuras mediante SV. Este recurso contribuye a optimizar los
recursos 1invertidos en el desarrollo de farmacos, lo cual también

favorece el desarrollo de agentes terapéuticos a menor costo.

Se vera que las nuevas drogas descubiertas mediante la metodologia
propuesta son, segin el caso y respondiendo a estos objetivos: 1)
estructuralmente diversas y con caracteristicas estructurales no
observadas en el arsenal antiepiléptico ya conocido; 2) productos
naturales abundantes en la naturaleza; 3) estructuras sencillas de

facil sintesis.

El modelo animal utilizado en los ensayos biolégicos es un modelo
agudo (induccion de la convulsién en ratones mediante un estimulo cuya
magnitud esta por encima del umbral convulsivo del animal), por lo
tanto la tesis no abordara el problema de la epileptogénesis pese a
que el grupo de trabajo ha iniciado ya investigaciones referidas a
esta problematica mediante la metodologia aplicada en el presente

trabajo [24].
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Capitulo 2.
Desarrollo de nuevos farmacos.

Métodos clasicos y modernos.

Relaciones Cuantitativas Estructura—Propiedad y Estructura—
Actividad.

Clasificacién de aproximaciones QSAR.

Fundamentos de la metodologia elegida para la presente tesis.
Etapas generales de un Estudio QSPR/QSAR.

t R

3

Métodos clasicos y modernos.

1 objetivo central de este capitulo es realizar una descripcién
de las metodologias QSAR. Se describiran en primera instancia
las distintas metodologias empleadas en el pasado y en el
presente para el desarrollo de nuevos farmacos. Las distintas
estrategias pueden clasificarse en dos grandes grupos: métodos

clasicos y métodos modernos.

Dentro de los métodos clasicos pueden incluirse el screening
sistemdtico y la modificacién estructural de compuestos lideres
(algunos autores mencionan dentro de los métodos clasicos a la
serendipicidad, pero como se vio dificilmente pueda ser considerada

como una verdadera estrategia o método).

El screening sistematico, como vya se ha mencionado, se
populariz6 luego de que Fleming descubriera 1la penicilina. EI
escenario histérico impuesto por la Segunda Guerra Mundial favorecia
el interés de los gobiernos de las grandes potencias por encontrar
nuevos antibiéticos, pero casi no existian conocimientos cientificos
vinculados a esta tematica. Sin antibioticos, muchos soldados morian

en el frente como consecuencia de infecciones de heridas, incluso
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heridas relativamente leves (hasta entonces la primera causa de muerte
de heridos era la mionecrosis clostridiana) por lo que el
descubrimiento de nuevos antibioticos implicaba una clara ventaja
estratégica. Fueron Waksman y su grupo de colaboradores quienes,
buscando antibiéticos capaces de inhibir el crecimiento de bacterias
Gram negativas (la penicilina s6lo se habia demostrado eficaz contra
bacterias Gram positivas) encararon la busqueda de antibioticos de
una manera hueva, sistematica, buscando zonas de inhibicién alrededor
de colonias de wuna serie de microorganismos del suelo, en un
principio, y de bacterias patogénicas luego. Miles de bacterias
diferentes fueron aisladas y ensayadas en busca de actividad
antibiética. El éxito de esta metodologia de prueba y error (Walksman
descubrié unos veinte nuevos agentes antimicrobianos naturales, entre
ellos la actinomicina y la estreptomicina) hizo que prontamente el
screening sistematico se realizara sobre otras fuentes de productos
naturales en busca no s6lo de antibioticos sino de farmacos
pertenecientes a otras categorias terapéuticas [1]. Dado que a través
de la Medicina Tradicional las drogas vegetales habian demostrado ser
una cuantiosa fuente de principios activos!, los productos naturales se
convirtieron en un nuevo blanco del screening sistematico. Este
screening sistematico prontamente se asoci6é al fraccionamiento bio—
guiado, en el cual la droga vegetal es extraida sucesivamente con
solventes de polaridad creciente, y sobre cada extracto se realizan
ensayos biologicos para determinar el extracto activo a partir del
cual seguidamente se procedera al aislamiento del o los principios
activos. Recientemente el screening sistematico ha sido aplicado
extensiva y éxitosamente a productos naturales de origen marino, tales

como algas, bacterias o esponjas marinas [2-4].

! Como afirma Graham Patrick en su Introduccion a la Quimica Medicinal (Oxford University
Press, 2001) “la evolucion ya ha llevado a cabo su propio proceso de screening, por el cual las
plantas tienen mas chances de sobrevivir si contienen potentes compuestos que evitan que
animales e insectos las coman”.

50



Capitulo 2: Desarrollo de nuevos fArmacos

La modificacién estructural constituye la otra estrategia
clasica para el desarrollo de nuevos farmacos, orientada a obtener, a
partir de compuestos activos, otros con otras caracteristicas tales
como mayor potencia, mayor indice terapéutico (LD;,/EDs), mayor
biodisponibilidad o, simplemente, encontrar un nuevo compuesto activo
no patentado. El origen del prototipo activo sobre el que se realiza
la modificacion puede ser muy variado: un ligando natural, una droga
patentada por una compafiia farmacéutica competidora (drogas  “me
too” / “semejante a” ), un compuesto hallado por serendipicidad,
screening sistematico, observacion de un efecto adverso conveniente,
etc [5]. Dentro de esta estrategia encontramos a su vez distintos
tipos de modificaciones clasicas tales como homologacién,
ramificacién, ciclacién, apertura de anillos, adicién de un escudo
estérico, transformaciones que involucran anillos y modificaciones

guiadas por el concepto de bioisosterismo.

Por homologacién entendemos la generacion de una serie de
derivados de un compuesto por introduccién de unidades constantes
(como por ejemplo, grupos metileno). Hasta un valor critico de
unidades adicionadas (que varia segtin la actividad considerada) se
observa un aumento de la actividad por efectos farmacocinéticos vy
farmacodinamicos. El aumento progresivo de grupos metilo incrementa la
lipofilia, lo cual favorece la permeabilidad a través de membranas
biolégicas, no obstante mas alla de un valor critico la actividad
comienza a decrecer por ser el compuesto incapaz de disolverse o por
quedar retenido el mismo en las barreras biologicas (sin
distribuirse); el efecto farmacodindmico se relaciona con la presencia
de bolsillos hidrofébicos en el receptor biolégico: cuando la parte
hidrofébica excede el tamafio del bolsillo se desfavorece la

interaccion—droga receptor. Otra explicacion de este efecto es que
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usualmente el 1ligando debe perder el agua de solvatacion para
interactuar con el sitio activo, proceso que se favorece en moléculas

con cierta hidrofobicidad.

[ 4 Screening

sistematico
/Homologaci()n
Clasicos < Ramiﬁcacifil{
. ., Escudo estérico
Modificacion Ciclacién
estructural del < Modificacién
Métodos lider biosostérica
utilizados \ (il’a§1ca —no
para el \c asica)
desarrollo [
de nuevos Pro-drogas
farmacos
HTS
Combinatoria
Modernos < Quimica
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en l-)ases QSAR
racionales
Biotecnologia

\ \

Fig. 3.1 Distintos métodos utilizados en el desarrollo de farmacos.

La ramificacién usualmente disminuye o cambia la actividad por
desfavorecer la interaccion con un receptor determinado. Un ejemplo
clasico son la prometazina y la promazina (fig. 3.2) [6]. La primera
tiene, predominantemente, accién atihistaminica y antiespasmodica,

mientras que la segunda posee accion antipsicotica.
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La adicién de un escudo o impedimento estérico se refiere a la
proteccion de funciones quimicas susceptibles de degradacion quimica o
enzimatica (por ejemplo, grupos éster o grupos amida) introduciendo
grupos voluminosos (por ejemplo, un sustituyente terbutilo) para

“esconder” el grupo labil del ataque del nucléofilo o de la enzima

[5].
POIOSS
N N
\/CHg \
/

prometazina promazina

Fig. 3.2. Ejemplo de modificacion del perfil farmacoldgico
de un farmaco mediante ramificacion.

Dentro de las transformaciones que involucran anillos
encontramos la apertura o cierre de anillos, la contraccién o
expansion de anillos (cambio de un anillo por otro con menos o mas
atomos, respectivamente) y la reorganizacion de anillos, entre varias
otras. Por ejemplo, la ciclacién o cierre de anillos supone la
transformacion de un sustituyente alquilico en un analogo ciclico.
Aunque puede introducir pequefios cambios en la lipofilia o en el
metabolismo de la molécula, en general no produce grandes cambios en
la actividad. Por ejemplo, la clorpromazina y el analogo NSC17471
obtenido mediante ciclacién poseen accion antipsicética similar (Fig.
3.3) mientras que por su parte la trimeprazina y la metdilazina poseen

actividades antihistaminicas parecidas.

Una estrategia ampliamente wutilizada para la modificacion

estructural de un compuesto lider se basa en el concepto de
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biososterismo [7]. En 1919 Langmuir, estudiando el comportamiento
quimico y la reactividad de un grupo de compuestos con igual numero de
electrones de valencia acufi6 el concepto de isosterismo para definir
atomos v/o moléculas inorgédnicas u orgénicas que poseen el mismo

ntmero y/o arreglo de electrones (por ejemplo, CO, y NO,, PO,” y S0,2).

0 C0

RN

clorpromazina NSC17471

S e
N

wn

N
trimeprazine metdilazina
Fig. 3.3. La ciclacion suele modificar el perfil
farmacocinético de un farmaco sin afectar su perfil
farmacologico.

En 1925 Grimm formul6é la Ley del Desplazamiento, una regla empirica
que establece que la adicion de entre uno y cuatro atomos de hidrogeno
a un atomo de los cuatro grupos anteriores a los gases inertes en la
tabla periédica da como resultado un pseudoatomo de propiedades
similares a las de los cuatro grupos a su derecha. La Ley del

Desplazamiento se ilustra en la tabla 3. 1.
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Tabla 3.1. Ley del Desplazamiento de Grimm. Los atomos y pseudoatomos de una
misma columna se comportan como isosteros.

C N 0 F Ne Na
CH- NH- OH- FH -

CHy~ NH, H,0 FH,’

CH,_ NH, H,0°

CH, NH,'

Mas adelante, Erlenmeyer propuso una definicion mas amplia de
isosterismo, definiendo is6steros como elementos, moléculas o iones
que presentan el mismo nuimero de electrones en la capa de valencia.
Tiempo después Friedman reconoceria la wutilidad del concepto de
isosterismo para disefiar moléculas bioactivas, definiendo como
biois6steros a aquellas moléculas que, cumpliendo con la definicioén de
isosterismo, actuan sobre el mismo receptor ya sea como agonistas o
como antagonistas. En 1979 Thornber propuso una definicién mas amplia
de bioisosterismo; segin él, los bioisésteros son moléculas o grupos
con propiedades fisicoquimicas similares y una actividad biologica
aproximadamente parecida [8]. En 1991 Burguer propuso una nueva
definicion, sugiriendo que son bioisésteros aquellas moléculas o
grupos que poseen un volumen y una distribucién electrénica similar y
propiedades fisicoquimicas parecidas [9]. El bioisosterismo clasico
incluye  4atomos o  grupos  mono, di y trivalentes, atomos
tetrasustituidos y anillos equivalentes; el bioisosterismo no cléasico
incluye ademas sustituciones de ciclos por grupos aciclicos vy
sustitucion de grupos funcionales (por ejemplo, un grupo éster por un
grupo amida). La fig. 3.4 presenta un ejemplo de bioisosterismo, en

este caso bioisosterismo clasico entre los grupos —OH y —NH..
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_____

______

______

Fig. 3.4. Reemplazo bioisostérico clasico del grupo hidroxi
del acido salicilico por el grupo amino del acido antranilico.

Por su parte, dentro de las metodologias mas modernas
encontramos el uso de pro—-drogas, la combinatoria quimica, el
screening de alta performance o HTS, las metodologias QSAR y las

aplicaciones de la biotecnologia en el area de la Quimica Medicinal.

Por pro—-droga entendemos un tipo de compuesto que debe ser
metabolizado en el organismo para poder ejercer su accién bioloégica.
En general, las pro—drogas consisten de un farmaco unido a un grupo
modulador, pudiendo el grupo modulador ser escindido mediante alguno
de los sistemas metabolicos del organismo y liberandose el farmaco
para poder ejercer su accién terapéutica (siendo que la asociacion
farmaco—grupo modulador es, en el caso del pro—farmaco ideal,
farmacolégicamente inactiva) [10]. Las pro-drogas pueden ser disefiadas
para resolver problemas farmacocinéticos (por ejemplo, baja absorcion)
o dificultades debidas a la toxicidad, estabilidad o baja aceptacioén
por parte del paciente (como ser, caracteristicas organolépticas
desfavorables). La levodopa constituye un ejemplo de pro—farmaco que
permite superar la baja permeabilidad de la dopamina a través de la
BBB. La levodopa es transportada activamente a través de la barrera y
luego es metabolizada a dopamina por una descarboxilasa del SNC,

ejerciendo su accién terapéutica (fig. 3.5)
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OH

O

NH -

OH OH

Fig. 3.5. La levodopa, profarmaco de la dopamina, logra
atravesar la BBB mediante transporte activo.

El screening de alta performance (HTS) combina robética vy
microensayos para ensayar bioldgicamente un gran ndmero de compuestos
con el fin de verificar su actividad contra un gran numero de blancos
moleculares. Tipicamente, miles de compuestos pueden ser ensayados
simultaneamente en medio centenar de ensayos a la vez. Se trata de
combinar el screening sistematico clasico de Waksman con la tecnologia
moderna ensayando en poco tiempo, y con pequefla cantidad de muestra,
miles de compuestos en una gran cantidad de blancos moleculares
potenciales. La aparicién del HTS y los avances en el mapeo del genoma
humano (que trajo aparejado el descubrimiento de un gran ntmero de
blancos moleculares inexplorados) hicieron necesario desarrollar
nuevas tecnologias de sintesis que permitieran sintetizar una gran
diversidad de nuevos compuestos en poco tiempo. Surgié asi la sintesis
combinatoria, que consiste en llevar a cabo reacciones definidas
(tipicamente en fase s6lida, aunque se estan desarrollando tecnologias
de sintesis combinatoria en fase liquida) a partir de reactivos de
partida diversos en un solo reactor (sintesis compleja) o en reactores

separados (sintesis en paralelo) [11, 12]

Las metodologias QSAR se describiran en detalle en los apartados
subsiguientes del ©presente capitulo. Las aplicaciones de la
biotecnologia en la Quimica Medicinal incluyen la 1llamada terapia
génica (introducir un gen funcional en las células de un paciente con

falta o deficiencia de un gen) y la farmacogenomia (que consiste en
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utilizar informacién genética para predecir la eficacia y seguridad de
una droga en un paciente o grupos de pacientes determinado).
Adicionalmente, la biotecnologia ha aportado a la Quimica Medicinal
animales transgénicos que pueden utilizarse como modelos crénicos y ha
identificado y elucidado la estructura de nuevos blancos moleculares,
estableciendo nuevos objetivos terapéuticos. Permite ademas aportar
informacion sobre los mecanismos moleculares de patologias de origen
genético y facilita el disefio de nuevas estructuras mediante
metodologias basadas en las interacciones especificas farmaco—receptor
(docking), generando nuevos farmacos con caracteristicas

complementarias a las del sitio activo del receptor.

Relaciones Cuantitativas Estructura—-Propiedad y Estructura—Actividad.

El proceso de desarrollo de un farmaco consistia
tradicionalmente en identificar una estructura con un perfil
farmacolégico interesante (prototipo activo), sobre la que se llevaban
a cabo una serie de modificaciones estructurales con el objeto de
optimizar la actividad?, mientras paralelamente se investigaban rutas
y condiciones de sintesis alternativas, con objetivos diversos tales
como mejorar los rendimientos, disminuir los costos, utilizar
reactivos y solventes de menor toxicidad o facilitar los
procedimientos de control de reaccién y aislamiento y purificacion de

los productos obtenidos

Una vez que una serie de estructuras relacionadas (variacion
estructural exhaustiva del prototipo activo) habian sido sintetizadas
y ensayadas farmacologicamente, el quimico medicinal estaba en
condiciones de esgrimir hipotesis que relacionaran las caracteristicas

estructurales y las propiedades fisicoquimicas de los compuestos que

? En primer término, se proponian una serie de modificaciones sintéticamente accesibles segun la
estructura del compuesto de partida.
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conformaban la serie con sus correspondientes actividades biolégicas.
A partir de estas hipotesis era posible encarar una segunda serie de
optimizaciones estructurales con fundamentos racionales. Por lo tanto,
las primeras relaciones estructura—actividad (REA) se basaban en la
observacion visual de representaciones sencillas de la estructura
molecular por parte de un quimico experto. La serie de compuestos
inspeccionados estaba constituida generalmente por  compuestos
intimamente relacionados desde el punto de vista estructural (ya que
surgian de pequeflas modificaciones de 1la estructura quimica del
farmaco que constituia el punto de partida). Se desprende que las

primeras REA estaban limitadas por:

a) basarse en representaciones simples de la estructura molecular
(estructuras en el plano o modelos moleculares sencillos); no se
contaba con representaciones estructurales validas;

b) establecerse a partir de inspeccién visual de las estructuras
comprendidas por la serie, hecho que dificultaba encontrar relaciones
no evidentes entre los compuestos estudiados;

c) estar la serie conformada por estructuras con pequefias diferencias
estructurales. En otras palabras, se trataba de relaciones parciales,
que se establecian por inspeccién de un espacio quimico pequeflo,
limitado; por lo tanto, las conclusiones obtenidas a partir de esa
inspeccion podian aplicarse en un espacio quimico o dominio de
aplicabilidad pequefio y;

d) conocimiento limitado de los procesos bioquimicos que definen la

actividad de un farmaco.

El hallazgo fundamental de Hammet (descrito brevemente en la

Introduccion) consistio justamente en superar las limitaciones de la

inspeccion visual por parte de un experto, recurriendo a métodos
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estadisticos para relacionar caracteristicas de la estructura

molecular con una propiedad fisicoquimica de una serie de compuestos:

I4

lo £— log—
gKo Y gK'

0

donde como ya se describio, Ko y Ko = representan, respectivamente, las
constantes de disociacion del é&acido fenilacético y el éacido benzoico
sin sustituir, v K y K~ las constantes de disociaciéon de los mismos
acidos, en ese orden, sustituidos por el mismo sustituyente en la
misma posicién del anillo aromatico. La expresion anterior puede

expresarse como:

lo K
gKO—PO'
donde o denota la contribucion electrénica del sustituyente respecto
al hidrogeno. A partir de la ecuacién anterior, determinando o para
diversos sustituyentes, puede estimarse el efecto que cada
sustituyente tendra sobre la funciéon principal, sin necesidad de la

determinacion experimental de la misma.

Por su parte Hansch y Fujita tuvieron la lucidez y la audacia de
proponer la aplicacién de la aproximacién de Hammet en la prediccioén
de actividades bioldégicas de compuestos quimicos, introduciendo el
término  “relaciones cuantitativas estructura—actividad” (Quantitive
Structure—Activity Relationship — QSAR). Hansch y Fujita advirtieron
prontamente que al considerar la actividad biolégica nos referimos a
una propiedad que, aunque dependiente de la estructura quimica como
todas las propiedades moleculares, es particularmente compleja, por

cuanto la capacidad de un compuesto quimico para manifestar una
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actividad biologica determinada depende a su vez de una serie de
procesos complejos® ademas de la interaccién con su o sus blancos
moleculares (receptores, enzimas), entre ellos: la absorcién a través
de las diferentes barreras bioldégicas presentes en un organismo, la
metabolizacién a especies activas o inactivas, el reparto (no
uniforme) en los distintos tejidos que componen los o6rganos de un
sistema vivo y la velocidad de eliminacion del compuesto administrado
y sus metabolitos, entre otros factores. Hansch y Fujita enfrentaron
los desafios particulares que supone el modelado de la actividad
biolégica al intentar utilizar el parametro o de Hammet para predecir
bioactividades, sin buenos resultados. La descripciéon de las
caracteristicas electronicas de una serie de compuestos era, por
tanto, insuficiente para explicar consistentemente las diferencias en
sus actividades biolégicas observadas; fue necesario la consideracion
de otros aspectos estructurales, tales como la lipofilia
(introduciendo el parametro m de Hansch y Fujita!) y los efectos
estéricos (a través, por ejemplo, de la refractividad molar) [13, 14]
para describir propiedades biologicas de una serie de estructuras. De
esta manera, la actividad biolégica podia ser expresada, recurriendo a

los métodos de ajuste mas sencillos (regresién lineal maltiple) como:

1
I%E=wG+ME+mMR+m(ZD

donde o, m y MR son los valores del parametro de Hammet, el parametro
de Hansch y Fujita y la Refractividad Molar para el sustituyente

considerado y a, es el valor predicho por la ecuacidén para el compuesto

3 Hansch y sus colaboradores trabajaron originalmente en la prediccion de la actividad biologica
de auxinas (hormonas involucradas en la regulacion del crecimiento en vegetales), y luego
ampliaron el uso de las metodologias desarrolladas a bioactividades diversas.

* Definido en forma analoga al o de Hammet pero caracterizando la influencia de diversos
sustituyentes sobre la el logaritmo de la constante de reparto octanol-agua: =R = log PR — log
PH, donde PR y PH son, respectivamente las constantes de reparto octanol-agua del compuesto
sustituido por el sustituyente R y sin sustituir
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sin sustituir. C es la variable que cuantifica la actividad biolégica.
En general, C representa alguna de las formas en las que se suele
expresar la actividad biolégica de un compuesto bioactivo: ED,, (dosis
del compuesto que genera el 50% del efecto maximo o dosis que genera
el efecto deseado en la mitad de la poblacién), 1C,, (concentracion
requerida para que se produzca un 50% de inhibicién) o LD, (dosis que
provoca muerte en el 50% de la poblacioén a la que se le administra el

compuesto). La ecuacion puede generalizarse:

logE = a1 (descriptor electronico) + a: (descriptor hidrofobioco) + as (descriptor estérico) + ao

(2.2)

Dado que por su definicion el o de Hammet y el m de Hansch vy
Fujita son expresiones de cambios de energia libre, y que segin la
Teoria de Receptores tradicional los valores de EDg, o IC,, corresponden
a la constante de disociacion del complejo droga-receptor (Kd) [15],
debe expresarse la actividad biolégica como log 1/C o log C para que
se corresponda con el cambio energia libre asociada a la unién de la

droga al receptor o a la disociacion del complejo farmaco-receptor®

Cabe mencionar que, si bien Hansch y sus colaboradores
inicialmente pensaron a las relaciones QSAR como una metodologia
promisoria para guiar optimizaciones de estructuras conocidas, pronto
advirtieron que la extrapolacion de las relaciones obtenidas hacia
regiones ubicadas fuera del espacio definido por los descriptores y
las actividades biologicas del conjunto de entrenamiento conducia
usualmente a predicciones inexactas del valor de actividad. En otras
palabras, la actividad biolo6gica no es en general una funcioén

estrictamente lineal de un conjunto de descriptores. Un ejemplo

> Originalmente, cuando el término QSAR no estaba arraigado, este tipo de relaciones estructura-
actividad eran referidas como Relaciones Lineales de Energia Libre.
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clasico es un conjunto de estructuras en las que la actividad aumenta
sistematicamente con el valor del log P; seria un error interpretar
que un compuesto con un log P muy grande tendra una actividad muy
grande, por cuanto superado un valor critico de log P la actividad
biolégica en general comenzara a descender por reducirse la
solubilidad vy distribucién del compuesto vy, consecuentemente, su
biodisponibilidad. Por lo tanto, la metodologia QSAR permite
intrapolaciones dentro del espacio definido por el conjunto de
entrenamiento pero no extrapolaciones fuera del mismo. Se desprende
que no puede confiarse en las predicciones de valores de actividad
fuera del rango de actividades definido por el conjunto de
entrenamiento, por lo que las metodologias QSAR no resultan validas

para conducir una optimizacion.

Aun asi, estas metodologias tuvieron un notable éxito en la
prediccion de valores de actividad para compuestos incluidos en el
espacio quimico definido por el conjunto de entrenamiento (es decir,
predicciones basadas en intrapolacion), y pronto se propusieron un
gran numero de nuevos parametros (o descriptores) que caracterizaran
cuantitativamente estos y otros aspectos de la estructura molecular.
Dos pasos importantes en el desarrollo de los métodos QSAR (que como
se vera, seran fundamentales para introducir luego la idea de
Screening Virtual) fueron a) la incorporacion de descriptores de
naturaleza “holistica” (que cuantificaban aspectos electronicos,
hidrofébicos y estéricos no ya de un sustituyente sino de toda una
molécula) y b) la introduccién de descriptores derivados de modelos

moleculares teéricos en los estudios QSAR.

El primero de estos dos adelantos (la cuantificacién de
propiedades moleculares en lugar de utilizar el valor de una propiedad
para de un fragmento de la molécula) permitié que el QSAR dejara de

ser una metodologia aplicable estrictamente a series de compuestos
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similares, formadas por un mismo compuesto de partida y por derivados
obtenidos por incorporaciéon a la molécula de sustituyentes con valores

de o, m etc. conocidos

La definiciéon de descriptores cuyo valor, para cada compuesto,
podia ser calculado teoéricamente (en lugar de requerir una medicion
experimental para obtener el valor del descriptor) allané el camino
para realizar predicciones de actividad biologica de compuestos
hipotéticos, cuya sintesis no se hubiera logrado o intentado todavia.
Mas aun, hasta la incorporacion de descriptores teodricos en los
estudios  QSAR, la prediccion de la actividad implicaba 1la
determinacion experimental de descriptores empiricos para una serie de
sustituyentes o compuestos de actividad conocida (los compuestos que
conforman el conjunto de entrenamiento del que se deriva el modelo) vy
también para aquellos compuestos cuya actividad se deseaba predecir,
lo que evidentemente limitaba las aplicaciones practicas de la
metodologia. La prediccién de actividad involucraba,
indefectiblemente, disponer de todos los compuestos predichos vy
realizar una o varias determinaciones experimentales (segin se
incluyeran uno o varios parametros empiricamente determinados en el

modelo QSAR).

El calculo teérico de descriptores moleculares pronto puso en
evidencia la necesidad de contar con modelos o representaciones cada
vez mas exactos de la estructura molecular, bajo la premisa de que
cuanto mas exacta fuera dicha representacién mejor se aproximarian los
valores teoricos de los descriptores a los valores observados. Mas
ain: los avances en el campo de la biologia establecieron
simul taneamente la importancia de la conformacién de la molécula para
su interaccion con el receptor biologico. Parecia logico inferir que
s6lo una representacion molecular que tuviera en cuenta la geometria

mas probable de la molécula en el medio bioldgico seria capaz de
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conducir a predicciones de actividad acertadas. No obstante, como se

vera mas adelante, se ha demostrado que el conocimiento de la

conformacion mas probable es en ocasiones insuficiente para predecir

la capacidad de interaccién con un receptor dado. En otras

circunstancias el uso de representaciones mas sencillas (por ejemplo,

representaciones en el plano) de la estructura quimica implica
ventajas considerables para algunas aplicaciones especificas. En la
Tabla 3.2 presenta un analisis comparativo de los estudios SAR

tradicionales y de las metodologias QSAR.

Tabla 3.2. Comparacion de las caracteristicas de las metodologias SAR clasicas y las

metodologias QSAR.

SAR tradicional

QSAR

Tiene por objetivo establecer relaciones
estructura-actividad sencillas para
establecer cuales descriptores o aspectos
estructurales son significativos para la
actividad  biologica, es decir, el
incremento de qué descriptor o propiedad
de la molécula se asocia a un incremento
de su actividad, orientando
racionalmente la optimizacion de un
compuesto lider

Logra plantear algoritmos donde se
permite inferir cuali y cuantitativamente
qué descriptor/es son responsables de la
actividad bioldgica. Las aplicaciones mas
generales incluyen establecer hipétesis
sobre los mecanismos moleculares por
los que una droga interactia con un
receptor e identificar nuevos
compuestos lideres a través del analisis
de bases de datos de estructuras
quimicas

Parte de representaciones sencillas de la
estructura  molecular,  generalmente
representaciones en el plano

Parte de representaciones de complejidad
variable de la estructura molecular, desde
representaciones muy simples hasta muy
complejas

Se utiliza para analizar series de
compuestos estructuralmente similares

Puede utilizarse para analizar series
similares o conjuntos de estructuras de
gran diversidad

Las relaciones estructura-actividad que
detecta son relativamente simples y
suelen ser apreciables a simple vista por
un quimico experto

Las relaciones estructura actividad que
detecta pueden ser muy sutiles, por
cuanto  los  descriptores  capturan
informacion estructural no evidente

El ¢éxito de Ila relacion establecida
depende fuertemente de la experticia del
investigador

Si bien se requiere criterio quimico para
analizar/interpretar los resultados
obtenidos, el uso de métodos estadisticos
y la capacidad de descripcion de los
descriptores permiten lograr aplicaciones
exitosas sin necesidad de una gran
experticia’.

6 Subrayaremos de nuevo, sin embargo, que la suerte favorece a las mentes preparadas; a mayor
conocimiento del observador mayor la informacion que podra ser extraida de cualquier
observacion realizada.
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Clasificaci6én de las aproximaciones QSAR

Consideraremos dos clasificaciones de las metodologias QSAR:
a) seglin la dimensionalidad de los descriptores incluidos en el
modelo y;

b) segtn la naturaleza de la variable dependiente considerada.

Pese a que diferentes clasificaciones de los descriptores
moleculares segin su dimensionalidad han sido propuestas (algunas
veces con diferentes criterios de inclusion de los descriptores en
cada categoria) [15-17] podemos considerar fundamentalmente dos
categorias de descriptores y de aproximaciones QSAR, cada una de ellas
incluyendo subcategorias cuyos limites son mas difusos, como puede

verse en la literatura citada:

e Descriptores cuyo valor no depende de la conformaci6én ni de
la orientacién 3D de la molécula. Este grupo engloba varios
subgrupos de descriptores moleculares tales como los
descriptores 0D y 1D (descriptores constitucionales vy
aquellos que indican presencia o frecuencia de un grupo
funcional o subestrutura/fragmento determinado en la
molécula) y los descriptores 2D (descriptores topolégicos).
Ejemplos de descriptores constitucionales son el peso
molecular, el nuimero de atomos que componen la molécula y el
numero de dobles o triples enlaces 1incluidos en la
estructura. Los descriptores topolégicos se discutiran en
detalle en el capitulo siguiente. De aqui en mas llamaremos,
genéricamente, a las metodologias QSAR que wutilizan
descriptores de baja dimensionalidad (0D-2D), independientes
de la conformacién y orientacion de la molécula, metodologias

2D QSAR.
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Descriptores cuyo valor depende de la conformacién y/o de la
orientacion 3D de la molécula.

La metodologia 3D QSAR es mucho mas compleja que la
aproximacion 2D QSAR, requiriendo varias etapas para la
obtencion de los descriptores moleculares asociados. En
primer lugar, deberia definirse la conformacién de partida en
base a la cual se realiza el calculo de los descriptores.
Esta conformacién debe ser, cuando menos, una conformacioén
energética probable. Usualmente se definira la conformacion
mas probable como la conformacion de minima energia (esto es,
el minimo global de energia en el espacio conformacional).
Esto implica un muestreo sistematico del espacio
conformacional (o, alternativamente, cuando esto no fuera
posible por tratarse de estructuras de elevado peso molecular
y gran flexibilidad, mediante otras aproximaciones como
estudios estocasticos). La necesidad de obtener, en general,
la conformacién de minima energia de la molécula introduce
algunos interrogantes: ¢équé método debe utilizarse para
calcular la energia conformacional? {¢mecanica molecular,
métodos semiempiricos o métodos ab initio? ¢Es una
aproximacién lo suficientemente buena de lo que sucede en un
medio biolégico la minimizacién de la energia en el vacio o
debe simularse un medio acuoso?

Adicionalmente, los métodos 3D QSAR mas populares, entre los
que se puede destacar el CoMFA [18], se basan en disponer
cada molécula (optimizada) en wuna grilla y calcular,
posteriormente, el valor de la fuerza que diferentes campos
(electrostatico, estérico) ejercen sobre los vértices de la
misma (a menudo utilizando un atomo o molécula de prueba),
estableciendo qué campo, y en qué zona de la grilla, es

significativo para la actividad biolégica (fig. 3.6). Otros
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ejemplos de este tipo de metodologias basadas en grilla son
SOMFA [19] y GRID [20]. A finales del 2005 ya se habian
publicado mads de mil trabajos en revistas cientificas
internacionales utilizando CoMFA, la mas difundida de estas
técnicas [16]. Se desprende que las técnicas 3D QSAR son,
ademéas de sensibles a la conformacién de la molécula que se
ingresa, a la rotacién y traslacion de la molécula dentro de
los confines de la grilla. En otras palabras, la orientacioén
de la molécula es un aspecto critico, y a la fecha no se han
logrado soluciones enteramente automdticas y satisfactorias
a este problema cuando se trabaja con grandes colecciones de
compuestos estructuralmente diversos, requiriéndose la
introduccién de criterios arbitrarios por parte del operador
humano. Si bien un aumento en la resolucién de la grilla
(reduciendo la distancia entre los puntos de la misma)
conducird en general a wuna mayor capacidad predictiva
logrando ademas cierta independencia a pequeflas variaciones
traslacionales 'y  rotacionales, también  producira un
crecimiento exponencial de la cantidad de variables
consideradas, lo cual, como se vera, introduce dificultades
adicionales debidas al incremento del costo computacional y a
problemas relacionadas con el analisis estadistico de una
cantidad de variables demasiado grande [21]. Para resolver
estas dificultades se han introducido descriptores y técnicas
dependientes de la conformacién pero no de la orientacién
(que algunos autores refieren como descriptores 2.5D)[22, 23].
Sin embargo, los resultados de estas metodologias son mas
dificiles de interpretar que los de las metodologias basadas
en grillas, y es por este motivo que en la mayoria de los

casos los descriptores independientes de la alineacién no son
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utilizados fuera del grupo de investigacién que los define
[24].

Un analisis mas profundo de los fundamentos de las
metodologias 3D-QSAR nos enfrenta a una nueva problematica:
cuando se asume que la conformacién de minima energia
interaccionara con el receptor biol6gico se esta realizando
una simplificacién extrema de la situacion dinamica que
acontece en la realidad. Los sistemas biolégicos son sistemas
quimicos complejos y dinamicos y no existen garantias de que
la conformacién de minima energia corresponda a la
conformacién bioactiva: mas aun, se sabe que tanto el ligando
como el receptor inducen cambios conformacionales el uno en
el otro, reciprocamente, siendo éste el disparador del evento
biologico. Si bien la simplificaciéon de considerar una
molécula rigida interaccionando con un receptor rigido ha
resultado exitosa en muchos estudios, en particular en
aquellos casos en los que el ligando es una molécula rigida
con la libre rotacién de los enlaces restringida, los efectos
dinamicos son en muchos casos considerables; este hecho ha
derivado en la generacion de metodologias 4D-QSAR que
muestrean no una sino varias orientaciones, conformaciones,
estados de protonacioén y esteroisomeros de los ligandos
estudiados [25-27]. Recientemente ha sido introducido el
paradigma 5D—QSAR, que tiene en cuenta no sé6lo la
flexibilidad conformacional del 1ligando sino también del
receptor [28]. Estas metodologias estan en etapa incipiente y
resta evaluar si el creciente costo computacional requerido
es compensado por un incremento equivalente en la capacidad

predictiva de los modelos 4D y 5D—QSAR.
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Segtn la naturaleza de la variable dependiente considerada, los
modelos QSAR pueden también dividirse en cualitativos o cuantitativos.
La primera clase (que también podemos referir como modelos
clasificatorios o analisis discriminante) considera una variable
dependiente  discreta, categorica; la propiedad observada es
representada mediante una etiqueta (té6xico y no téxico; activo,
moderadamente activo e inactivo; etc.). Los modelos cuantitativos, en
cambio, utilizan una variable dependiente continua y se usan para
predecir, por lo tanto, el valor numérico de una propiedad determinada

(por ej. EDg).

Fig. 3.6. Las metodologias 3D-
QSAR Dbasadas en grillas
(dependientes de la
conformacion y orientacion de
P la molécula en la grilla). Los
1N descriptores surgen de calcular
el wvalor de un campo
AN determinado (por ej. un campo
Kb couldombico para las
interacciones  electrostaticas)
sobre un atomo o molécula de
L= prueba ubicado en los vértices
de la grilla. En el ejemplo, una
representacion de una grilla en
cuyo interior se encuentra una
molécula de difenilhidantoina.

l,/ *

-

v/ \

Fundamentos de la metodologia elegida para la presente tesis.

En el presente trabajo se ha decidido por la busqueda de nuevos
agentes antiepilépticos mediante 2D—QSAR basado en descriptores vy
enfocado desde el ligando. Esta decisién supone algunas ventajas vy
desventajas respecto a otras alternativas posibles. Entre las ventajas

podemos mencionar:

a) la independencia del valor de los descriptores 2D respecto de la

conformacién y orientacion de las estructuras cuyo valor ha de

predecirse, lo cual reduce considerablemente el trabajo de pre—
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Las

b)

c)

procesamiento de las estructuras de las bases de datos (no se
requieren coordenadas optimizadas ni establecer criterios de
orientacion para el céalculo de los descriptores). Dado que se
desea analizar bases de datos de 10° a 10° estructuras con gran
diversidad quimica, el solo pre—procesamiento de las estructuras
cuya actividad bioldégica se busca predecir demandaria un tiempo
considerable e implicaria definir protocolos de optimizacién vy
criterios de orientacion por parte del operador humano, sobre
todo si se tiene en cuenta que se desean identificar estructuras
bloqueantes de canales de sodio voltaje operados. Se trata de un
tipo de receptor particularmente complejo que consta de una
subunidad « formada por cuatro dominios (cada uno de ellos
consta de seis a-hélices transmembrana) y una o mas subunidades
B de peso molecular relativamente menor (fig. 3.3); los canales
de sodio poseen maltiples sitios de union a inhibidores
competitivos y no competitivos y su estructura terciaria no ha
sido aun enteramente dilucidada; mas adn, los diferentes
subtipos de canales de sodio del SNC presentan diferente
afinidad por los farmacos [29, 30]. Todos estos hechos, asociados
a que no se dispone de una estructura de rayos X del canal de
sodio, dificultan wutilizar el receptor para definir wuna
orientacion preferencial de moléculas estructuralmente diversas
en la grilla.

el bajo costo computacional que supone el calculo de
descriptores 2D, lo cual facilita el analisis de grandes
colecciones de estructuras virtuales en un tiempo reducido;

no se requiere informacién sobre la estructura del receptor.

Desde luego, la metodologia elegida también tiene sus limitaciones.

metodologias 3D-QSAR permiten generar modelos graficos que

permiten una facil interpretacién de los resultados observados,

71



Cépifulo 2: Desarrollo de nuevos farmacos

posibilitando la identificacién de las interacciones farmaco—receptor
mas importantes para la actividad biologica. Sin embargo, nada dicen
respecto a otros procesos muy importantes para que un compuesto sea
activo, tales como el pasaje a través de las distintas barreras
biolégicas, la metabolizacion, la toxicidad, etc. Los descriptores 2D
son en cambio bastante abstractos y codifican/condensan, en un solo
ntimero, informacién respecto a diversos aspectos estructurales. Si
bien son muy eficaces para identificar nuevos lideres, es en general
dificil extraer de un modelo 2D QSAR informacion significativa desde
el punto de vista fisicoquimico acerca de los mecanismos por los
cuales una droga determinada interacciona con su receptor molecular.
Los descriptores 2D funcionan, efectivamente, como una caja negra de
la que se extrae informacion util pero dificil de interpretar. Por
ejemplo, si un modelo 2D—QSAR predice que un compuesto determinado
presentara baja actividad biolégica, sera dificil definir si esa baja
actividad predicha se debe a su baja biodisponibilidad, su réapida
eliminaciéon o a que no interacciona efectivamente con el blanco

molecular (por mas que la prediccién sea acertada).

A modo de sintesis se podria decir que las metodologias 3D
describen con mayor claridad la interaccion de la droga y su receptor,
evento necesario pero no suficiente para que un farmaco ejerza su
actividad (los otros eventos deberan ser modelados, se desprende,
mediante modelos complementarios); adicionalmente, requieren un pre-
procesamiento de la estructura que no las hace aptas para el estudio
de grandes bases de datos. Las metodologias 2D QSAR, si bien por su
caracter abstracto y holistico no arrojan tanta luz sobre el proceso
de union al receptor, capturan otros aspectos necesarios para producir
la bioactividad, y por otro lado 1la velocidad de céalculo de
descriptores de baja dimensionalidad y 1la independencia de la

conformacién y orientacién de la molécula las hace ideales para
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identificar nuevos lideres en grandes bases de datos de diversidad

estructural.

En el trabajo de tesis no s6lo se han generado modelos 2D QSAR para
predecir actividad anticonvulsiva por bloqueo de canales de sodio
voltaje—operados, sino también, en forma complementaria, filtros
particulares para predecir la biodisponibilidad a nivel del SNC y la
neurotoxicidad de los compuestos evaluados. Puede subrayarse que, dado
al caracter holistico de los descriptores topologicos, una adecuada
seleccion del conjunto de entrenamiento utilizado contribuye a
seleccionar compuestos biodisponibles y seguros durante el proceso de

SV. Sin embargo, hemos decidido refinar esta seleccién mediante

generacion de filtros especificos de absorcion y neurotoxicidad. En la

’ ’

Dominio [ Dominio 11

Fig. 3.3. Representacion esquematica de la estructura terciaria de la subunidad o
de un canal de sodio voltaje operado. Se muestran dos de los cuatro dominios de
la misma; cada dominio estd formado por seis a-hélice transmembrana. En
anaranjado, el segmento que reconoce los cambios de voltaje; en amarillo, los
segmentos que definen el poro por el que se transporta el sodio. La subunidad a
puede se asocia a una o mas subunidades . Existen numerosos sitios de union a
farmacos intra y extracelulares.
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fig. 3.4 se esquematizan distintos procesos que condicionan la
actividad de wun farmaco que actia a nivel del sistema nervioso
central, y cuales de ellos y en qué forma se han considerado en la
estrategia QSAR elegida. Hemos elegido para el esquema la via de
administracion oral, forma farmacéutica s6lida, que por varias razones
es considerada en general como la via de preferencia para medicamentos
que se administran en forma crénica (entre ellas: inocuidad,
estabilidad, facilidad de dosificacién y administracion y facilidad

de transporte de las formas solidas orales).

Etapas generales de un estudio QSPR/QSAR

En general, un estudio QSAR pueden dividirse en las siguientes etapas:

1. Generacién del conjunto de entrenamiento. Se denomina conjunto
de entrenamiento al conjunto de estructuras quimicas a partir de
las cuales se deriva el modelo QSAR. El conjunto QSAR define el

“espacio quimico” dentro del cual la aplicacion del modelo
tendra validez. En otras palabras, el wvalor de la
actividad/propiedad biolégica predicha para un compuesto externo
al conjunto de entrenamiento sera valida si y so6lo si el mismo
posee cierta similitud con alguna o varias de las estructuras
incluidas en el conjunto de entrenamiento. El espacio quimico
dentro del cual la aplicacién del modelo QSAR es confiable se
denomina “dominio de aplicabilidad” . La forma mas sencilla de
estimar el dominio de aplicabilidad cuando los valores de los
descriptores incluidos en el modelo estan bien distribuidos para
el conjunto de entrenamiento, es definir un espacio N-
dimensional delimitado por los rangos de valores que los N
descriptores del modelo asumen para el conjunto de entrenamiento

[31,32]. Otra regla ttil a tener en cuenta cuando se disefia un
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conjunto de entrenamiento es que los valores observados de la
propiedad estudiada deberian presentar una buena distribucioén
(que aproxime una distribucioén normal) en un rango de entre tres
y cuatro ordenes logaritmicos. Este requisito posee un
fundamento 1loégico: supongamos un conjunto de entrenamiento
formado solamente por compuestos de alta y mediana actividad, el
modelo QSAR derivado del mismo sélo podréa predecir con exactitud
valores de compuestos muy activos y moderadamente activos, pero
no servira para diferenciar compuestos activos de inactivos (no
identificara qué caracteristicas estructurales son francamente
desfavorables a la actividad por no estar los compuestos poco
activos e 1inactivos representados dentro del conjunto de
entrenamiento del que se deriva el modelo). Un tltimo requisito
esencial es que los compuestos del conjunto de entrenamiento
posean un mecanismo de accion comin, esto es, interaccionen con
el mismo receptor o blanco molecular. Supongamos, por ejemplo,
que se desea generar un modelo QSAR para la busqueda de
compuestos antihipertensivos. Si se incluyeran en el conjunto de
entrenamiento diuréticos, inhibidores de la enzima conversora de
angiotensina y vasodilatadores periféricos, seria dificil
derivar un uanico modelo  QSAR  que identificara las
caracteristicas favorables a la actividad antihipertensiva que
no sean simplemente las caracteristicas tipicas de los farmacos
(caracteristicas drug-Iike, que se discutiran luego), debido a
que un farmaco inhibidor de la enzima conversora de angiotensina
interactia con un blanco molecular que en principio nada tiene
que ver con los varios blancos moleculares de los distintos
diuréticos, de lo que se deduce que es poco probable encontrar
patrones estructurales comunes relacionados con la interaccioén

farmaco—receptor.
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2. Calculo del valor de un conjunto de D descriptores para el

conjunto de entrenamiento. Lo fundamental en esta etapa es
chequear las estructuras del conjunto de entrenamiento y, en los
casos en que sea necesario (3D-QSAR en adelante) realizar un
pre—procesamiento adecuado de las estructuras de los compuestos

Seleccién de un conjunto d de descriptores de entre los D
descriptores disponibles; generacién del modelo. La Regresion
Lineal Maltiple (Multiple Linear Regression — MLR ) es el método
tradicional para generar modelos QSAR. El mismo se basa en el
método de los cuadrados minimos, esto es, encontrar la
combinaciéon lineal de variables que minimice la suma de los
cuadrados de los residuales (diferencia entre los valores
observados de la variable dependiente y los valores predichos)
[33]. Usualmente se utilizan el coeficiente de determinacion r?
y la desviacion estandar en la estimacion SEE (Standard
Deviation on the Estimate) para evaluar la bondad del ajuste de
los valores de la variable independiente predichos por el modelo
con respecto a los valores observados. El coeficiente de
determinaciéon indica la fraccion de la varianza total de los
datos experimentales que puede ser explicado por el conjunto de

descriptores incluidos en el modelo.

n

> (Yobs,i —Ypre,i)’ Zn: (Ypre,i —Ymed)’
P2 =] i _ iml
> (Yobs,i—Ymed)* >’ (Yobs,i—Ymed)’

i=l1 i=1

donde Yobs,i representa el valor observado de la variable
dependiente para el caso i; Ypre,i representa el valor predicho
para el caso i y; Ymed representa el valor medio observado de la

variable dependiente para el conjunto de entrenamiento y n es el
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namero

de casos (compuestos) que integran el conjunto de

entrenamiento.

SEE esta definido por:

> (Yobs - Ypre)*

SEE ==
n-d-1

donde d es el namero de descriptores incluidos en el modelo.

En todo analisis de MLR debe verificarse que:

Los residuales estén normalmente distribuidos alrededor
de una media de 0; presenten homoscedasticidad (es decir,
varianza constante en todo el rango abarcado por los
casos) v, deben ser mutuamente independientes.

El numero de variables independientes sea menor que el
nimero de observaciones (hipotesis de rango completo).

No existe correlacién lineal significativa entre las
variables independientes. En general, se pone una cota al
coeficiente de correlacién admitido para cualquiera de
los pares de descriptores incluidos en el modelo. La cota
puede ser, segin el operador, de 0.5 (acorde al criterio
mas conservador), 0.7, 0.9 6 0.95. Se observa que los
criterios menos conservadores violan una de las hipétesis
del andlisis de regresién lineal, ademas de dificultar
seriamente la interpretacién del modelo generado. Otra
forma de restringir el ingreso de pares de descriptores
altamente correlacionados en el modelo permitida por los
programas de estadistica disponibles es fijar una cota a
la tolerancia B definida como 1 — r% donde % es en este

caso el coeficiente de determinacién entre una de las
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Fig. 3.4. Esquema de los diferentes procesos que el medicamento y el

farmaco atraviesan en el organismo; en azul, se consigna como se
consideran los diferentes procesos en el presente trabajo.
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variables independientes del modelo y todas las demas
variables independientes. Sin embargo, cabe mencionar que
Randic ha demostrado que la inclusién de pares de
variables altamente correlacionadas con signo opuesto

puede ser estadisticamente significativa [34, 35].

Las ventajas de la MLR son su simplicidad de calculo y la
posibilidad de interpretar los resultados obtenidos con relativa
facilidad. El principio de parsimonia indica elegir el modelo
mas simple entre aquellos que explican adecuadamente la
problematica estudiada. Los motivos para preferir modelos més
simples son practicos ademas de filos6ficos: adicionar
variables inatiles implica que, para aplicar el modelo se
deberé calcular el valor de esos descriptores no significativos
, con el consabido desperdicio de tiempo y recursos humanos;
incluir predictores 1innecesarios en un modelo usualmente
conduce a decisiones equivocadas (por ejemplo, si se decide
incluir, como descriptor, en un modelo QSAR, el namero de grupos
—0OH y este predictor es en realidad irrelevante, al aplicar el
modelo se descartaran o elegiran compuestos segin su nimero de
grupos —O0OH, pudiendo perder lideres valiosos o reteniendo
compuestos sin valor); adicionar variables irrelevantes
introduce variacién azarosa -ruido— en el modelo; finalmente,
cuanto mas simple el modelo mayor su portabilidad. Sin embargo,
las razones filos6ficas también son importantes: los modelos mas
simples son mas faciles de interpretar y son considerados mas

“bellos” en el sentido de la estética matematica y cientifica
en general. Por ejemplo, un modelo de un descriptor sera
preferible a uno de diez descriptores que posea un desempefio
similar. Las técnicas de seleccién de variables independientes

mas utilizadas en conjunto con la MLR son las conocidas como
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Stepwise Forward y Stepwise Backward. La metodologia Stepwise
Forward consiste en llevar a cabo una regresion por cuadrados
minimos por pasos. En cada paso o etapa la variable
independiente del pool de D variables mejor correlacionada con
la independiente es incluida en la ecuacién de regresion; en el
segundo paso, se adiciona la variable independiente que de entre
todas las remanentes produce un incremento mayor en el r*; este
proceso continta hasta que la adiciéon de una nueva variable no
contribuye a un aumento estadisticamente significativo del r2.
Un test de F parcial puede ser utilizado para corroborar si la
inclusién de una variable en un modelo induce un aumento

significativo de r®. El estadistico F se define como:

A =(n—d—l)(r2j

F =
1-r? 1-12 d
LA

donde se observa que la significancia estadistica aumenta
l6gicamente con el ndmero de casos y el valor de r? pero es
inversamente proporcional al numero de descriptores incluidos en
el modelo y tiende a 0 cuando d se aproxima a n (esto es, a
medida que aumenta el numero de variables incluidas en el modelo
aumenta la probabilidad de correlacion azarosa, es decir, que
fortuitamente la varianza de alguna de las variables
independientes remanentes en el pool refleje la varianza ain no
explicada por el modelo; el hecho de que al ser d igual a n la
significancia estadistica se vuelva nula refleja la hipotesis de
rango completo de la que parte el analisis de regresion).
Alternativamente, la metodologia Stepwise Backward comienza
incluyendo todas las variables del pool en el modelo y elimina,

una a una, variables independientes hasta que la eliminacion de
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una variable reduce significativamente el r% Otros métodos
lineales populares ademas de MLR son el analisis de componentes
principales (Principal Component Analysis — PCA) y el método de
los cuadrados parciales minimos (Partial Least Squares — PLS).
Ambos métodos son utiles para reducir la dimensionalidad del
pool de descriptores cuando el nuimero total de descriptores D es
mucho mayor que el ntmero de casos n (sin realizar una seleccion
explicita), seleccionando como variables independientes ciertas
combinaciones lineales y ortogonales de los mismos [33,36]. En
el caso de PCA esas variables artificiales se denominan
componentes principales, y se obtienen utilizando la covarianza
entre los distintos descriptores como criterio de ponderacioén,
pero sin tener en cuenta la covarianza entre los valores
observados de la variable dependiente y los descriptores. En el
caso de PLS, las variables artificiales se denominan variables
latentes y en este caso si se tiene en cuenta la covarianza
entre la variable dependiente y los descriptores para ponderar
las distintas variables. En otras palabras, no hay garantia del
valor predictivo que tendran las componentes principales,
mientras que si la hay en el caso de las variables latentes de
PLS.

Existen otros métodos no lineales de selecciéon de variables y
generacion de modelos, entre los que encontramos los algoritmos
genéticos (Genetic Algorithms - GA) y las redes neuronales
(Neural Networks — NN); ambos métodos han sido inspirados por la
naturaleza: en el primero se toma como modelo la teoria de la
evolucion v la seleccién natural para seleccionar los “modelos
mas aptos” ; el segundo se inspira en la capacidad del cerebro
animal para procesar informacion de manera no lineal [37].

En el caso de los GA, un conjunto de representaciones abstractas

(11amados cromosomas) de una poblacién de posibles soluciones
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(11amadas individuos) se aparean o recombinan. Los genes de cada
cromosoma representan la presencia o ausencia de un variable
independiente determinada en la solucién/individuo. Cada N
generaciones (N definido por el operador humano) se evalua el
desempefio de los modelos que conforman la descendencia,
seleccionandose los mas aptos para nuevas recombinaciones (en
algunos casos se utiliza una selecciéon estocastica, generando
distintos grupos de soluciones segin su “aptitud” y
seleccionando para la siguiente serie de recombinaciones
individuos de todos los grupos, pero en mayor proporcién del
grupo mas apto). Cada tantas generaciones se suelen introducir,
para imitar a la naturaleza, mutaciones (deleciones de genes,
inserciones, etc.) y se pueden incluir operadores que produzcan,
al azar, la muerte de algin individuo determinado con la
extincion del genotipo correspondiente (ver fig. 3.5). En el
caso de las llamadas estrategias evolutivas (ES), al contrario
de lo que ocurre con los GA, la frecuencia de mutaciones
predomina sobre la de recombinaciones, y en lugar de
seleccionarse estocasticamente un grupo de soluciones que
incluye individuos aptos y poco aptos, se tiende a seleccionar
s6lo al 1individuo mas apto para dar origen a la siguiente

generacion de mutantes [38, 39]

En ocasiones 1la interdependencia entre un proceso
biologico y alguna propiedad derivada de la estructura molecular
es no lineal (un ejemplo clasico es coémo suele variar la
actividad biologica segin el coeficiente de particion octanol-—
agua de las moléculas). Las redes neuronales tratan de imitar,
de forma simplificada, la estructura de las unidades de
procesamiento del cerebro, las cuales, con una velocidad de

calculo ciertamente muy inferior a la de las supercomputadoras
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actuales logran realizar tareas muy complejas, por ejemplo en lo
relativo al procesamiento de estimulos visuales y auditivos.
Esquematicamente, el cerebro humano esta formado por diez mil
millones de neuronas interconectadas masivamente (con un
promedio de varios miles de interconexiones por neurona). Cada
neurona es una célula especializada que puede propagar una sefial
eléctrica, con una estructura ramificada por la que ingresa la
informacién (las dendritas) y otra estructura ramificada por la
que la informacién se propaga a otras neuronas (el axon). Cuando

la neurona recibe un estimulo por encima de cierto umbral, se

Poblacion
inicial
generada al
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Ve

.Se
detiene?

i
T

individuos

b e s

Fig. 3.4. Esquema general de 4

una seleccion de variables .
basada en GA. La NO SI
reproduccion selectiva
implica  una  seleccion ., .
estocastica sesgada hacia los Reproduccion Mejores
individuos/modelos mas selectiva individuos
aptos. Las  mutaciones m@@memmm S

incluyen inserciones,
deleciones, y cambios de 0 a L
1 y viceversa en la Recombinacion
representacion binaria de los S R
genes. El proceso puede
terminar por diversas causas:
haber alcanzado un ntimero Mutacion
de generaciones prefijado, —
encontrar una solucion que
se considere aceptable, etc.

SR

activa y envia una sefial neuroquimica a otras neuronas, a través
del axon. El aprendizaje consiste, fundamentalmente, en alterar
la fuerza de ciertas conexiones sinapticas, favoreciéndolas. En
sintesis, a partir de wun gran numero de unidades de
procesamiento relativamente sencillas (cada una realizando una

suma ponderada de sus estimulos y disparando una sefial binaria
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si la misma supera cierto umbral) el cerebro logra realizar
tareas sumamente complejas. Las redes neuronales imitan este
proceso: reciben y ponderan y transforman estimulos (7nput, el
valor de las variables independientes) y generan respuestas
(output, la prediccion de la categoria a la que pertenece una
molécula o el valor de una propiedad fisicoquimica determinada
de la misma). En la fig. 3.6 se presenta una arquitectura tipica
de una red neuronal, consistente en una capa de neuronas de
entrada (que no realiza otra operacion mas que distribuir el
vector da datos de entrada -vector formado por las variables
independientes— a la siguiente capa) una capa de neuronas
escondida y una capa de de neuronas de salida.

Tipicamente, las neuronas de las capas escondida y de salida
transforman los datos que proceden de la capa anterior mediante

funciones sigmoideas de la forma:

1

—(datos de entrada)

Sigm(datos de entrada) =
l+e

Fig. 3.6. Ejemplo de una arquitectura de red neuronal, con cinco neuronas en la
capa de entrada correspondientes a cinco variables independientes, tres
neuronas en la capa escondida y una neurona en la capa de salida.
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En la red neuronal del ejemplo, la transformacion final que

realizaria la Unica neurona de la capa de salida seria:

3 5
f(x)= Sigm(z v, Sigm(z o, % —0,)- paice )
j=1 i=1

donde 0; vy g s*ld son los valores umbral de cada una de las
neuronas de la capa escondida y de 1la capa de salida,
respectivamente, X; representa a las variables independientes

consideradas, w; ; son los coeficientes con los que cada neurona

i,
de la capa escondida pondera las variables independientes y v
representa a los coeficientes con los que la capa de salida
pondera la informacioén procedente de cada una de las neuronas de
la capa escondida.
La ventaja de las redes neuronales es, claramente, la
posibilidad de modelar funciones complejas; su desventaja es que
para entrenar una red neuronal se requieren, en general, entre
cientos y miles de casos, muchos mas de los necesarios para
generar un modelo lineal (en el caso de las aplicaciones en
Quimica Medicinal el numero de compuestos activos conocidos es
limitado). La capacidad de generar modelos complejos acentta la
tendencia a la sobreparametrizacion, es decir, que el modelo
“memorice” las caracteristicas del conjunto de entrenamiento
pero no tenga capacidad predictiva sobre casos no utilizados en
el entrenamiento. Por lo tanto, se suele reservar, ademas de un
conjunto de prueba, un conjunto de verificaciéon utilizado para
chequear, durante el entrenamiento, que  no se esté
sobreparametrizando. La necesidad de contar con tres conjuntos
de casos independientes y representativos disminuye
considerablemente el namero de casos disponibles para entrenar
la red. Por otro lado, no se trata de un método de seleccién de

variables, sino de generacion de modelos, por lo que se debe
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tener de antemano cierto conocimiento teérico o intuitivo sobre
cuales de entre el conjunto total de variables son las que
contribuyen mas a la propiedad biologica estudiada, o de lo
contrario combinar las redes neuronales con métodos de seleccion
de variables como los GA [33, 37].

Las consideraciones que deben tenerse en cuenta en la etapa de
seleccion de descriptores y generacion del modelo son varias. En
primer lugar, se ha demostrado que el uso de un conjunto total
de descriptores D grande incrementa ostensiblemente la
probabilidad de encontrar correlaciones azarosas entre un
subconjunto de descriptores d y la variable dependiente [40].
Cuando el pool de descriptores es grande en comparacién con el
numero de casos debera, por lo tanto, ponerse énfasis en el
proceso de validacion del modelo. En nuestro caso se utilizara
un pool de descriptores grande, pero el casi nulo pre—
procesamiento de las estructuras y la facilidad de calculo
caracteristicos de los descriptores 2D facilitan el proceso de
validacion, minimizando la probabilidad de correlaciéon fortuita.
Una problematica extra a tener en cuenta es la cuestidén, ya
mencionada fugazmente, de la sobreparametrizacién, esto es, la
violacion del principio de parsimonia, conocido también como la
navaja de Occam': incluir mas parametros o utilizar modelos mas
flexibles de lo necesario (por ejemplo, una ecuacién polinoémica
o una red neuronal pueden ajustar los valores de los compuestos
del conjunto de entrenamiento mediante una relacién curvilinea,
no lineal, no s6lo sin introducir beneficios sino a expensas del
desempefio del modelo sobre un conjunto externo). Hawkins ha

publicado wun trabajo detallado sobre los riesgos de la

! Entia non sunt multiplicanda praeter necesitatem. “No ha de presumirse la existencia de més
cosas que las absolutamente necesarias”. La explicacion mas simple y suficiente es la mas
probable, aunque no siempre la verdadera. Con la enunciacion de este principio, el fraile inglés
Guillermo de Occam (u Ockham) expresaba, en el siglo XIV, la ruptura entre el pensamiento
cientifico y el pensamiento teoldgico o magico.
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sobreparametrizaciéon y la utilidad de las herramientas de
validacion para salvaguardarse de la misma [41]. Una regla
empirica atil para resguardarse de la sobreparametrizacion es
vigilar que la relacién n/d sea mayor a cinco.
Validacién del modelo. El proceso de validaciéon es una etapa
critica del modelado QSAR. Tiene por objeto la determinacién de
la robustez y capacidad predictiva del modelo [42]. La
validacién puede ser interna y/o externa. En el caso de la
validacién interna, se reutiliza el mismo conjunto de
entrenamiento para validar el modelo generado mediante
validacién cruzada y ensayo de aleatorizacién de Fisher. Los
procedimientos de validacion cruzada de modelos QSAR por
excelencia son las técnicas denominadas Leave—One—Out (LOO -
“Dejar uno afuera” ) y Leave—Group—Out (LGO - “Dejar un grupo
afuera” , también llamada por algunos autores Leave—Some—Out o
Leave-N-Out). Consisten en, una vez generado el modelo, remover
grupos de m compuestos del conjunto de entrenamiento, recalcular
el modelo con los compuestos remanentes y utilizar el nuevo
modelo para predecir la actividad de las estructuras removidas.
El caso extremo en el que m es igual a uno constituye la
metodologia LOO (" dejar uno afuera” ). Los parametros que se
utilizan para estimar la capacidad predictiva del modelo
mediante esta técnica son analogos a los que se describieron en
la etapa de generacién del modelo, SEE 0 v t°q, o0 mas

cominmente, q*:

n

> (Yobs,i—Ypre,i)’
g2 =1- 1

(Yobs,i—Ymed )’
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donde ahora Y corresponde al valor predicho para cada

pre, i
compuesto 1 cuando es removido del conjunto de entrenamiento.
Aunque en general se considera aceptable un valor de g mayor a
0.5, se ha demostrado que un valor adecuado de ¢° es condicion
necesaria pero no suficiente para afirmar la capacidad
predictiva del modelo [43]. El q* tiende a ser sobreoptimista,
en especial en aquellos casos en los que el conjunto de
entrenamiento no es estructuralmente diverso (por ejemplo,
cuando esta formado por derivados mas o menos similares de un
mismo compuesto lider, lo cual no es del todo inusual en el
campo de la Quimica Medicinal) [41]. Adicionalmente, dado que al
contrario del r? el ¢° no aumenta indefinidamente a medida que se
adicionan parametros al modelo y por el contrario alcanza un
maximo, se utiliza en algunos casos (por ej., en PLS) para
determinar el ntmero o6ptimo de variables que se incluiran en el
modelo.

La aleatorizacion de Fisher, destinada a minimizar la
probabilidad de correlaciéon fortuita entre los descriptores y la
variable dependiente, se lleva a cabo “mezclando” al azar los
n valores observados de la variable dependiente entre los n
compuestos, regenerando el modelo con la variable dependiente
aleatorizada. Este procedimiento se suele repetir n veces.
Idealmente, el modelo original sera estadisticamente muy
superior a los modelos aleatorizados.

Por altimo, la validacién externa consiste en predecir el valor
de la variable dependiente para un conjunto de compuestos cuya
actividad se conoce y que no han sido utilizados para generar el
modelo. El principal problema de este proceso es que deben
resignarse casos que podrian utilizarse en la generacion del
modelo para evaluar su predictividad, lo cual no es viable

cuando se conocen pocas estructuras con valor experimental
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conocido de la propiedad biolégica de interés. Las opiniones,
respecto a lo conveniente en este punto, estan divididas.
Algunos autores afirman (y han realizado algunas demostraciones
al respecto) que el uso de un conjunto de prueba es sélo
admisible cuando se dispone de un conjunto de entrenamiento muy
grande (cientos de compuestos) [41]. Aparentemente, apartar un
conjunto de prueba cuando no se dispone de cientos de compuestos
atentaria contra la predictividad del modelo. Hawkins afirma que
el conjunto de prueba como herramienta de estimaciéon de la
predictividad es valido cuando esta formado por mas de 20
estructuras, e, idealmente, cincuenta. Sin embargo, otros
autores sugieren que entre un 10 y 20% del total de estructuras
disponible es suficiente [42], y la gran mayoria de los
especialistas reconoce a la validaciéon externa como etapa
imprescindible [43]. En nuestro caso hemos considerado una
situacién intermedia, validando siempre interna y externamente
todos los modelos generados durante la tesis y reservando, para
la validacién externa, no un numero fijo de estructuras sino un
porcentaje del numero de compuestos incluidos en el conjunto de
entrenamiento, no menor al 30% del mismo.
Interpretacion y aplicacion del modelo. La interpretacién se
refiere a calcular la contribucion relativa de los descriptores
al modelo (esto puede hacerse facilmente comparando los
coeficientes de regresién normalizados, multiplicando el
coeficiente de regresion por la desviacion estandar del
predictor sobre la desviacién estandar de la variable
dependiente o, alternativamente, normalizando los predictores
en forma previa al analisis de regresioén, sustrayendo la media
del predictor y dividiendo por su desviacion estandar; una
forma adicional es multiplicar el coeficiente de regresién por

el wvalor promedio del descriptor para el conjunto de

&9
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entrenamiento y dividir este valor por la sumatoria de los
coeficientes por el valor medio de los descriptores asociados).
El estudio de la definicion del descriptor orientara acerca del
significado fisicoquimico del modelo; en nuestro caso, ya hemos
comentado que el caracter abstracto de los descriptores
topolégicos (ver capitulo siguiente para méas detalles) complica
la interpretacioén, aunque intentaremos de todas maneras abordar
los significados de los descriptores incluidos en cada modelo.
Sin embargo, esta no es una etapa critica de este trabajo de
tesis por cuanto el objetivo principal es la identificacion de
nuevos lideres y no el disefio de nuevas estructuras ni la
elucidacién  de mecanismos moleculares. En la etapa de
aplicacion del modelo debera tenerse presente, sobre todo, el
dominio de aplicabilidad del mismo. Desde  luego, la
verificacion experimental (mediante ensayos biolégicos en el
caso de predecir bioactividades) constituye la prueba

definitiva de la validez del modelo.
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Capitulo 3.
Descriptores utilizados en la presente tesis.

A Teoria de grafos.
/+ Matrices y polinomios y espectros derivados del grafo.
Definicién de algunos indices topolégicos representativos.

Teoria de grafos.

omo ya ha sido presentado, en este trabajo se utilizaran
principalmente dos tipos de descriptores como variables
independientes de los modelos generados: por un lado, las
llamadas  “variables indicadoras” ; por otro lado, descriptores
topolégicos derivados de la Teoria de Grafos. Todos ellos pertenecen a
la categoria de descriptores que hemos descrito como de baja
dimensionalidad, independientes de la orientacién y conformacion de la

estructura quimica.

Las variables indicadoras indican la presencia/ausencia o
frecuencia de un tipo de atomo, grupo funcional o funcién quimica. Se
trata, por tanto, de descriptores que asumen valores binarios (en el
caso que indiquen ausencia o presencia) o en su defecto valores no
binarios discretos (cuando indican la frecuencia de aparicién en una
estructura determinada). Un ejemplo clasico de aplicacion de este tipo
de variables es el método de Free-Wilson [1]. Esta aproximacién supone
calcular, mediante analisis de regresi6én, la contribucién a la
actividad bioldégica de cada sustituyente particular en una posicioén
especifica, asumiendo que los sustituyentes proveen una contribucion
constante a la actividad bajo el principio de aditividad. Muchos de
los métodos para calcular descriptores fisicoquimicos lo hacen a
través de un método por contribucién de atomos o grupos; es decir,

numerosos modelos QSAR basados en descriptores fisicoquimicos son,
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indirectamente, metodologias basadas en variables indicadoras. Tal es
el caso del método de Rekker para la estimacién del log P [2], segln

el cual:

logP = z a f + Z términos de interaccion
i

donde a; es el numero de veces que aparece cada atomo o grupo funcional
determinado, £, indica la contribucién de éstos a la actividad y los
términos de interaccion estan formados por un ndmero entero de veces
una “constante magica’ km De esta manera, si bien en alguno de los
modelos generados se incluiran descriptores fisicoquimicos cléasicos,
como el log P calculado segun Moriguchi o la refractividad molecular
de Ghose—Crippen [3,4], los mismos derivan de una combinacién de
variables indicadoras o indices topolégicos, por lo que indirectamente
también pueden incluirse dentro del grupo de descriptores de baja

dimensionalidad considerados en la presente tesis.

Los descriptores topolégicos son descriptores derivados de una
rama de las matematicas conocida como la Teoria de Grafos (como se
vera en breve, algunos descriptores topologicos derivan de combinar la
Teoria de Grafos con la Teoria de la Informacién de Shannon). La
Teoria de Grafos fue inaugurada en 1736 por Euler, quien resolvié
recurriendo a un grafo el problema de los siete puentes de Kénigsberg.
Dadas dos 1islas en el rio Pregel, que pasa por la ciudad de
Konigsberg, habiendo siete puentes que las unen entre si y a tierra
firme, /les posible dar un paseo que recorra todos los puentes pasando
por cada puente s6lo una vez? Euler simplificoé el problema asociando a
cada puente una arista o eje y a cada uno de los trozos de tierra
firme e islas un nodo o vértice (Fig. 4.1). El problema se reducia
entonces, simplemente, a observar la conectividad del grafo que se

obtiene
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A

@E\%ﬁi (s

Fig. 4.1. Grafo derivado por Euler para resolver el problema de los siete puentes de
Koningsberg analizando la conectividad entre las islas y los puntos en tierra firme.

Observando el grafo, Euler concluyé que para poder cumplir los
requisitos que exigia el problema por cada vez que se ingresa a un
vértice del grafo debe poder salirse del mismo mediante otro eje
distinto que aquel por el cual se llegd, con dos excepciones, el
vértice por el cual se comienza el recorrido y el vértice por el cual
se termina (de los que no es necesario regresar ni salir,
respectivamente). En otras palabras, para responder afirmativamente al
problema de los puentes: a) todos los vértices excepto dos debian
tener un namero par de ejes asociados o, b) todos los vértices debian
tener un numero par de ejes asociados si el vértice de llegada y de
salida eran los mismos. Esto no se verifica, ya que la multiplicidad
(ntmero de ejes asociados a cada vértice) es en todos los casos tres o
cinco, y por lo tanto la respuesta a la pregunta que planteaba el
problema es que no es posible, no existe un camino euleriano en el

grafo.

La Teoria de Grafos ha encontrado aplicaciones en disciplinas
tan diversas como la computacioéon, la lingliistica, la criptografia, la
ingenieria de los materiales, la biologia, las ciencias econdémicas y
sociales y por supuesto, la quimica, area en el que la forma en que se
conectan los atomos en la estructura quimica puede correlacionarse con

diversas propiedades moleculares [5-7].
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Los 1indices topolégicos (ITs) son, en el contexto de los
estudios QSAR, entidades numéricas derivadas de los grafos asociados a
una estructura quimica que pueden caracterizar aspectos muy diversos
de la estructura molecular tales como la forma, el grado de
ramificacion o ciclacién de una estructura quimica, la distribucién de
cargas y diversas propiedades fisicoquimicas. En un grafo de una
estructura quimica, los atomos seréan representados como un conjunto de
vértices o nodos que denotaremos V(G)={v,v,...,v,}, siendo n el
ntimero de atomos que componen la estructura, mientras que los enlaces
covalentes se representan como un conjunto de ejes o aristas que
conectan los vértices E(G)={ey, e, €3, ...}. Los atomos de hidrogeno
pueden ser considerados explicita o implicitamente. En la Fig. 4.2. se
presenta el grafo con hidréogenos implicitos derivado del fenol. Por

simplicidad denominaremos a este grafo F para los ejemplos

subsiguientes.
OH 7 Fig. 4.2. Grafo asociado a la estructura
6 quimica del fenol. Los ITs son invariantes
> ! 5 del. g'ra'fo y, por lo tagto, es indistinto donde
se inicie la numeracion del grafo.
2 4
3

Dos vértices v; y v; son adyacentes si existe un eje e;; que los
une; se dird entonces que los vértices v; y v; son incidentes del eje
e;;. Dos ejes son adyacentes si tienen un vértice comtn. El grado del
vértice v; corresponde al nGmero de vértices adyacentes a v, y sera
denotado como deg;. El conjunto de valores de grados de vértice para un
grafo se denota como Deg(G). Por ejemplo, Deg(F)={2,2,2,2, 2 3,1},
considerando la numeracién elegida en el grafo de la Fig. 4.2. Un
trayecto o walk w es una secuencia de vértices y ejes

W=1{V,, €4 Viy €pes Vor v+« 5 Vi, €55, Vip oo . Vy, €00, Vo) que  empieza y termina en
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vértices; también puede ser definido como una secuencia de vértices en
la que dos vértices que aparecen en forma consecutiva son adyacentes.
En un trayecto, cada eje puede ser recorrido mas de una vez. Un
ejemplo de trayecto en el grafico del fenol podria ser
{Vy, €12, Vo, €95, V3, €30, Vo) 0 mas sencillamente {v,, v, vi, v,}. Un trayecto con
en el que el vértice inicial coincide con el final es llamado cerrado
o de autorretorno; caso contrario, es llamado abierto o excluyente. Un
camino o path es un tipo particular de trayecto en el cual cada
vértice aparece s6lo una vez. La longitud de los trayectos o caminos
esta dada por el ntmero de ejes que los forman. El grafo del fenol,
por ejemplo, no tiene caminos de longitud mayor a seis. La
excentricidad de un vértice ecc(v;) se define como la longitud del
camino mas largo que comienza en v;; el diametro de un grafo sera
entonces la mayor excentricidad de entre el conjunto de
excentricidades de los vértices que componen dicho grafo, mientras que
el centro sera el vértice de menor excentricidad y el radio sera la
excentricidad del centro (pudiendo haber, en un mismo grafo, mas de un

centro).

Matrices, polinomios y espectros derivados del grafo. Definicién de

algunos indices topolégicos representativos.

A fin de utilizar la informacién contenida en los grafos en
relaciones estructura—actividad es necesario  “traducir” (al menos
parcialmente) el grafo en un valor numérico (descriptor). Para ello lo
mas comin es generar alguna representacion algebraica del grafo. Entre
estas representaciones encontramos las matrices, polinomios vy
espectros del grafo. A continuacion se describiran, a modo de guia de
introducciéon de la Teoria de Grafos Quimica, las representaciones
algebraicas mas comunes del grafo, vy algunos de los 1indices

topolégicos que pueden obtenerse a partir de las mismas [8]. La
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cantidad de representaciones algebraicas e ITs que pueden encontrarse
en la literatura es muy extensa y el analisis detallado de cada uno de
ellos excede a los alcances del presente trabajo de tesis, por lo que

s6lo se describiran aquellos usados mas extensamente
La matriz adyacencia o matriz de conectividad A=A(G) del grafo

G con N vértices es la matriz cuadrada simétrica de N x N cuyos

elementos [A];; se definen como:

A Isii# jye; € E(G)
I ]u_ Osii=joe, ¢ E(G)

De modo que retomando el ejemplo, la matriz adyacencia del fenol

sera:

A(F)=

S = O O O = O
S O O O = O =
S O O = O = O
S O = O = O O
S = O = O O O
- o = O O o =
S = O O O O O

La suma de los elementos de la fila i de la matriz A da el
deg(v;); del mismo modo, la suma de los elementos de la columna j da el
deg (v;). Otra forma de interpretar al elemento [A];; de la matriz
adyacencia es pensarlo como el numero de trayectos de longitud uno
entre los vértices v; y v, Teniendo esto en cuenta, se han definido
matrices de k—esimo poder de la matriz adyacencia con elementos [Ak]ij
que representan el numero de trayectos de longitud k entre los
vértices v; y v;. El segundo poder de la matriz adyacencia del fenol

A%2(F) esta por lo tanto dado por:
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A*(F)=

—_ O = O = O N
S = O = O N O
S O = O b O =
S = O N O = O
_— o N O = O =
S W O = O = O
_—0 = OO O =

Siendo los elementos [A],; de la diagonal de esta matriz el
nimero de trayectos de autorretorno de longitud dos y los elementos
fuera de la diagonal el numero de trayectos abiertos de longitud dos
entre dos vértices 1 y j. La traza de esta matriz sera entonces el
nGmero total de trayectos cerrados de longitud dos que pueden
recorrerse en el grafo, mientras que la suma de los elementos no
diagonales contituye el nGmero de trayectos abiertos de longitud dos
totales en el grafo. La suma de estas dos cantidades es, se desprende,
la suma total de trayectos de longitud dos (cerrados y abiertos) del
grafo. Analogamente pueden obtenerse los mismos descriptores para
matrices de orden superior Af, ~pudiendo utilizarse éstos y otros
descriptores basados en el conteo de trayectos y caminos en estudios

QSAR [9-11].

Muchas definiciones de ITs clasicos derivan de la matriz A,
entre ellos los indices topologicos Ml y M2 de Zagreb y los indices de

conectividad molecular y de Randic¢:

M, = Zn:degiz

i=1

M, = Z:degi deg;

todos
los
ejes
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=Y (deg; deg;)™""

todos
los
ejes

Aunque similar al segundo indice de Zagreb, el indice de
conectividad de Randi¢ ha resultado mas exitoso en aplicaciones QSAR,
y es probablemente el IT mas utilizado. Considerando ahora los ejes
como caminos de orden uno y generalizando la definicion del y de
Randi¢ a caminos de longitud k, Kier, Hall, Randi¢ y Murray obtuvieron

una gran variedad de ITs de amplia aplicacion [12,13]:

k;(p = Z:(degi deg; ..deg, )"’

todos
los
camin0S

Expresiones analogas pueden utilizarse para subgrafos distintos
a los caminos (tales como subgrafos ciclicos o ramificados)!. Dos
grafos se definiran como isomérficos si numerando a uno de ellos de
alguna manera puede obtenerse la misma matriz de conectividad del
segundo. Se dira que un IT esta degenerado si asume el mismo valor
para dos grafos no isomorficos; el grado de degeneracion de un IT sera
mayor, por lo tanto, cuantas mas estructuras no isomérficas arrojen el
mismo valor de ese IT. Los 1indices de conectividad de o6rdenes
superiores de Kier y Hall presentan un grado de degeneracién menor que

el de los de los 6rdenes inferiores.

La segunda matriz que mayor importancia ha tenido en la
definicion de 1indices topolégicos es la matriz distancia D(G). La

misma estd formada por elementos [D];; definidos por:

! Un subgrafo G de un grafo G es un grafo cuyos vértices y ejes estan contenidos en G.
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d.sii#]
[D]ij :{ J

Osii=j

donde d;; es el numero de ejes que separan los vértices v; y v; por el
camino mas corto. Debajo de estas lineas puede observarse la matriz

distancia para el fenol, D(F).

D(F)=

D = D W N = O
W DD W N = O =
AW NN = O =N
W N = O = N W
N = O =N W
— O = N W N -
S = N W B W N

La semisuma de los elementos de la matriz distancia (o, siendo
D(G) por definicion simétrica, la suma de los elementos sobre la
diagonal principal) da lugar al primer indice topolégico conocido, el

indice de Wiener (W), que data del afio 1947:

Posteriormente, se han definido una gran cantidad de invariantes
del grafo derivadas de la matriz distancia [14-16]. A partir de las
matrices A y D Galvez y colaboradores han definido una nueva matriz
topologica M obtenida del producto matricial de A y la matriz formada
por la inversa de los cuadrados de los elementos de D [17]. De la
matriz M se derivan términos de carga CT definidos como la diferencia
entre los elementos [M];; v [M];;5 a su vez, sobre operaciones
algebraicas sencillas sobre los CT se derivan los denominados indices

de carga de Galvez
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Otras matrices del grafo menos populares que pueden mencionarse
son la matriz adyacencia de los ejes EA(G), definida de manera analoga
a la matriz adyacencia A pero considerando la conectividad de los ejes
en lugar de la de los vértices [18]; la matriz laplaciana del grafo,
cuyos elementos diagonales [L];; son iguales al grado del vértice i y
los elementos no diagonales [L];; iguales a -1 si los vértices v, y v,
se hallan unidos por un eje o iguales a 0 caso contrario [19]; la
matriz y, de elementos [y];; iguales a (degdeg;)cuando i y j estan
unidos por un eje e;; e iguales a 0 caso contrario [20]; y la matriz
detour DD o matriz de distancias topolégicas maximas, de definicioén
idéntica a la matriz distancia (incluso se deriva un indice analogo al
indice de Wiener) pero considerando el numero de ejes que separan los
vértices por el camino més largo en lugar de mas corto (nétese que
cuando el compuesto considerado es aciclico las matrices D y DD son
coincidentes, no asi cuando la estructura quimica del compuesto

incluye ciclos) [21].

Hasta aqui se han descrito representaciones algebraicas e ITs
derivados del grafo que so6lo tienen en cuenta la conectividad entre
los atomos, sin considerar la naturaleza de los mismos o de los
enlaces covalentes que los wunen. Esto implica que, por ejemplo,
ninguno de los indices hasta aqui mencionados podria diferenciar al
fenol de la anilina o del tolueno, ya que los tres compuestos poseen
grafos isomorfos. Esto tiene un motivo histérico: la mayoria de estos
indices fueron definidos para caracterizar alcanos y cicloalcanos (los
alcanos representan una clase ideal de compuestos para estudiar la
variacién de propiedades moleculares con la conectividad). No
obstante, dado que muchas de las aplicaciones de la Teoria Quimica de
Grafos 1involucran relaciones QSAR y QSPR entre compuestos que

contienen heteroatomos e insaturaciones, se hizo evidente la necesidad
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de ponderar los vértices y ejes del grafo de distinta manera segtn las
propiedades quimicas de los &tomos y enlaces asociados a los mismos

[22].

Un grafo con vértices y aristas pesados consistira entonces no
s6lo ya en un conjunto de vértices y ejes, sino también un conjunto de
simbolos quimicos para diferenciar cada tipo de atomo, un set de
ordenes topologicos de los ejes Bo, un conjunto de vértices pesados
Vw(w) y un conjunto de ejes pesados Ew(w). Usualmente el orden de

enlace topolégico Bo;; es igual a: 1 cuando los atomos i y j se

encuentran unidos por un enlace simple; 1.5 cuando el enlace es
aromatico; 2 cuando se trata de un doble enlace y; 3 cuando se trata
de un triple enlace

Se pueden definir entonces nuevas matrices, similares (pero no

idénticas) a las ya definidas

La matriz de conectividad pasa a estar definida de la manera que

sigue:

Osii=joe, £ E(G)
1/Bo, sii#jye, € E(G)

k:]u::

Segin lo dicho, la matriz de conectividad para el benceno (cuyo

grafo denotaremos B), esta dada por:

H 0 115 0 0 0 1/15
] . /15 0 115 0 0 0
— 2 — co 0 15 0 s 0o
0O 0 115 0 115 0
’ 5 3 3 0 0 0 /15 0 1/1.5
15 0 0 0 115 0
!
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Los elementos de las matrices adyacencia y distancia de grafos

con vértices y aristas pesados estan definidos como:

Vw(w), sii=j
[AW)]; =1 Ew(w); sii=jye, € E(G)
Osie; ¢ E(G)

Vw(w); sii=]

[D(W)]ij =

d(w), sii# ]

w representa el esquema de pesada de los vértices y ejes. Para obtener
Vw(P); los vértices pueden ser ponderados segin diferentes propiedades
atémicas P (por ejemplo, el ntumero atémico Z, la masa atémica A, la
electronegatividad relativa X, la polarizabilidad «, (&%), el radio
atomico r (A), entre otros. Para ello se aplica el siguiente algoritmo

general :

VwW(P), =1-P,/P,

donde P, es la propiedad atémica del atomo de C y P, es la propiedad
atémica del atomo i. Los ejes por su parte son ponderados de acuerdo

a-

EW(P); =R.F./Bo; AP,

Se introduce el concepto de valencia del vértice, que es la suma
de las entradas de la matriz adyacencia para cada vértice (cada fila o
cada columna) y que no coincide con el orden del vértice, que sigue

siendo la cantidad de ejes que inciden en un vértice determinado.
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Una forma alternativa de calcular indices topoloégicos que
consideren la naturaleza de los &atomos es mediante los indices de

conectividad de valencia:

EZN :::E:(quyﬁ)fvz

todos
los
ejes

que como los indices de conectividad también puede calcularse para

6rdenes superiores (considerando caminos que incluyan mds de un eje).

En la expresiéon anterior:

Z'—H.
Avj:—

en donde Z; es el numero atémico del atomo asociado al vértice v;, Z;'

representa el nuimero de electrones de valencia del atomo asociado a v;

vy H, el namero de atomos de hidrégeno unidos al atomo asociado a v,.

Como se menciond, pueden derivarse polinomios y espectros del
grafo operando sobre las distintas matrices ya definidas. El polinomio
caracteristico del grafo Ch(G,x) es el polinomio caracteristico de la

matriz adyacencia derivada de ese grafo:
N
Ch(G,x) = det(xI —A)=> ¢ x"
n=0

donde I representa la matriz identidad. El determinante de una matriz

se calcula mediante:

det(A) = i (-D* PA A, Aw

i=1
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donde P; es un operador que permuta los indices de las columnas de los
elementos de la matriz; la sumatoria comprende N! permutaciones de los
indices de columna y p; indica el numero de trasposiciones necesarias
para restaurar el orden original. Las raices del polinomio
caracteristico de un grafo corresponderan entonces a los autovalores
de la matriz adyacencia [23], vy el conjunto de autovalores se
denominan espectro del grafo. Noéotese que pueden obtenerse polinomios
caracteristicos y espectros de cualquier matriz simétrica, por lo que
pueden obtenerse polinomios caracteristicos y espectros de todas las
matrices del grafo descritas anteriormente en este capitulo. Los
autovalores de las distintas matrices han sido utilizados como

descriptores topolégicos moleculares [8].

Se describiran a continuacién dos clases de indices topléogicos
no derivados de matrices del grafo que se han utilizado en este
trabajo: los descriptores de autocorrelacién y los 1iIndices de

informacién.

Considerando que una propiedad de una molécula puede calcularse
a partir de contribuciones atémicas (AC;) mediante un algoritmo de
autocorrelacion clasico se calculan los productos (AC; x AC;, AC; x AC,,
...) de la contribucion atémica de dos &atomos separados por distintas
distancias topologicas; la distancia topologica utilizada en cada caso
define el orden de la autocorrelacién. La suma de los productos de la
propiedad atomica considerada para el atomo i por la propiedad atomica
de cada uno de los 4&atomos separados por una distancia topoléogica
determinada d nos da la componente d del vector de autocorrelacion de
la propiedad considerada. Tomemos como ejemplo el grafo
correspondiente al isopentano y calculemos el vector de
autocorrelacion considerando el grado de cada vértice deg; como

propiedad atémica:
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5
donde el deg, es igual a 1, el deg,= 2, el degy; = 3, el deg, = 1 vy el
deg; = 1. Las componentes T, del vector de autocorrelacion para el

orden de vértice (i denota la distancia topolégica) seran:

T, = 1x1 + 2x2 + 3x3 + 1x1 + 1x1 = 16
T, = 1x2 + 2x3 + 3x1 + 3x1 = 14

—
oo
Il

1x3 + 2x1 + 2x1 + 1x1

8

—3
w
Il

1x1 + 1x1 2

por lo que el vector de autocorrelacion sera T=(16,14,8,2). Las
componentes de orden mayor a tres son nulas por no haber ningin atomo
separado de otro por una distancia topolégica mayor a tres. Se puede
encontrar vectores de autocorrelacién para cualquier propiedad de la
que se conocen las contribuciones atomicas de los distintos atomos que
componen la molécula: volumen de van der Waals, solubilidad en agua,
coeficiente de particion octanol—-agua, etc. Una de las grandes
ventajas de utilizar las componentes de un vector de autocorrelacioén

como descriptores moleculares es la baja degeneracion de las mismas

[24].

Los indices de informaciéon combinan la teoria de grafos con la
teoria de la informacion de Shannon (que sostiene que la informacién
trasmitida por una fuente de comunicacién o un canal de informacién es
una cantidad mensurable). Los indices de informacién topologicos
cuantifican el grado de redundancia vy heterogeneidad en las

inmediaciones de algin elemento del grafo (vértices, enlaces),
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considerando grafos con hidrogenos explicitos Los indices de
informacion pueden clasificarse en indices de complejidad topolégicos
(cuando no se considera la naturaleza de los atomos y enlaces
representados en el grafo) y en indices de complejidad quimica (cuando
se considera la naturaleza de los atomos y los enlaces quimicos).

Considérese como ejemplo el n—propanol:

H> He
| e |
C | C H
Hl_01/ 1\C2/|3 8
Hs | H7
Hg

El conjunto de vecindades o entornos de primer orden estéa
formado por todos los subgrafos conteniendo un vértice determinado y

todos los vértices separados de éste por una distancia topoldgica

igual a 1:

Hy Hy Hs Hy Hs He H; Hg C i H H
S 07 [ e 7| e ¢ | S
H H H H

Luego, el contenido de informacién o entropia de informacion de

Shannon puede obtenerse mediante la expresion:

IC, = _Z p; log, p;

donde p; es la probabilidad de encontrar al subgrafo de tipo i,
extrayendo un elemento al azar del conjunto de subgrafos del orden
considerado. En el ejemplo, todos los subgrafos aparecen una Unica vez

en el conjunto de subgrafos, excepto el subgrafo formado por un
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carbono y un hidrogeno, que se repite siete veces, por lo cual el

contenido de informacién de orden 1 para el n—propanol esta dado por:

IC, 1 gt = —(1/1210g, 1/12+7/1210g, 7/12+1/121og, 1/12 +
1/12log,1/12+1/121og, 1/12)

Si la probabilidad de encontrar a cualquiera de los 12 subgrafos
fuera ideéntica (e igual por lo tanto a 1/12) el contenido de
informacion alcanzaria su valor maximo de log, 12, y esto significaria
que la estructura considerada no tiene subgrafos de orden 1
redundantes (lo cual se asocia a una estructura de mayor

“complejidad” ). Varios otros indices pueden obtenerse mediante

operaciones sencillas sobre el contenido de informacién [25].

Todos los descriptores utilizados en el transcurso de la
presente tesis fueron calculados mediante el uso del programa Dragon
[26]. De los mas de 1600 descriptores que posee el programa se
excluyeron los descriptores tridimensionales (que en rigor de verdad
corresponden a lo que en el capitulo anterior se llamé “descriptores
2.5D, independientes de la orientacién pero no de la conformacién),
reteniéndose 877 variables indicadoras y descriptores topologicos mas
la refractividad molar de Ghose—Crippen, el log P de Moriguchi y el
area de la superficie polar calculada en base a fragmentos. Dragoén
permite calcular 877 descriptores de baja dimensionalidad clasificados
seglin el esquema que se presenta a continuacién. Como puede observarse
los principios basicos para el calculo de los descriptores de cada
grupo ya han sido abordados a lo largo del presente capitulo:

1. Descriptores constitucionales (peso molecular, ntmero de atomos,
nimero de enlaces multiples, nuimero de enlaces con libre rotacion,

entre otros).
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2. Descriptores topologicos (entre los que encontramos el indice de
Wiener, los indices de Zagreb, la excentricidad y el 1indice
Detour).

3. Conteo de trayectos y caminos.

4. Indices de conectividad (indice de Randic, indices de Kier y Hall,
indices de conectividad de valencia, entre otros).

5. Indices de informacion.

6. Autocorrelaciones 2D.

7. Indices derivados de la Matriz Adyacencia de Ejes (entre ellos
autovalores del polinomio caracteristico e indices derivados del
espectro de la matriz).

8. Descriptores BCUT (autovalores mas altos y mas bajos de una matriz
A modificada, la matriz Burden, con los elementos de la diagonal
ponderados en base a alguna propiedad atoémica).

9. Indices topolégicos de carga de Galvez.

10. Indices basados en autovalores de las matrices A y D (esta altima
pesada de distintas maneras).

11. Conteo de grupos funcionales.

12. Fragmentos centrados en el atomo.
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Capitulo 4.
Screening Virtual.

Definicién. éPor qué utilizar Screening Virtual?
Clasificacion.
Perspectivas.
Aproximaciones utilizadas en el presente trabajo.

IR

Definicién. éPor qué utilizar SV?

e denomina SV al conjunto de métodos computacionales destinados
a seleccionar, de entre grandes bases de datos o colecciones
virtuales de estructuras quimicas, aquellos compuestos que por
reunir ciertas caracteristicas estructurales son candidatos a

presentar una propiedad o actividad biologica determinada.

El universo de estructuras quimicas sintéticamente accesibles en
la actualidad se ha estimado en 10'° [1]. La capacidad aparentemente
ilimitada de la Quimica moderna para sintetizar nuevos compuestos se
refleja en el crecimiento exponencial del namero de compuestos
registrados en el Chemical Abstract Service en las ultimas cuatro
décadas. En 1965, la cantidad de compuestos registrados ascendia a
212.000 sustancias. Treinta afios después la cifra ascendia a 16
millones, con un millén de estructuras registradas cada afio (a razon
de dos nuevos compuestos descubiertos por minuto); esta evolucién de
la capacidad sintética se ha acentuado aun mas desde entonces con el
desarrollo de la combinatoria quimica [2]. El aspecto positivo de esta
situaciéon es que es altamente probable encontrar, en un universo
quimico de abundancia y diversidad impensable, compuestos quimicos con
las biocactividades que 1la Medicina demanda. Se comprendera, sin
embargo, que el muestreo sistematico de todas las estructuras

conocidas en busqueda del farmaco ideal dentro de cada categoria
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terapéutica es inviable por cuestiones de tiempo y recursos
disponibles. Frente a este desafio la creatividad del hombre ideo
nuevas estrategias para explorar y aprovechar la inmensa, y creciente,
diversidad quimica, tales como el SV y el HTS. Como se describié en la
introduccioén, las estrategias actuales de la Quimica Medicinal 1laman
a una busqueda racional vy (en parte debido a que la Quimica Medicinal
lidia con necesidades sanitarias urgentes de la poblacién, por un
lado, y al paradigma de eficiencia de la época, por otro) veloz de

nuevos agentes terapéuticos.

El objetivo fundamental del SV es por tanto identificar, en un
tiempo relativamente breve, nuevas estructuras lideres que permitan
responder adecuadamente a las necesidades de la Medicina. Estas

necesidades pueden ser de muy diversa naturaleza:

e Necesidad de estucturas que interaccionen con nuevos blancos
terapéuticos (por ejemplo, un receptor o enzima cuya
existencia, funcién o estructura se hayan dilucidado
recientemente).

o Necesidad de agentes terapéuticos mas potentes (por ejemplo,
que presenten mayor biodisponibilidad o con mayor capacidad
de interaccion con el blanco molecular) o menos toxicos (por
presentar mayor selectividad respecto al blanco molecular)
que los ya conocidos.

e Necesidad de agentes terapéuticos mas accesibles en términos
econémicos (el precio de los medicamentos, no obstante,
obedece también, claramente, a cuestiones politicas vy
econdémicas que superan los alcances de esta tesis vy, en

general, del quimico medicinal).
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El hecho de poder estudiar grandes colecciones de compuestos, de
entre cientos de miles y millones de estructuras, hace presuponer
(como se demostrard en la parte experimental de la tesis) que pueden
encontrase nuevos agentes terapéuticos estructuralmente diversos, lo
que encierra una alta probabilidad de poder responder simulténeamente,
con una s6lo estructura quimica, a todas o buena parte de las
necesidades descritas. El SV posee varias ventajas que vale la pena

mencionar:

e Minimizacion de los costos inherentes al desarrollo de un nhuevo
farmaco. Las diferentes etapas que debe superar un farmaco
durante el proceso de desarrollo previamente a su uso en humanos
insumen entre 500 y 2000 millones de délares y un tiempo
promedio de 12 afios [3,4]. Esas cifras incluyen no sé6lo la
inversion real, sino también el costo de capital, esto es, los
intereses que podrian devengarse colocando, durante el tiempo de
desarrollo, el monto total invertido en una inversién segura
(alternativamente, puede entenderse como los intereses que
pagara el laboratorio productor si obtiene el dinero necesario
para el desarrollo mediante un préstamo). La mayor parte del
capital invertido se gasta en las fases de desarrollo preclinico
y, sobre todo, clinico, es decir, en los ensayos en animales y
humanos que deben llevarse a cabo para garantizar que el nuevo
farmaco es eficaz y seguro. Mediante el SV pueden acortarse los
tiempos de desarrollo y maximizarse las probabilidades de éxito
en las etapas preclinica y clinica, optimizando el wuso de
recursos (materiales y humanos) y del recurso tiempo. Conviene
subrayar que el SV no pretende reemplazar a los ensayos in vivo
e in vitro, sino minimizar las probabilidades de fracaso en esas
instancias. Los ensayos en silicio y los ensayos in vitro e in

vivo deben entenderse como herramientas complementarias y la
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validacién definitiva del modelo te6rico sera siempre la
comparacién con el resultado experimental. La velocidad del SV
y la posibilidad de elegir, entre los candidatos seleccionados,
compuestos con perfiles farmaco y toxicologico conocidos
permiten responder a las necesidades urgentes de la poblacion
afectada por una patologia determinada.

e Adicionalmente, el SV tiene un fuerte fundamento bioético: las
pautas éticas internacionales para estudios que involucran
animales y humanos coinciden en que, si bien unos y otros son
inevitables, debe priorizarse el uso de modelos matematicos y
computacionales siempre que sea posible y reducir el namero de
animales y humanos participantes al minimo necesario desde el
punto de vista estadistico para obtener resultados validos

(5, 6].

Clasificacién.

Las distintas técnicas de SV se diferencian, fundamentalmente,
en los requisitos de cada una de ellas para llevar a cabo una busqueda
significativa [7-9]. En principio, las técnicas de SV se clasifican en
dos grandes grupos segin se enfoquen en el receptor o en el ligando.
Usando el paradigma clasico de la llave y la cerradura, el SV basado
en el receptor consiste en investigar la forma del ojo de la

“cerradura” (las caracteristicas estructurales del blanco molecular,
sea un receptor, una enzima o un blanco molecular de otra naturaleza)
de manera de encontrar nuevas “llaves que la abran” . El SV basado en
el ligando implica investigar llaves que, se sabe, abren la cerradura
de interés (ligandos naturales o farmacos ya conocidos que tienen el
blanco molecular de interés), para detectar el patrén comin en las

mismas e identificar llaves nuevas
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El SV basado en el receptor (docking) requiere informacion
previa de la estructura tridimensional del blanco molecular [10, 11].
Esta informacion no siempre esta disponible; en nuestro caso, ya se ha
visto que el blanco molecular que nos interesa (los canales de sodio
voltaje—operados del SNC) es un receptor sumamente complejo con
miltiples dominios transmembrana y mudltiples sitios de wunién a
farmacos. Es, por lo tanto, un receptor particularmente dificil de
modelar. Por otro lado, no se han desarrollado todavia técnicas de
docking enteramente automaticas, por lo cual no es la primera opcioén
cuando se desea realizar un SV de grandes bases de datos de
estructuras quimicas, como la que hemos abordado en el presente

traba jo.

Dentro de las técnicas basadas en el ligando podemos mencionar
tres grandes grupos: las técnicas basadas en superposicién de
ligandos, las técnicas basadas en descriptores y las téchicas basadas

en similaridad.

Las técnicas de SV basadas en superposicién consisten justamente
en superponer cada una de las estructuras de la base de datos con una
estructura de referencia (un ligando o, si se ha identificado, un
farmacoforo). La superposicién dispone sectores de la estructura de la
base de datos sobre sectores quimicamente similares de la estructura
de referencia, preferentemente alineando grupos involucrados en
interacciones de corto alcance (por ej. puentes de H). Otra
alternativa para definir la orientacion de la estructura de la base de
datos sobre la estructura de referencia es realizar un mapeo de algin
campo de fuerza (por ejemplo, el campo electrostatico) y luego
proceder a la superposicién de las dos estructuras consideradas. Tanto
la molécula de referencia como la molécula de la base de datos podran

considerarse como entidades rigidas o flexibles. Las limitaciones del
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SV basado en superposicién son, se desprende, similares a las que ya
se describieron para el 3D-QSAR: a) necesidad de definir
conformaciones probables de las moléculas consideradas (e idealmente,
necesidad de identificar la conformacién activa y la conformacion de
minima energia de la molécula de la base de datos, definir si es
posible que la molécula de la base de datos asuma la conformacioén
activa y, en tal caso, calcular la probabilidad de ese evento como la
diferencia de energia entre la conformaciéon de minima vy la
conformacién activa); b) necesidad de definir algin criterio de
orientacién de las estructuras. El pre—procesamiento de las
estructuras y la superposicién en si son procesos computacionalmente
costosos. Si bien podria argumentarse que el costo computacional es un
factor relativo considerando el ininterrumpido desarrollo de
procesadores cada vez mas potentes, debe recordarse que la cantidad de
estructuras quimicas crece exponencialmente, mucho mas rapido de lo
que crece la velocidad de calculo; a modo de ejemplo, considérese que
las bases de datos de libre acceso de estructuras quimicas que se
utilizaron en la presente tesis incorporan anualmente alrededor de un
millén de nuevas estructuras; actualmente se considera que un método
SV debe ser capaz de procesar 10 millones de estructuras en semanas
[12]. Algunos ejemplos de metodologias de SV por superposicién son

FlexS [13], GASP [14] y MIMIC [15].

El SV basado en descriptores es, comparativamente, una técnica
mucho mas eficiente. Esta metodologia se basa en predecir la
categoria o el valor de la propiedad biol6gica de interés de las
moléculas de la base de datos mediante una ecuacion QSAR. Las bases de
la aproximacién QSAR y 1la definiciéon de un gran namero de
descriptores, asi como las ventajas y desventajas de cada familia de
descriptores, se han discutido ya con cierto detalle y no se volvera

sobre ello. El dnico requisito de esta metodologia es que debe
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conocerse un numero de ligandos lo suficientemente grande como para
derivar un modelo QSAR; estos ligandos, dado que el modelo se aplicara
en la prediccion de la actividad de estructuras diversas, deben ser

estructuralmente diversos.

El SV basado en similaridad consiste en la comparacién de
“huellas dactilares 2D” (2D fingerprints) de las moléculas de la
base de datos con una molécula de referencia. Las huellas dactilares
son una secuencia binaria que codifica la presencia o ausencia de una
serie de fragmentos o subestructuras (por ejemplo, pares, triadas y
otras secuencias de atomos) [16]. Para cuantificar la similaridad se

recurre a los llamados coeficientes de similaridad, entre los que

encontramos el coeficiente de Tanimoto (S :ﬂ9é—%b——c)’ el de Cosine

(S :/5<ﬁi5) y el de Hamming (S =a+b—-2¢c) (a representa el numero de

subestructuras presentes en el compuesto A; b el numero de
subestructuras presentes en el compuesto B y ¢ el numero de
subestructuras presentes simultaneamente en ambos (interseccion de los
conjuntos de subestructuras de A y B). El coeficiente de Tanimoto es
claramente el mas wutilizado en basquedas por similaridad; Ila
definicion del mismo presentada mas arriba corresponde a la forma
binaria del dicho coeficiente, pero otras formas han sido definidas
[17]. La gran ventaja del SV basado en similaridad es que la busqueda
puede realizarse utilizando una uUnica molécula de referencia, por lo
que es de suma utilidad cuando no se conoce un numero de ligandos
suficiente para desarrollar un modelo QSAR. Adicionalmente, casi no se
requieren decisiones por parte del operador humano (en contraste con
lo que ocurre con la superposicién o en las etapas de generacién de un
modelo QSAR) v es el método menos costoso, computacionalmente
hablando. En la Tabla 5.1 se presenta un resumen de las aproximaciones

descritas y los requisitos de cada metodologia.
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Tabla 5.1. Comparacion de los requisitos de las distintas metodologias de SV.

Tipo de Screening Virtual Requisitos
o Estructura 3D del blanco
molecular
« Sitio activo identificado y
Basado en el receptor preparado (adicion de

hidrégenos, determinacioén
de los estados de
protonacion de los residuos,
ete).

o Conformacion probable de
las moléculas a superponer

o Criterio de orientacion de
las moléculas de prueba
sobre la molécula de

referencia
Basado en « Idealmente, identificacion
superposicion de la conformacion activa

para calcular la diferencia
de energia entre la
Basado en el ligando conformacion probable de
las moléculas que se
superponen y la
conformacion activa

e Numero minimo de
ligandos conocidos y

Basado en .
. estructuralmente diversos

descriptores )
para derivar un modelo
QSAR significativo

Basado en . .

. . 1
similaridad Un ligando conocido

Pese a que tradicionalmente se considera al SV basado en el
receptor como la alternativa de primera eleccién cuando se dispone de
la estructura del blanco molecular a resoluciones atémicas altas,
recientes estudios sistematicos han reivindicado al SV basado en el
ligando [8,12,18]. En particular, el trabajo de Zhang y Muegge
(comparando los resultados del SV mediante docking con técnicas de SV
basadas en similaridad 3D y 2D para siete blancos moleculares

conocidos, entre ellos la CO0X-2, el receptor de estrogeno y una
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proteasa del virus HIV), indican que en la mayoria de los casos el
desempefio del screening basado en el ligando supera al del screening

basado en docking.

Perspectivas.

El proceso de desarrollo de un farmaco es como se describié un
proceso largo y costoso, y esta caracterizado por una alta tasa de
atricion (un 90% de atricion hacia el final de las fases clinicas de
evaluacion; s6lo uno de cada diez proyectos de desarrollo de farmacos
culmina en un nuevo medicamento en el mercado). Una buena parte de
esas atriciones (alrededor de un 60%) se debe a problemas vinculados
con la Administracién, Distribucion, Metabolizacion y Eliminacion
(ADME) y a dificultades relacionadas con la toxicidad de los agentes
terapéuticos en desarrollo; las atriciones asociadas a problemas de
eficacia, mientras tanto, representan no mas del 30% [19]. En la Fig.
5.1. se presentan las razones de fracaso de proyectos de desarrollo de
nuevos farmacos; los valores han sido tomados de Schuster y col.

(2005).

O Toxicidad en animales

| Toxicidad en

3%  11% humanos
10% m] Iptgres comercial
29% limitado
/5% O Hallazgo de un
candidato mejor
~ 20,
\ 2% B Falta de presupuesto
1%

O Dificultades
farmacocinéticas

39%

B Problemas de eficacia

O Otras

Fig. 5.1. Motivos de terminacion prematura de proyectos de
desarrollo de nuevos farmacos entre 1964 y 1985.
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Esta situacion ha motivado un cambio en el paradigma de
desarrollo de nuevos farmacos en la ultima década. El paradigma
anterior concentraba su atencion en el descubrimiento de compuestos
potentes, esto es, en la eficacia del nuevo agente terapéutico,
concentrandose en las caracteristicas ADME/Tox posteriormente, cuando
ya se habia invertido un capital considerable en el proyecto. EI
paradigma actual propone incluir filtros ADME/Tox en las primeras
etapas del desarrollo, es decir, dirigir el proceso de screening
inicial no s6lo a la identificacién de candidatos activos, sino
también con un perfil farmacocinético y toxicolégico adecuado [20,21].
En este trabajo se ha procurado generar y aplicar, siguiendo la
tendencia actual, filtros computacionales que retengan no soélo
estructuras con actividad sino ademéas seguras y biodisponibles a nivel

central luego de su administracioén oral.

Por altimo, cabe destacar dentro de las nuevas estrategias de SV
el uso de metodologias por consenso tanto en SV basado en el ligando
como en SV basado en el receptor. Las metodologias por consenso
seleccionan estructuras identificadas como activas no por uno sino por
varios modelos QSAR independientes, sacrificando estructuras
correctamente clasificadas como activas por alguno de los modelos con
el objeto de reducir el numero de falsos positivos (Fig. b5.2)
[12,22,23]. Otra tendencia es la aplicacién de metodologias combinadas
que emplean en las etapas iniciales del proceso de SV los filtros mas
eficientes desde el punto de vista computacional (por ejemplo, SV
basado en similaridad o en descriptores 2D), reservando los filtros
mas costosos para las etapas finales (SV por superposicion o SV basado
en el receptor). Se consigue de esta manera una especie de sinergismo
entre las distintas metodologias aplicadas, mediante metodologias que
combinan los mejores aspectos de cada una de las aplicaciones

mencionadas.

124



Capitulo 4: Screening Virtual

Hc—O O N

J
CH;

H
HaC ‘ Nop N CHs
N

OH

Cl. OCH;
G0 cl O{ o WA S
JS O N, e, AL L o
N NN
cl CH @ CHy CHs CHs
O ch AR X HaG_ cHs
HsC™ 707107 CHy H3C- OO -O. N\H\
HO. CH3 F ORI Y e
s Un
OH
CHy
%8 22
Hye S0 chaCHs
o HC % H
H HaC N N._CH;
oN NO, M
HaC. _N
OH
NO,
a0 @o
% A
HC™7'O CHy
E il CHs

Fig. 5.2. Esquema de los fundamentos de las metodologias QSAR por consenso. Las
estructuras en azul representan compuestos con la actividad que se busca; las estructuras
en rojo compuestos inactivos. El conjunto en rojo representa el conjunto total de
estructuras analizadas mediante SV. Los conjuntos azul y verde representan las
estructuras sefialadas como activas por el modelo QSAR 1 y el modelo 2, en ese orden
(siendo que el modelo 1 y el modelo 2 modelan la actividad buscada y han sido
generados de manera independiente). LA interseccion de ambos modelos contiene las
estructuras seleccionadas mediante QSAR por consenso. El modelo 1, en el ejemplo,
incluye un 20% (2/10) de falsos positivos; el modelo 2 incluye otro 20% (2/10) de
falsos positivos, pero la interseccion incluye s6lo un 16.7% (1/6). La interseccion se ha
enriquecido por lo tanto en compuestos activos si se compara con cada conjunto
considerado de manera separada. Este enriquecimiento sacrifica compuestos activos que
nos encuentran en la interseccion. El conjunto universal de las estructuras sometidas a

screening incluye, en el ejemplo, un falso negativo.

Aproximaciones utilizadas en el presente trabajo.

La estrategia utilizada en el presente trabajo de tesis se basa
fundamentalmente en el uso de SV basado en descriptores de baja
dimensionalidad, con aplicaciéon posterior de filtros ADME/Tox para
retener estructuras biodisponibles a nivel central tras administracioén
oral y seguras. Sin embargo, en los anexos I y Il se presentan
aplicaciones de modelos basados en coeficientes de similaridad vy
técnicas combinadas 2D-3D QSAR. Se han explorado, de esta manera, los

tres tipos de SV basado en el ligando que se describieron en este
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capitulo, utilizando ademas las estrategias mas modernas de SV que

contemplan la asociacioén sinérgica de diferentes técnicas.

SV:

Adicionalmente, el anexo IV presenta una aplicacion original del

la busqueda en grandes bases de datos, mediante SV, no ya de

estructuras bioactivas sino de reactivos quimicos especificos.
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Capitulo 5.
Funcién discriminante.

7+ Fundamentos del uso de la funcién discriminante.
v+ Pasos del modelado. Aplicacién en Screening Virtual.

Fundamentos del uso de la funcién discriminante.

n este trabajo de tesis se intentd, originalmente, derivar un

modelo QSAR de la forma log EDy, = a, + a, d, + ... + a, d, para

la predicciéon de actividad anticonvulsiva en el ensayo MES
(asociado a bloqueo de canales de sodio voltaje—operados), siendo {d,,
dy, ..., d,) un conjunto de descriptores de baja dimensionalidad,
constitucionales y/o topolégicos. Sin embargo, como ya se discutié en
el capitulo 2 de la tesis, el desarrollo de un buen modelo QSAR con
una variable dependiente cuantitativa exige a) la existencia de un
grupo de compuestos, en lo posible estructuralmente diversos, para los
cuales el valor de la variable dependiente haya sido determinado
experimentalmente y b) que los valores experimentales y observados de
la variable dependiente se hallen bien distribuidos a lo largo de tres

o cuatro o6rdenes logaritmicos

Esta altima condicién supuso una limitacioén importante al
momento de desarrollar el modelo QSAR para 1la identificaciéon de
candidatos anti—-MES: casi no se han reportado en literatura valores de
ED;, para compuestos poco activos. Esta ausencia de datos
experimentales de ED;, para compuestos poco activos obedece

fundamentalmente a dos cuestiones:
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1. En general, el sistema cientifico parece valorar mas los datos
positivos que los datos negativos, sobre todo en el area de
desarrollo de nuevos farmacos. Si un farmaco no se demuestra
particularmente promisorio en la primera etapa de los programas
internacionales para el desarrollo de nuevos agentes
anticonvulsivos, el 1investigador en general abandona la
evaluaciéon de ese farmaco sin determinar la ED;, ni otros datos
farmacolégicos o farmacocinéticos

2. Existen limitaciones fisicoquimicas para el ensayo en animales
de dosis elevadas de un farmaco. El numero de solventes que
pueden utilizarse como vehiculo para la administracién de un
farmaco a animales es limitado, ya que el vehiculo utilizado
deber ser, idealmente, inocuo e inerte desde el punto de vista
farmacolégico. En el caso del ensayo de farmacos que actian a
nivel del SNC el namero de solventes adecuados es, por los
requisitos anteriores, atn mas reducido que para farmacos de
accion periférica, ya que los alcoholes tienen, segun la dosis,
efectos excitatorios o depresores sobre el SNC. Si se usara un
alcohol como vehiculo, seria imposible saber si el efecto
anticonvulsivo se debe a la droga administrada o a los efectos
sedantes del vehiculo. La capacidad para ensayar altas dosis de
un farmaco anticonvulsivo estara limitada entonces por la
solubilidad de dicho farmaco en los muy escasos vehiculos
hidrofilicos y farmacologicamente inertes disponibles. Atn
cuando se admitiera la aplicacion de suspensiones, la absorcioén
de farmacos en suspension es un proceso complejo y erratico que

condicionaria la reproducibilidad del dato obtenido.

Para superar esta limitacion de escasez de datos experimentales

disponibles en la zona del espacio quimico correspondiente a los

compuestos poco activos se recurri6 a una técnica conocida como
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Analisis Lineal Discriminante (ALD). E1 ALD es una metodologia
sencilla ampliamente utilizada en el desarrollo de nuevos farmacos de
las mas diversas categorias terapéuticas [1-5]. Consiste en derivar,
mediante el método de los cuadrados minimos, una funcién discriminante
(df) capaz de distinguir entre dos o mas clases de compuestos (por

ejemplo, compuestos activos e inactivos) de la forma:

df =a,+ad, +a,d, +...+a d,

donde una vez mas {d,d,..,d} se refiere a un conjunto de
descriptores capaces de discriminar las clases o categorias propuestas
vy {aj,a,..,a,) es el conjunto de coeficientes de regresién; como se
ve, el ALD es muy similar a la regresion lineal maltiple excepto por
el hecho de que df, la variable dependiente, es ahora una variable
categorica que puede asumir tantos valores como categorias se estén
considerando; usualmente, en el caso de dos categorias, asumira
valores de -1 6 0 para la categoria inactiva y 1 para la categoria

activa.

La gran ventaja del ALD es, en nuestro caso, que la categoria
inactiva se compondra por un conjunto de compuestos bioactivos
pertenecientes a otras categorias distintas a la de interés (es decir,
farmacos sin reporte de actividad anticonvulsiva en el ensayo MES),
superando las limitaciones de las que hablabamos en parrafos
anteriores. Desde luego, la hipotesis fundamental de un ALD de estas
caracteristicas es que las drogas incluidas en la categoria inactiva
no poseen actividad. Usualmente esta hipdétesis no se corrobora (esto

es, no se ensayan los farmacos incluidos en la categoria inactiva para
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verificar fehacientemente que no tienen la actividad de interés!) y la
incertidumbre respecto a que efectivamente dichos compuestos sean
inactivos se constituye en la principal fuente de error del método.
Desde luego, garantizando a) un numero de compuestos “inactivos”
adecuado en el conjunto de entrenamiento; b) una gran diversidad
estructural en el conjunto de entrenamiento y; c¢) una procedimiento de
validacion adecuado, la probabilidad de errores debido a esa hipotesis

incierta puede minimizarse a valores aceptables.

Pasos del modelado. Aplicacién en SV.

Se describira a continuacién, en detalle, la generaciéon vy
validacion del modelo QSAR utilizado principalmente en este trabajo,
siguiendo el orden y las pautas descritas en el capitulo 2 (apartado

“Etapas generales de un estudio QSPR/QSAR” ).

1. Generacién del conjunto de entrenamiento. Se gener6 un conjunto de
entrenamiento estructuralmente diverso, formado por un conjunto de
21 compuestos que integran la categoria ACTIVA del conjunto de
entrenamiento y 28 compuestos que componen la categoria INACTIVA.
Ambas categorias, en ese orden, pueden observarse en las figs. 6.1
y 6.2. Los 21 compuestos de la categoria ACTIVA son féarmacos
anticonvulsivantes activos en el ensayo MES realizado en ratones,
cuya ED;, es menor a 200 mg/kg (administracion intraperitoneal), de
uso clinico o en etapa clinica de evaluacién a la fecha de generar
la df. Se utiliz6 el criterio de incluir en el conjunto de
entrenamiento sé6lo farmacos anticonvulsivos de uso clinico o en
fase clinica de evaluacion para, indirectamente, “capturar’ en

el modelo QSAR generado caracteristicas estructurales no so6lo

' Si se medita al respecto, evaluar un gran numero de firmacos para corroborar su inactividad
iria en contra del principio de optimizaciéon de ensayos biologicos que es la razén de ser del
screening virtual.
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asociadas a la interaccion con el blanco molecular sino también a
otras cuestiones que hacen a la efectividad y seguridad de un
farmaco, tales como la biodisponibilidad a nivel central y la
ausencia de efectos adversos graves que pongan en peligro la vida
del paciente. La categoria INACTIVA esta formada por 27 farmacos
pertenecientes a otras categoria terapéuticas, entre las que
podemos mencionar: antiinflamatorios no esteroideos, analgésicos,
antiulcerosos, antihipertensivos, antibioticos, antivirales,
antiparasitarios, antitusivos y broncodilatadores. La Tabla 6.1
presenta los nombres de los compuestos que integran el conjunto de
entrenamiento; la categoria terapéutica de los farmacos que
integran la categoria INACTIVA ha sido extraido de la 13ra edicién
del Merck Index [6], o en su defecto de Pubchem [7]. A fin de
garantizar la diversidad estructural del conjunto de
entrenamiento, y en particular de la categoria inactiva, se
siguieron los siguientes criterios: a) se 1incluyeron en la
categoria INACTIVA farmacos de diversas categorias terapéuticas.
El hecho de que los farmacos pertenecientes a distintas categorias
interactien con blancos moleculares distintos garantiza cierta
diversidad estructural, mas aun si consideramos que aun los
farmacos que pertenecen a una misma categoria terapéutica actdan
en la mayoria de los casos por medio de mecanismos de accioén
diferentes. Por ejemplo: el enalapril y el losartan pertenecen a
la misma categoria terapéutica (antihipertensivos), pero mientras
el primero es un inhibidor de la enzima conversora de angiotensina
el segundo es un antagonista de los receptores de angiotensina de
tipo I. De manera similar, el amprenavir es un inhibidor de la
proteasa del HIV mientras que el atevirdine y el abacavir son
inhibidores de la transcriptasa reversa. Diferencias similares en
los mecanismos de accién pueden encontrarse entre los farmacos de

la categoria INACTIVA que pertenecen a otras categorias
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terapéuticas, tales como los antibiéticos y los antiulcerosos; b)
se calcularon distinta distancias intermoleculares promedio de
Tanimoto para todos los pares posibles de moléculas del conjunto
de entrenamiento (siendo la distancia de Tanimoto igual a 1 menos
el coeficiente de similaridad de Tanimoto) [8]. Las distancias
promedio computadas fueron la distancia intramolecular promedio
dentro de la categoria ACTIVA, la distancia intramolecular
promedio dentro de la categoria INACTIVA y la distancia promedio
entre las categorias ACTIVA e INACTIVA. A fin de realizar el
calculo de distancias se utilizaron tres conjuntos de
subestructuras incluidas en el programa PowerMV del National
Insitute of Statistical Sciences de Estados Unidos [9]: pares de
atomos (APs), pares de atomos de Carhart (CAPs) v huellas
dactilares de farmacoforo (pharmacophore fingerprints — PFs). Los

APs son subestructuras de la forma:

X1 (estado de hibridacion de X1)) - distancia- X2(estado de
hibridacion de X2)

“Distancia” se refiere al numero de atomos comprendidos entre los
atomos X1 y X2 (los atomos que conforman el par) por el camino mas
corto, es decir, corresponde a la distancia topolégica mas 1. Por
ejemplo, dos carbonos de hibridacién sp3 separados por una
distancia topolégica de 3 (esto es, a tres enlaces el uno del otro,

por el camino mas corto) generarian un AP del tipo:

CSp3 —4- CSp3

Los CAP son substructuras similares a la anterior so6lo que, ademéas
de indicar la naturaleza de los atomos que componen el par, su

estado de hibridacion y la distancia topolégica entre ambos indica
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la cantidad de atomos distintos de hidrégeno a la que cada par del
AP esta unido.

Las FPs son mas variadas que los pares de atomos. Por ejemplo, una
subestructura considerada por PowerMV en la huella dactilar es
(dador de enlaces de puentes de H) - distancia topolégica -
(aceptor de enlaces de puentes de H). Otra es (Anillo aromatico -
distancia topolégica — Anillo aromatico).

La tabla 6.2 muestra los valores de las distancias promedio de
Tanimoto para cada uno de los tres conjuntos de subestructuras
considerados. Teniendo en cuenta que dos estructuras idénticas
tendran una distancia de Tanimoto de O y dos estructuras sin
subestructuras en comin tendran una distancia de Tanimoto de 1,
indicado completa disimilitud, 1las distancias intermoleculares
promedio de la tabla indican que el conjunto de entrenamiento es,
en efecto, estructuralmente diverso, independientemente de cuil de
las subestructuras se utilice para el computo de la distancia. Las
estructuras de la categoria ACTIVA muestran wuna similaridad
ligeramente mayor entre si, aunque ain asi la distancia promedio
sigue siendo bastante alta; esto podria deberse a que interactuan
con el mismo blanco molecular, lo que supone cierto patrén
estructural comin entre ellas. Cabe destacar que la distancia
promedio dentro de la categoria INACTIVA es casi idéntica a la
distancia promedio entre la categoria ACTIVA y 1la categoria
INACTIVA. Es decir, los compuestos inactivos son tan disimiles
entre si como lo son de los compuestos activos.

Calculo del conjunto de D descriptores para el conjunto de
entrenamiento. Se calculo el valor de 877 descriptores de baja
dimensionalidad para el conjunto de entrenamiento a través del
programa Dragon (op. cit. en capitulo 3).

Seleccién del conjunto de d descriptores a incluir en el modelo de

entre los D descriptores totales. Generacién del modelo. Se aplico
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la técnica Stepwise Forward a distintos subconjuntos de los D
descriptores (se trabajo sobre subconjuntos menores a los D
descriptores totales, formados por distintas combinaciones de los
grupos de descriptores de baja dimensionalidad que incluye Dragon,
ya especificados en el capitulo 3. Se utilizé este criterio para
minimizar la chance de correlacién azarosa entre la variable
dependiente y las variables independientes; por esta misma razon
los programas de estadistica no permiten utilizar nameros de
descriptores demasiado grandes en un Unico analisis de MLR). Se
trabajo con el moédulo de analisis discriminante lineal del
programa de estadistica Statistica 7.0 [10], wutilizando una

tolerancia [ de 0.5 para no incluir pares de descriptores
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Fig. 6.1 — Estructuras de los 21 anticonvulsivos de uso clinico o en fase clinica de

desarrollo que componen la categoria ACTIVA del conjunto de entrenamiento.
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redundantes. Para elegir la mejor df de entre las funciones
generadas se utilizaron los siguientes criterios: a) observacioén
del % de buenas clasificaciones en el conjunto de entrenamiento; b)
observacion del valor del pardmetro A de Wilk (A igual a 0
corresponde a una discriminacion perfecta de las categorias

consideradas, A igual a 1 corresponde a capacidad de separacion de
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las clases nula) y; c) observacién del principio de parsimonia:
entre dos modelos con % de clasificacién y A similar se eligi6 el
que incluyera menor nimero de descriptores.

El A de Wilks es un estadistico que define si hay una diferencia
significativa en la media de una combinacién de variables para dos
grupos previamente identificados; es una medida directa de la

proporciéon de la varianza explicada por la
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variable clasificadora (es decir,

varianza entre grupos y la varianza total).

Tabla 6.1.

categoria terapéutica de los mismos.

Compuestos que componen el conjunto de

evalua la relacion entre la

entrenamiento y

Compuesto Categoria Compuesto Categoria
terapéutica terapéutica
ADCI Anticonvulsivo Alclofenac Analgésico,
antipirético,
antiinflamatorio
Canabidiol Anticonvulsivo Alfentanil Analgésico
(narcotico)
Carbamacepina  Anticonvulsivo Aminitrozol Antiprotozoario
(tricomonas)
Clonazepam Anticonvulsivo Amprenavir Antiviral
Diazepam Anticonvulsivo Atevirdine Antiviral
Felbamato Anticonvulsivo Azidamfenicol Antibacteriano
Lacosamida Anticonvulsivo Benzmidazol Antiprotozoario
(Tripanosoma)
Lamotrigina Anticonvulsivo Biapenem Antibacterial
Mefenitoina Anticonvulsivo Bucetina Analgésico
Oxcarbacepina Anticonvulsivo Candesartan Antihipertensivo
Fenitoina Anticonvulsivo Cefalexina Antibacteriano
Primidona Anticonvulsivo Clortetraciclina. Antibacteriano
Ralitolina Anticonvulsivo Clindamicina Antibacteriano
Remacemida Anticonvulsivo Clometacina Analgésico
Rufinamida Anticonvulsivo Delapril Antihipertensivo
Soretolide Anticonvulsivo Dihidrocodeina Antitusivo
Estiripentol Anticonvulsivo Analgésico
Dipipanona (narcotico)
THC Anticonvulsivo Enalapril Antihipertensivo
Trimetadiona Anticonvulsivo Hidroxistilbamidina Antiprotozoario
(Leishmania)
Vinpocetina Anticonvulsivo Lansoprazol Antiulceroso
Zonisamida Anticonvulsivo Antiprotozoario
(tricomonas),
antiamébico,
Metronidazol antibacteriano
Abacavir Antiviral Misoprostol Antiulceroso
Acebutolol Antihipertensivo,  Nizatidine Antiulceroso
antianginoso,
antiarritmico  de
clase II
Aciclovir Antiviral Ranitidine Antiulceroso
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Tabla 6.2. Distancias intermoleculares promedio de los compuestos del conjunto de
entrenamiento. Entre paréntesis, al lado de cada distancia promedio, se presenta la
desviacion estandar de las distancias intermoleculares. .

Dentro de la Dentro de la
categoria categoria Entre categorias
ACTIVA INACTIVA
AP 0.73 (0.17) 0.63 (0.14) 0.67 (0.12)
CAP 0.79 (0.13) 0.80 (0.10) 0.82 (0.08)
FP 0.86 (0.23) 0.95 (0.09) 0.94 (0.09)

La variable dependiente utilizada asume, arbitrariamente, un valor
de 1 para los compuestos de la categoria ACTIVA y un valor de -1
para los compuestos de la categoria INACTIVA. A continuacién se

presenta la df elegida:

df = 8.110 - 2.206 x HVepx - 4.277 x BICZ + 0.443 x GATS7e +

1. 089 x GATS8p

A de Wilks: 0.32530 F (4,43)=22. 297 p< . 0000 N=48

HVepx representa el indice de complejidad de los vértices del grafo
[11], BIC2 simboliza el contenido de informacion de enlace
(simetria de las vecindades de Segundo orden) [12], GATS7e denota
la autocorrelacion de Geary de orden 7, ponderada por las
electronegatividades de Sanderson 'y  GATS8p simboliza la
autocorrelacion de  Geary de orden 8, pesada por las
polarizabilidades atémicas [13].

Los valores de los coeficientes de regresion normalizados [ son:

HVepx [=-0.81; BIC2 B=-0.34; GATS7e [=0.25; GARS8p pJ=0.39.
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de cuya comparacioén surge el peso relativo de cada descriptor en el
modelo. Se observa que los cuatro descriptores contribuyen
significativamente al valor de la df.

La Tabla 6.3 muestra la matriz de correlacion de los cuatro
descriptores incluidos; siguiendo el principio de no redundancia,
todos los pares presentan una correlacién baja aun aplicando

criterios conservadores

Tabla 6.3. Matriz de correlacion de los descriptores incluidos en el modelo.

HVcpx BIC2 GATS7e GATSS8p
HVepx 1.00 0.05 0.12 0.55
BIC2 0.05 1.00 021 20.02 La
GATS7e 0.12 2021 1.00 0.09
GATSSp 0.55 20.02 0.09 1.00

relacion casos/descriptores incluidos es mas que adecuada (12,
cuando la regla empirica establece que un numero mayor 5 suele ser
adecuado) : el modelo cumple con todas las pautas especificadas en
el capitulo 2. La Tabla 6.4 presenta los valores que asume la df
para cada compuesto del conjunto de entrenamiento; puede verse que
la misma clasifica correctamente el 93.75% de los compuestos del
conjunto de entrenamiento. Las probabilidades de pertenencia a una
categoria son estimadas en base a la distancia de Mahalanobis de
cada compuesto al centroide de cada clase (el centroide es el punto
del espacio N-dimensional, en este caso tetradimensional definido
por los valores medios, para cada clase, de las variables
independientes); la distancia de Mahalanobis es semejante a la
distancia Fuclidiana pero se utiliza en aquellos casos en los que
las variables no son ortogonales (si las variables incluidas en el
modelo no muestran correlacion las distancias de Mahalanobis vy

Fuclidiana coinciden).
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Tabla 6.4. Valores de la df y probabilidad de pertenecer a la categoria activa para los
compuestos del conjunto de entrenamiento. Los compuestos mal clasificados se indican

con *,
Compuesto df Prob Compuesto df Prob Compuesto df Prob
(Act) (Act) (Act)

ADCI 0.80 99.2  Estiripentol 0.17 73.9 Bucetina -0.71 0.01

Canabidiol 0.33 88.0 THC 0.30 85.8 Candesartan  -0.97 0.00

Carbamacepin Trimetadiona

a 1.21 99.9 0.79 99.1 Cefalexina -0.82 0.01

Clonazepam 0.16 72,5 Vinpocetina  0.74 98.8  Clortetracicli -0.48 0.05
na.

Diazepam .10 999 Zonisamida  0.32 87.2 Clindamicina -1.05 0.00

Felbamato 0.96 99.7  Abacavir -0.47 5.7 Clometacina  -0.70 0.01

Lacosamida 0.99 99.7  Acebutolol -1.22 0.1 Delapril -1.04  0.00

Lamotrigina 0.96 99.7  Aciclovir* 0.21 77.6  Dihidrocodei 0.50  0.95
na*

Mefenitoina 0.51 95.5 Alclofenac -0.83 0.7 Dipipanona* 0.65 0.98

Oxcarbacepina 0.75 989  Alfentanil -1.01 . Enalapril -0.83  0.01

Fenitoina 1.39 100.0 Aminitrozol -0.75 1.1 Hidroxistilba -0.16 0.28
midina

Primidona 041 92.1 Amprenavir -1.27 0.1 Lansoprazol  -0.99 0.00

Ralitolina 0.07 60.1  Atevirdine -1.54 0.0 Metronidazol -0.17 0.27

Remacemida 0.65 98.0 Azidamfenic -1.44 0.0 Misoprostol ~ -0.94  0.00

ol
Rufinamida 0.01 52.0 Benznidazole -0.62 2.3 Nizatidina -1.00  0.00
Soretolide 0.68 98.3 Biapenem -0.92 04 Ranitidina -0.77 0.01
Validacion del modelo. Se llevé a cabo la validacion interna vy

externa de la df. La validaciéon interna se realiz6 mediante la

metodologia LGO y ensayo de aleatorizacion. La metodologia LGO se

llevo a cabo extrayendo 6 compuestos del conjunto de entrenamiento
por ronda LGO y agregando los compuestos extraidos al conjunto de

prueba, regenerando el modelo con los 48-6 compuestos remanentes

del conjunto de entrenamiento y observando el A de Wilks y los

porcentajes de clasificaciones acertadas en los conjuntos de

entrenamiento y de prueba. Este procedimiento se repiti6é 8 veces.

Los resultados se presentan en la tabla 6.5. Obsérvese que los

modelos generados con 42 estructuras tienen un desempefio similar al

modelo original (48 estructuras). El ensayo de aleatorizacién se

llevo a cabo asignando aleatoriamente los valores de la variable

dependiente a los compuestos del conjunto de entrenamiento vy
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regenerando la df. Este procedimiento se repiti6é 48 veces, tantas
como numero de compuestos integran el conjunto de entrenamiento

Los resultados pueden observarse en la fig. 6.3. Notese que el
modelo original es categoricamente superior a los modelos generados
por aleatorizacion, indicando una ©probabilidad reducida de
correlacion al azar entre las variables independientes y la
variable dependiente

La validacién externa se realizé sobre un conjunto de 48
compuestos: veinte compuestos activos en el ensayo MES en etapa de
desarrollo pre—clinica extraidos de literatura [14-21] y 28
compuestos con otras bioactividades (antibiéticos,
antihipertensivos, antivirales, broncodilatadores,
antiinflamatorios, antifungicos, analgésicos) extraidos del Merck
Index [6]. Los resultados se presentan en la tabla 6.6. El
porcentaje de buenas clasificaciones es menor que el del conjunto
de entrenamiento (75% contra 93.75%). Si bien es usual que el
porcentaje de aciertos sea mayor en el conjunto a partir del cual
se genera el modelo que en un conjunto independiente, vale la pena
mencionar que el porcentaje de aciertos en el conjunto externo es
mayor en el caso de la categoria INACTIVA del conjunto de prueba
(aproximadamente del 79%). Es decir, pueden esperarse mas falsos
negativos que falsos positivos. El menor porcentaje de aciertos en
la categoria ACTIVA del conjunto de prueba puede deberse a que se
trata de compuestos disimiles a los de la categoria ACTIVA del
conjunto de entrenamiento, debido a la decisién que hemos tomado de
incluir unicamente compuestos de uso clinico o en fase clinica de
evaluacién en el conjunto de entrenamiento (en pos de seleccionar
compuestos seguros y biodisponibles a nivel central tras
administracién oral); nétese que los compuestos anticonvulsivantes
del conjunto de prueba no siempre han demostrado biodisponibilidad

ni seguridad en humanos y que el caracter holistico de los
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descriptores topolégicos no s6lo captura caracteristicas que hacen
a la interaccion con el receptor sino también aspectos
estructurales relacionados con la solubilidad, absorcién a nivel
intestinal, absorci6on a nivel de la BBB, velocidad de eliminacion,
toxicidad, etc. Es decir, la df selecciona compuestos no s6lo por
su actividad anticonvulsivante, y puede muy bien no seleccionar
algunos de los compuestos en fase pre-clinica de evaluacién por
motivos distintos de su capacidad de interaccion con el blanco
molecular.

Dado al tamafio de la base de datos que se sometera a SV (cercana al
medio millén de estructuras) los falsos negativos no nos preocupan
mayormente: es de esperar que el numero de compuestos seleccionados
mediante SV exceda en mucho la capacidad de evaluaciéon biolégica

Si nos preocupa especialmente el numero de falsos positivos,

Tabla 6.5. Resultados de la validacion cruzada LGO. Las dfs obtenidas luego de la
remocion al azar de seis compuestos en cada ronda LGO se desempefian de manera casi
idéntica a la df original

% aciertos en % aciertos

A de conjunto de en conjunto
Compuestos removidos N Wilks entrenamiento de prueba
Ninguno (df original) 48 0.33 94 75
Clonazepam, lacosamida, oxcarbacepina,
biapenem, candesartan, delapril 42 0.36 90 72
Rufinamida, THC, vinpocetina,
benzmidazol, bucetina, clometacina 42 0.33 93 72
ADCI, mefenitoina, primidona, alfentanil,
atevirdine, enalapril 42 0.35 90 74
Canabidiol, diazepam, fenitoina, aminitrozol,
amprenavir, nizatine 42 0.35 93 74
Carbamazepina, felbamato, lamotrigina,
acebutolol, cefalexina, dipipanona 42 0.30 93 72
Ralitolina, soretolide, estiripentol,
azidamfenicol, lansoprazol, ranitidina 42 0.32 90 72
Remacemida, trimetadiona, zonisamida,
alclofenac, clortetraciclina, dihidrocodeina 42 0.29 95 74
Clonazepam, lamotrigina, amprenavir,
clindamicina, clometacina, misoprostol 42 0.35 90 80
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Fig. 6.3.
Resultados del
ensayo de
200 aleatorizacion de
%50 Modelo‘original Fisher.

por cuanto se desea evitar resultados negativos

biol6gicos. Teniendo

en cuenta estas

consideraciones,

en los ensayos

nuestro

criterio ha sido siempre minimizar el numero de falsos positivos a

expensas de aumentar el numero de falsos negativos.

aplicado este criterio,

como Sse vera en breve,

También hemos

al wutilizar un

Diagrama de Distribucién Farmacolégica para elegir qué region de

valores de la df se utilizara en el SV de la base de datos.

Tabla 6.6. Resultados de la validacion externa. Los compuestos de la categoria
INACTIVA se presentan escritos en italica. Los asteriscos indican clasificaciones
erroneas. La nomenclatura quimica se usa cuando no existe un nombre trivial.

Compuesto Valo Compuesto Valo Compuesto Valo
r de r de r de
df df df

534087 0.26  N-fenil-N_-(3,5- 0.55  Carmoxirol -1.52

dimetilpirazol-4-
iljurea

N-benzil-2- -0.18  3,3,3-Trifluor-2- 0.48  Ceftezol -1.58

etilamino-3- hidroxi-2-fenil-

metoxipropionamida propionamida

*

N-bencil-2-(1-oxo- 0.05  3,3,3-Trifluor-2- 0.96  Clorobutanol * 1.62

etilamino)-2-
fenilacetamida
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N-(2-fluorobencil)-
2.
azaspiro[4.4]nonano
- 1,3-diona
N-(3-fluorofenil)-2-
azaspiro[4.5]decano-
1,3-diona
N-(3-trifluorometil
fenil)-2-azaspiro
[4.4]nonano- 1,3-
diona

CFM11

CFM2 *

CFM2S

1- (4-metilpiperazin-
1-il) — 3 — (3-
clorofenil) —
pirrolidin-2,5- diona]
*

1- (4-metilpiperazin-
1-il) =3 — (4-
clorofenil) —
pirrolidin-2,5- diona
GYKI 53655
NBQX *
4-amino-1,3,5-
trimetilpirazol
N-ciclohexil-N_-
(3,5-dimetilpirazol-
4-

il)tiourea
N-(4-metoxifenil)-

N -(3,5-
dimetilpirazol-
4-il)tiourea*

0.73

0.30

0.27

0.29
-0.13
0.20
-0.13

0.05

0.00
-0.43
0.68

0.20

-0.54

THIQ-10c¢ *

Acetoxolona

Alacepril

Albuterol
Amoxicilina
Aranidipina
Atenolol

Atorvastatina

Balofloxacina
Bambuterol
Benorilato

Bromfenac

Capravirina

-0.07

-0.30

-1.37

-0.02
-1.02
-0.03
-1.09

-1.01

-0.48
-0.02
-0.80

-0.44

-0.56

Cimetidina

Cloxiquina

Cicloserina *

Desomorfina *
Didanosina
Dioxafetil Butirato *
Doxofilina

Ebrotidina

Efavirenz *
Emtricitabina
Efedrina *

Ertapenem

-1.35

-0.37

0.45

0.20
-0.22
0.43
-0.95

-1.79

0.54
-0.12
0.21

-2.09

5. Interpretacién del modelo.

son

interpretacion del modelo en los parrafos siguientes.

caracteristicamente

abstractos,

intentaremos

una

Pese a que los descriptores topolégicos
posible
HVepx y BIC2

pertenecen a la clase de descriptores topolégicos derivados de la

teoria de la informacién, es decir, de la cuantificacion mediante

la Entropia de Shannon de 1la complejidad del conjunto de
vecindades/subgrafos de un orden determinado que pueden derivarse

del grafo molecular.
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Considérese, por ejemplo, el grafo del benceno con hidrégenos

explicitos.

El conjunto de vecindades de orden 1 que pueden obtenerse (cada
vecindad integrada por un vértice del grafo y todos los otros

vértices separados de aquel por una distancia topolégica igual a 1)

es:
Cs C, Cz\
H Hi H, Hy Hy Hs Hg
L I
| | | C1 C C3 C4 G5 Cs
C, Cs Cs
C3 C4 C5
\C|:4/ 4 \CS/HS \ 6/H6
L s s

Y por lo tanto el Contenido de Informacién o Entropia de Shannon de
primer orden, segin se defini6 en el capitulo 3 puede calcularse

como:

IC, =—(6/12log, 6/12 + 6/12log, 6/12) =1.00
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Considérese ahora, para una interpretaciéon mas acabada de la

informacion reflejada por los Indices de Informacién, el grafo del

2H-pirano:

Tl

H C H

\ 5 \ / 1\ / 2
Cs Cz
0 (|: (lJ
4

H4/ Cs/

Hs

el conjunto de vecindades sera en este caso:

C Cs C
5\ H \ —H, \ —Hs H Ha Hs Ha Hs
et : L]
| | | C, C, Cs C4 Cs
C Cs Cy
C, Cl\ C,
) T
Cs o |!|3

y el contenido de informacion de primer orden:

IC, =—(5/11log, 5/11+2/11log, 2/11+
1/11log,1/11+3/11log,3/11)=1.79

149



Cépitulo 5: Funcién discriminante

150

Como puede verse, los indices de informacion caracterizan la
complejidad del grafo molecular en base a la diversidad de los
subgrafos de orden n que pueden derivarse del grafo. El hecho de
que en la df elegida un incremento del valor de los dos indices de
informacion incluidos sea desfavorable a la actividad
anticonvulsiva podria estar reflejando el hecho de que los
anticonvulsivos de la fig. 6.1 parecen ser estructuralmente menos
complejos que los compuestos que conforman la categoria INACTIVA.
Por ejemplo, los anticonvulsivos 1incluyen en promedio menos
heteroatomos en su estructura, conduciendo a menor diversidad
estructural en los conjuntos de vecindades que pueden derivarse.
Podria argumentarse que existen, en las categorias terapéuticas
incluidas en el grupo INACTIVO, compuestos menos complejos que los
seleccionados. Tal es el caso por ejemplo de la aspirina, un
analgésico—antiinflamatorio estructuralmente mas simple que en
principio podria haber sido incluido en el conjunto de
entrenamiento. No obstante, se han encontrado reportes de que la
aspirina posee actividad anti-MES [22, 23].

Las autocorrelaciones de Geary describen la distribucién de una

propiedad atémica determinada en la molécula. Se definen como:

I/ZKZZ(W —w;)d(L,d;)
1/(n—l)Z(w —w)?

GATSL(W) =

donde w;, representa el valor de la propiedad atémica considerada
para el atomo i, L es el orden de la autocorrelacién y § (L,dij) es
el delta de kroénecker entre L y d;; (1o que equivale a decir que
s6lo los pares de atomos separados por una distancia topoloégica
igual a L seran contemplados en el cédlculo de la autocorrelacién).
K es el numero total de pares de atomos separados, en la

estructura, por una distancia topolégica L. La df incluye dos
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autocorrelaciones de Geary considerando dos propiedades atémicas:
electronegatividad y  polarizabilidad, de orden 7 y 8
respectivamente. Segun la df, la actividad anticonvulsiva anti-MES
aumenta si GATS7e y  GATS8p aumentan. Notese que las
autocorrelaciones de Geary asumen valores mayores cuando la
molécula incluye, a una distancia topologica de L, &atomos con
diferencias en la propiedad atémica bajo consideracion. La df
podria entonces estar reflejando que: a) los anticonvulsivos,

comparados con las estructuras INACTIVAS del conjunto de
entrenamiento, tienden a poseer estructuras mas compactas, con
menor excentricidad, con menos cantidad de pares de atomos
separados por distancias topolégicas grandes (presentando por lo
tanto menores valores de K para las autocorrelaciones de Geary de
6rdenes superiores) y; b) los anticonvulsivos tienden a presentar,

en su estructura, una o a lo sumo dos regiones polares, con el
resto de la molécula siendo mas bien hidrofébico, presentando por
lo tanto un mayor numero términos (w; — w;) grandes comparados con
otras estructuras con una distribucién de carga méas uniforme. En el
caso de las estructuras inactivas algunos de esos términos pueden
ser particularmente bajos por el hecho de que los heteroatomos
parecen mas uniformemente distribuidos en la molécula, habiendo una
probabilidad mayor de encontrar atomos con electronegatividades o
polarizabilidades similares a una distancia topologica de 7 u 8.

Nuevamente presentamos un ejemplo con prop6ésitos ilustrativos:

0] O
N
H
A B
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La autocorrelacion de Geary de orden 3 pesada por
electronegatividades atémicas GATS3v asumira valores mayores en B
que en A, porque la diferencia de electronegatividad entre el O y
el C separados por una distancia topolégica de 3 en B es mayor que
la diferencia entre el N y el O separados por una distancia de 3 en
A. Efectivamente, el valor de GATS3v es 0.878 para A ay 0.972 para
B.

Validacién final del modelo: evaluacién biolégica de estructuras
predichas como anticonvulsivas. Previamente a proceder a refinar el
filtro generado (df) mediante la aplicacion de un Diagrama de
Distribucion Farmacologica (DDF) y mediante adiciéon de filtros
secundarios, y antes de proceder al SV de las casi 460,000
estructuras quimicas de la base de datos disponible, se realizé un
SV sobre los compuestos del Merck Index 13th [6], con el fin de
corroborar definitivamente que el modelo fuera capaz de identificar
nuevos prototipos activos con actividad anticonvulsivante. Se
realizo el SV de 10,250 compuestos (excluyendo compuestos
inorganicos). La tabla 6.7. presenta el valor de la df para 40
estructuras (20 clasificadas como activas y 20 clasificadas como
inactivas) de entre las sometidas a SV. De las estructuras
clasificadas como activas se eligieron 4 para su ensayo biolégico
en el MES test: acido abiético, metilparabeno, abrine y acesulfame,
obteniéndose en todos los casos resultados positivos (ver capitulo
siguiente).

De acuerdo con los objetivos descritos en el capitulo 1, los
criterios de seleccién de estas cuatro estructuras fueron: a)
novedad estructural, b) informacién previa disponible respecto a su
seguridad para administracion en humanos vy c¢) abundancia en la
naturaleza o posibilidad de sintesis o hemisintesis sencilla, para
obtener farmacos de costo reducido y eventualmente aumentar la

accesibilidad del paciente epiléptico al posible medicamento. En la
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fig. 6.4 pueden observarse las estructuras seleccionadas. Notese su

diversidad estructural,

que ratifica la capacidad del SV para

identificar nuevos lideres (la distancia intermolecular promedio de

Tanimoto entre las cuatro estructuras es de 0.705,

segin se calcule en base a AP, CAP o PF).

0.88 y 1.00

Tabla 6.7. Resultados del SV para 40 de los compuestos del Merck Index 13™ . Se
presentan las categorias terapéuticas o usos (segiin Merck Index) y el valor de la df para
cada compuesto. Los 20 de la mitad izquierda han sido clasificados como activos; con
valores de la df por encima de 0. Los 20 restantes han sido clasificados como no

anticonvulsivos.

Compuesto Uso df Compuesto Uso df
Abrine - 0.72 Abecarnil Anxiolitico -1.14
Acido abiético Man;(ffntzga de 0.37  Abikoviromicina Antiviral -0.31
Acesulfame Edulcorante 0.15 Acediasulfona Antibacteriano  -0.26
Bufan Insecticida  0.68 Acetam;‘li"eugen Anestésico  -0.43
Difenidol Antiemético 0.39 Buparvacuona Antiprotozoario  -0.05
Demegestona Progestogeno  0.43 Cilostazol Antitrombotico  -1.40
Dropropizina Antitusivo 0.03 Droxidopa Antiparkinson -0.47
Elenolida - 0.39 Dulcin Edulcorante -0.46
Eltoprazina Calmante 0.26 . Acido . Antlh.l pe r1.1 poprot 1.40

eicosapentanoico einimico
Guanadrel Antihip :rtensw 0.19 Histamina Antineopldsico  -0.23
Hexestrol Antineoplasico  0.15 Hidralazina Antihipertensivo  -0.24
Idazoxan Antiparkinson  0.38 Hidroxianfetamin Adr.en‘e’r 810, -0.07
a midriatico
Idrocilamida Relajante 0.31 Levobunolol Antiglaucoma -0.30
muscular
Isosorbide Diurético 0.68 Mefenesina Relajante -0.11
muscular
Mequitazina Antlhls(;tammlc 0.60 Nialamida Antidepresivo -1.39
Metapramina Antidepresivo  0.64 Perazina Antipsicotico -0.08
Metilparabeno Conservante 0.39 Succmllslulfatlazo Antibacteriano  -1.36
Estanolona Androgeno 0.59 Zalcitabina Antiviral -0.11
Tetraetilfalamid Analéptico 0.74 A01(,10. Inhlbl(.lf)l‘ (’ie la. 0.03
a zoledronico resorcion dsea

Zotepina Antipsictico  0.13 Zomepirac Analgésico -0.65
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Fig. 6.4 Estructuras seleccionadas mediante SV del Merck Index 13th

7. Aplicacién del modelo en screening virtual de 459, 718 estructuras
quimicas. Antes del SV se construyé un Diagrama de Distribucioén
Farmacologica para los compuestos del conjunto de entrenamiento
[24]; en el mismo se grafica la expectativa de encontrar un
compuesto inactivo o activo para diferentes intervalos de valores

de la df. Dichas expectativas se calculan segln:

% de activos

Expectativa activo = - -
% de inactivos + 100

% de inactivos
% de activos + 100

Expectativa inactivo =
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donde el % de activos se refiere a:

} namero de activos en el intervalo considerado de la df
% de activos = X100

numero de activos totales utilizados para generar la df

y el % de inactivos se define de manera analoga:

0 ) . numero de inactivos en el intervalo considerado de la df
% de inactivos = X100

numero de inactivos totales utilizados para generar la df

El 100 en el denominador previene de dividir por 0 cuando no hay
activos o inactivos, segun el caso, en un intervalo de valores de
la df determinado.

La figura 6.5 muestra el DDF obtenido. Puede verse que parte del
area correspondiente a los compuestos inactivos invade el éarea
correspondiente a los activos; esto refleja que la capacidad
discriminante de la funcién no es perfecta (lo cual se evidencia a
su vez en el valor del A1); atn asi, la probabilidad de encontrar
un compuesto inactivo en la zona de los activos es baja. En este
caso, manteniendo la filosofia de disminuir el namero de falsos
positivos (compuestos que se enviaran a ensayo biolégico sin
resultados positivos) a costa de aumentar el namero de falsos
negativos (compuestos descartados a pesar de ser activos) se
decidi6 seleccionar en el SV de las casi 460,000 estructuras soélo
aquellos compuestos con valores de df entre 1.0 y 2.0, es decir,
correspondientes a la zona de minima superoposicién entre las dos

categorias consideradas para el conjunto de entrenamiento.
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Distribuciéon de Categorias A - | segun valores de
Funcion Discriminante (Training set)

0.4
0.35
0.3
0.25 ~
0.2
0.15 ~
0.1 |

0.05 \
0

Activos
O Inactivos

Expectativa

Valor de funcién discriminante

Fig. 6.5. DDF para el conjunto de entrenamiento. En base al diagrama, con la idea
de reducir la incidencia de falsos positivos, se utilizara sélo la zona entre 1.0 y 2.0
enel SV.

Se procedi6 al calculo de los 877 descriptores moleculares para
459, 728 estructuras extraidas de la base ZINC database [25]. Si
bien el proceso de SV se hubiera acelerado de calcular unicamente
los cuatro descriptores incluidos en la df, se prefirié calcular
todos los descriptores de baja dimensionalidad del Dragon con el
fin de facilitar futuros estudios de SV orientados a otros blancos
moleculares; noétese que otros miembros del grupo de trabajo han
conducido estudios de este tipo, con posterioridad, para la
busqueda de nuevos antichagasicos y nuevos antiepileptogénicos
(26, 27].

Una vez calculados 1los descriptores, se identificaron las
estructuras de la base de datos con valores de la df en el
intervalo [1.0-2.0]. Se identificaron 2,719 estructuras
potencialmente anticonvulsivas en el ensayo MES mediante aplicacién
de este criterio y los filtros generales de absorcién que se

describen en el capitulo 7.
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Capitulo 6.
Ensayos bioloégicos.

“De 1o que oigas no creas nada; de lo que veas, cree la mitad”
Dicho popular
“La Fe esta en el que duda”

Dalmiro Saénz y Alberto Cormillot, Cristo de Pie

on excepcion del fenobarbital y los bromuros, la mayoria de los

farmacos anticonvulsivos utilizados en «clinica han sido

identificados mediante modelos animales [1]. Los modelos
animales de epilepsia pueden dividirse en dos grandes grupos: modelos
agudos y modelos crénicos. En el caso de los modelos agudos, las
convulsiones se inducen artificialmente en animales sanos mediante
agentes fisicos (electricidad, temperatura, sonido, luz) o quimicos
(pentilentetrazol, kainato, pilocarpina, picrotoxina, estricnina,
etc.). En los modelos crénicos se induce en cambio una susceptibilidad
a desarrollar convulsiones, ya sea mediante administracion repetida de
estimulos convulsivos en dosis sub—convulsivas o mediante el uso de
animales con susceptibilidad genética a desarrollar epilepsia (ya sea
que se trate de una linea de animales que espontaneamente desarrolle
epilepsia, como la linea de ratas GEPRS o de lineas mutantes o

transgénicas obtenidas por medio de la biotecnologia) [1,2].

El MES test es el modelo animal que ha sido mas utilizado en el
descubrimiento de nuevos agentes antiepilépticos [2], debido a que la
induccién de la convulsién es simple y el valor predictivo para

detectar farmacos antiepilépticos clinicamente efectivos es alto. El
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ensayo MES ha sido correlacionado con las convulsiones ténico—clénicas
generalizadas [3], y se ha propuesto que también puede estar vinculado
a las convulsiones parciales [2]. Sin embargo, el MES test falla en
identificar anticonvulsivos efectivos en clinica cuyo mecanismo de
accioén se relaciona con el aumento de la transmision GABAérgica, tales
como el vigabatrin y la tiagabina, anticonvulsivos ambos eficaces
contra las convulsiones parciales en humanos. El MES test no sé6lo da
lugar a falsos negativos sino también a falsos positivos: los
bloqueantes de receptores de glutamato protegen de las convulsiones en
el MES test, pero no han demostrado eficacia clinica en el control de
la epilepsia. Esto podria deberse a la acciéon relajante muscular de
estas drogas; el MES test es muy sensible a relajantes musculares, lo
que evidencia la importancia de realizar, concomitante al ensayo MES,
otros ensayos que verifiquen que la droga administrada no produce
ataxia. Este comportamiento evidencia las ventajas y limitaciones del

ensayo MES.

Otro ensayo ampliamente wutilizado es el -ensayo PTZ, que
identifica drogas efectivas contra convulsiones mioclénicas, mediante
inyeccién subcutanea del convulsivante pentilentetrazol. Una de las
desventajas de este ensayo es que no permite detectar farmacos activos
contra crisis epilépticas sin convulsién, como ser la lamotrigina.
Puede decirse que a la fecha no se ha desarrollado aun un modelo
animal de epilepsia Unico sensible a todos los féarmacos
anticonvulsivantes conocidos [2]. Por lo tanto, hasta el momento los
modelos animales disponibles deben utilizarse en forma complementaria

en la fase temprana de desarrollo de nuevos antiepilépticos.

En el presente trabajo hemos evaluado los cuatro candidatos

identificados mediante SV del Merck Index 13th en el ensayo MES. En

algunos casos también se llevé a cabo el ensato PTZ. Se han seguido
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procedimientos estandar indicados por el programa del Instituto
Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) [4], ademas de respetarse
las pautas internacionales para el uso de animales en ensayos
biomédicos (Council for International Organizations of Medical
Sciences, op. cit. capitulo 4). La presencia de actividad en el
metilparabeno motivé el ensayo del propilparabeno, agente conservante
ampliamente wutilizado, conjuntamente con el metilparabeno, en

productos cosméticos, farmacéuticos y alimenticios (ver fig. 7.1).

° I

OH
Propilparabeno

Fig. 7.1. Estructura quimica del propilparabeno.

Para todos los ensayos realizados se utilizaron ratones Swiss de
entre 18 y 23 gramos. Los ratones se guardan en jaulas para colonias
con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas; se los provee con agua y
comida ad  Ilimitum. Los compuestos se disuelven en agua,
administrandose un volumen maximo de 10 ml de solucién recientemente
preparada por kg de raton. Cuando la droga no era soluble en agua se
utilizo hasta un 30% de PEG 400. El Programa de Desarrollo de Nuevos
Farmacos Antiepilépticos del NIH prevé la administracion, en su
primera fase, de tres dosis de la droga a evaluar: 30, 100 y 300
mg/kg, evaluandose la actividad a 0.5 y 4 hs luego de la

administracioén. Se considera promisorio a un compuesto activo que
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protege de 1la convulsién inducida a 30 6 100 mg/kg, debiendo
continuarse con las siguientes fases de evaluacién, en las que se
evalia otra especie animal y se determinan parametros tales como el
tiempo de efecto maximo, la ED,, v la TD;, v el indice de proteccion en

ratones y ratas.

En el ensayo MES se administré al ratén un estimulo eléctrico de
60 Hz/50 mA durante 0.2 segundos mediante electrodos de oreja. Una
gota de solucion salina o gel para electroforesis fueron colocados en
las orejas del animal antes del electrodo para asegurar contacto
eléctrico adecuado. En estas condiciones se producen convulsiones en
virtualmente todos los ratones. La convulsién tipicamente consiste en
un corto periodo de flexion toénica seguido de un periodo méas
prolongado de extensiéon toénica de los miembros posteriores y un
episodio clonico final. Se considera que la abolicion de la fase de
extension tonica indica que la droga administrada protege de la
convulsion (los miembros posteriores no deben formar un angulo de mas

de 90 grados con el tronco).

En el caso del ensayo PTZ, luego de administrado el farmaco a
evaluar se inyecta, a los dos tiempos estipulados, una solucién de PTZ
al 1.7% en solucion salina 0.9% dentro de un pliegue de piel en la
linea media del cuello, en un volumen de 5 ml/kg de peso. Los animales
se observan durante 30 minutos luego de la inyeccién para determinar
presencia o ausencia de un episodio convulsivo de duracion igual o
mayor a b5 segundos. La ausencia de un episodio clénico indica

proteccion.

Se realiz6 ademas, en todos los casos, el ensayo del Rotorod,
para verificar que la droga inyectada no produzca ataxia dando lugar a
un falso positivo. Para ello, los animales ensayados se colocan en un

cilindro que rota a 6 rpm. La incapacidad para mantener el equilibrio
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durante 1 minuto se toma como evidencia de que el farmaco administrado

ha producido falta de coordinacién motora.

La tabla 7.1 presenta los resultados de los tres ensayos para
las cinco drogas ensayadas. Todas las drogas presentaron actividad a
30 mg/kg. Cabe destacar que ninguna droga presenté actividad en el
ensayo PTZ; esto es consecuencia de que, debido a que el objetivo de
esta tesis se relaciona con la identificacién de  nuevos
anticonvulsivos activos en el ensayo MES, en el conjunto de
entrenamiento de la df s6lo se incluyeron drogas con actividad anti-—
MES, evitando la inclusién de farmacos con actividad anti-PTZ tales
como vigabatrina, acido valproico y tiagabina. Por otro lado, ninguna

de las drogas produjo ataxia.

Tabla 7.1. Resultado de los ensayos bioldgicos de las drogas seleccionadas; se indica
el nimero de animales en los que se observo proteccion sobre el nimero de animales
totales evaluados.
Rotorod
Dosis Via de MES test  PTZ test test
(mg/kg) administraciéon 0.5 4 0.5 4 0.5 4
hs hs hs hs hs hs

Droga

30 i.p. 0/3 4/8 02 072 o3 017

p.o - 2/5 - -
(. 60 p.o. - 1/3 - - - 0/3

Acido abiético .

100 i.p. 0/3 2/8 072 072 03 0/17

p.o. - 1/5 - -
200 p.o.* - 1/3 - - - 0/3
30 i.p. /3 1/3 - - 0/3  0/3
Metilparabeno 100 L.p. 2/3  0/3 - - 0/3 073
300 L.p. /3 173 - - 03 073
30 i.p. 23 1/3 0/3 03 0/6 06
Propilparabeno 100 i.p. 23 1/3 0/3 03 0/6 06
300 L.p. /3 33 03 03 06 06
30 i.p. 03 1/3 02 02 05 05
Acesulfame 100 Lp. 03 173 02 02 05 0/5
300 L.p. 2/3 23 02 02 05 0/5
30 p.o.* /3 0/3 02 02 05 05
Abrine 100 p.o.* /3 0/3 02 02 05 05
300 p.o.* 03 03 02 02 05 05

* administrado como suspension

165



Cépi‘fulo 6: Ensayos Biologicos

Basados en los resultados anteriores se determino,
adicionalmente, el tiempo de efecto maximo del propilparabeno,
inyectando 100 mg/kg (i.p.) a tiempos 0.25, 0.5, 1, 2, 3 y 4 horas,
obteniendo proteccién, en ese orden, en 0/3, 1/3, 0/3, 2/3, 1/3 y 1/3
animales evaluados. Se tom6 t = 2 hs como el tiempo de efecto maximo.
Luego se procedi6 a la determinacion de la ED., del propilparabeno,
para lo cual se inyectaron dosis de 30, 80, 130 y 180 mg/kg y se
evalué la actividad anticonvulsiva a las dos horas, obteniéndose
proteccién en 1/5, 1/5, 3/5 y 4/5 animales, respectivamente. La EDj,
calculada graficando el PROBIT contra el logaritmo de la dosis

administrada es de 101.7 mg/kg.

Se observa que los farmacos ensayados poseen un perfil
anticonvulsivo interesante, en especial en los casos del

propilparabeno, el acesulfame y el acido abiético.

Tanto el acesulfame como los parabenos han sido ampliamente
utilizados, desde hace afios, como edulcorante y conservantes, en ese
orden, sin haber mostrado toxicidad aguda o crénica. El metil vy
propilparabeno han demostrado seguridad en estudios de administracioén
cronica en dosis mucho mayores a las administradas en el presente
trabajo [5,6]. No se observé carcinogenicidad ni toxicidad a largo
plazo por administracién de dosis de entre 0.9-1.2 y 5.5-5.9 g/kg/dia
de metilparabeno y propilparabeno, respectivamente, en ratas durante
96 semanas. La administracién de 550 mg/kg/dia de metilparabeno a
ratones y ratas prefiados no tuvo efecto sobre la nidacion, la tasa de
mortandad de fetos y de crias; tampoco indujo anormalidades en el
tejido esquelético. Ninguno de los parabenos mostré evidencia de
mutagénesis en el test de Ames. El hecho de disponer de datos de

seguridad y farmacocinética bien documentados de algunos de los
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compuestos ensayados podria facilitar el desarrollo de medicamentos
seguros a partir de los mismos, lo que como ya se dijo constituye una
de las ventajas del SV: identificar nuevas actividades en compuestos
con perfiles toxicologico vy farmacoldégico conocidos, permitiendo
responder con mayor prontitud a necesidades urgentes de la poblacién
enferma. Teniendo en cuenta que algunos de los compuestos ensayados se
usan habitualmente en formulaciones pediatricas de anticonvulsivos
(aunque en dosis bastante menores a las aqui evaluadas) seria
conveniente evaluar en un futuro si existe sinergismo entre la accion
anticonvulsiva de estos compuestos y la de anticonvulsivos actualmente

utilizados en clinica.
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Capitulo 7: Filtros ADME/Tox

Capitulo 7.
Filtros ADME.

<« . »
Ser y no estar es no ser y estar sin ser no vale la pena

Dalmiro Saenz, E! Depredador

A Filtros ADME/Tox generales.
A Filtros ADME/Tox particulares.

omo ya se menciono, el costo creciente del desarrollo de nuevos

farmacos se debe en parte a que recién cuando los compuestos se

estan evaluando en las fases clinica I,II y III, surgen los
problemas vinculados a su posible uso como medicamentos (justamente,
las fases mas costosas en un programa de investigacién y desarrollo de
nuevos farmacos). Los problemas en cuestion incluyen caracteristicas
no o6ptimas de absorcion, distribucién, metabolismo y excrecidén, asi
como también toxicidad, aspectos a los que nos referimos usualmente
como ADME/Tox o ADMET. Como consecuencia de esta situacién, las
industrias farmacéuticas internacionales han adoptado una estrategia
que podria sintetizarse bajo el lema “si fallas temprano, fallas
barato” [1-4]. No podemos insistir lo suficiente en el hecho de que
existen fuertes cuestiones éticas que obligan al investigador a
realizar cuantos esfuerzos estén a su alcance para disminuir la tasa
de fracasos en las inevitables etapas pre—clinicas y clinicas de
evaluacién: en ambos casos se involucran seres vivos en los estudios,

y en el segundo caso, seres humanos.
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Es asi que un gran numero de ensayos 1in vitro han sido
desarrollados para evaluar las propiedades de absorcién (por ej. los
modelos con células Caco—2 y MDCK) y la metabolizacion utilizando
microsomas o hepatocitos [5]. Si bien estos modelos in vitro son
sumamente valiosos, los mismos tienen algunas desventajas: requieren
muestras para realizar los ensayos, y consumen recursos Yy tiempo
(estos tltimos no siempre son compatibles con los tiempos logrados en
el screening de alta performance). Esto ha motivado un gran interés en
el desarrollo de filtros computacionales para predecir las

caracteristicas ADMET de compuestos activos

De acuerdo con la filosofia anteriormente expuesta, en el
presente estudio se han aplicado, conjuntamente con la df ya descrita,
filtros ADME/Tox generales (aquellos que no fueron desarrollados
especificamente para este trabajo de tesis, siendo de aplicacioén
extendida en el campo de desarrollo de nuevos farmacos a nivel de la
industria farmacéutica internacional) y dos filtros ADME/Tox
particulares: un modelo de permeacion a través de la BBB y un segundo

filtro referido a la neurotoxicidad de los compuestos evaluados.

Filtros ADME/Tox generales.

Se utilizaron dos filtros ADME/Tox generales: la llamada “regla
de cinco de Lipinski” vy el valor éptimo del coeficiente del log P para

difusion pasiva a través de la BBB.

La regla de cinco de Lipinski es una regla empirica derivada del
analisis de bases de datos de farmacos de uso clinico (sin considerar
polipéptidos y sales de amonio cuaternario) [6]. La misma establece

que una pobre permeabilidad o absorcién de un farmaco al ser
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administrado por via oral es muy probable si dos o mas de las

siguientes condiciones no se cumplen:

e Peso molecular menor a 500

e Nimero de dadores de enlaces de hidrogeno menor o igual a 5

e Nimero de aceptores de enlaces de hidrégeno menor o igual a 10

e Coeficiente de reparto octanol-agua entre -5.0 y 5.0

(equivalente a log P de Moriguchi -mlogP — entre —4.15 y 4. 15).

La regla de Lipinski expresa, mediante una serie de condiciones
sencillas, el hecho conocido de que la biodisponibilidad por via oral
de un farmaco depende (ademds de cuestiones relacionadas con la
tecnologia farmacéutica del vehiculo) de un balance entre su
hidrofilia y su lipofilia. En primer lugar, el farmaco debe estar en
solucioén para poder absorberse y la velocidad de absorcion a través de
la barrera intestinal sera por otro lado aproximadamente proporcional
a la diferencia de concentraciones del farmaco a ambos lados de la
membrana intestinal. Sin embargo, un farmaco excesivamente polar
presentara dificultades de permeabilidad a través de las membranas
biolo6gicas. Las reglas de Lipinski son uno de los criterios mas usados
en la actualidad para definir si un compuesto quimico es “drug-
like” , es decir, si posee una serie de caracteristicas estructurales
que lo convierten, potencialmente, en un farmaco a partir del cual se
puede desarrollar un medicamento [7]. En los histogramas de la Figs.
8.1 a 8.4 puede observarse que casi la totalidad de las estructuras de
la base de datos de 459, 718 estructuras cumplen con la regla de cinco.
Hemos analizado los valores de los cuatro descriptores involucrados en
la regla de Lipinski para las estructuras de la base de datos,
determinando que el 99.3% de las mismas cumple con al menos tres de
las condiciones de la regla de Lipinski y por lo tanto presentan altas

probabilidades de presentar buena biodisponibilidad oral (para ello se
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ha restado al numero total de estructuras el nimero de estructuras que

no cumplen con dos, tres y cuatro de las condiciones de la regla).

Distribucién de pesos moleculares
2.4E5

2ES5 |

1.8E5 }

1.6E5 }

1.4E5 }

1.2E5 }

1E5}

80000 |

Numero de observaciones

60000 |

40000

20000 | i
0

0 200 400 600

Peso molecular

Fig. 8.1. Distribucion de pesos moleculares de las 459,718 estructuras de la base de
datos.

Distribucion del nimero de dadores de enlaces de H

2.8E5
2.6E5
2.4E5
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1.6E5
1.4E5 =
1.2E5 \
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60000 1/ \
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0 1 2 3 4 5] 6 7 8
Dadores de enlaces de H

Fig. 8.2. Distribucion del nimero de dadores de enlaces de H para las 459,718
estructuras de la base de datos.
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Distribucion del nimero de aceptores de enlaces de H
1E5

90000

80000 T
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Numero de observaciones
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4 6 8 10 12 14 16
Numero de aceptores de enlaces de H

Fig. 8.3. Distribucion del nimero de aceptores de enlaces de H para las 459,718
estructuras de la base de datos.

Distribucién de valores de mlogP
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Fig. 8.3. Distribucion de valores de mlogP para las 459,718 estructuras de la base de
datos.

Por otro lado, en el caso de farmacos anticonvulsivos, como en

el caso general de farmacos que acttan a nivel del SNC, el pasaje del
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farmaco a través de la BBB es un paso critico para ejercer la
actividad terapéutica. La BBB es una estructura formada por las
células endoteliales de los capilares del cerebro y la médula espinal;
éstas forman entre si uniones estrechas debidas a la presencia de
proteinas transmembrana que bloquean la libre difusion paracelular de
solutos acuosos, restringiendo bidireccionalmente el pasaje de
compuestos polares [8]. Se ha determinado que un valor 6ptimo del logP
para difusién pasiva a través de la barrera hematoencefalica de 2
[9,10]. En base a lo expuesto se ha aplicado un filtro secundario
consistente en retener, en el proceso de SV, s6lo aquellas estructuras
con mlog P entre 1.0 y 3.0. Este filtro constituye ademas una
aproximacion indirecta para seleccionar estructuras seguras:.: los
compuestos de log P bajo tienden a eliminarse con mayor facilidad
(principalmente a través de la orina) mientras que los farmacos con
logP elevado tienden a una mayor acumulacién en tejidos y deben
metabolizarse mas extensamente en el higado para posibilitarse su
eliminacion a través de la orina, aumentando la probabilidad de
generarse de esta manera metabolitos toxicos [11]. Un ejemplo clasico
de esta situacién son las vitaminas: las vitaminas liposolubles (vit.
A, D, E v K) son téxicas por bioacumulacién si se ingieren por encima
de la dosis diaria recomendada, mientras que no ocurre asi con las

vitaminas hidrosolubles (B y C) que se eliminan facilmente en orina.

Las 2,719 estructuras seleccionadas mediante SV y aplicacion de
los filtros generales fueron posteriormente sometidas a los filtros
particulares (modelos de permeacion a través de la BBB vy

neurotoxicidad) que se describen en el apartado siguiente.
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Filtros particulares.

Se generaron, mediante MLR - Stepwise Forward, filtros para
cuantificar la permeabilidad a través de la BBB y la capacidad de
producir ataxia en el modelo del Rotorod. En ambos casos se utilizo
una tolerancia de 0.5 para evitar la inclusién de pares de

descriptores redundantes.

El modelo de permeacién a través de la BBB se generé a partir de

75 compuestos estructuralmente diversos extraidos de dos estudios
similares llevados a cabo por Platts y colaboradores y Pan vy
colaboradores [12,13]. La variable dependiente modelada fue el log BB,
siendo BB 1la relacion entre las concentraciones de equilibrio en
cerebro y sangre. Siguiendo la idea de entrenar el modelo con
compuestos de caracteristicas similares a aquellos en los que se va a
aplicar, se procur6é incluir en el conjunto de entrenamiento moléculas
“drug-like” , excluyendo estructuras que los autores anteriores
incluyeron en sus respectivos conjuntos de entrenamiento pero que no
poseian caracteristicas estructurales propias de un farmaco (por
ejemplo, gases nobles, pentano, hexano, benceno, tolueno, etc.). Las
estructuras incluidas en el conjunto de entrenamiento pueden verse en
las figs. 8.ba y 8.5b. En la fig. 8.6 se presenta la distribucién de
valores de log BB para 1las 75 estructuras del conjunto de
entrenamiento; como puede verse, se encuentran bien distribuidos a lo

largo de méas de cuatro o6rdenes logaritimicos.

El modelo de neurotoxicidad se generé a partir de un conjunto de
entrenamiento de 29 estructuras con TD;, (ratén, via de administracion
intraperitoneal) conocida, determinada mediante el ensayo de rotorod.

Los datos de TD;, fueron extraidos de literatura [14-22]. Las
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estructuras de los compuestos pueden verse en la fig. 8.7. Los valores

de TD;, se hallan distribuidos a lo largo de s6lo dos o6rdenes logarit—

Fig. 8.5a. Estructuras de los compuestos que componen el conjunto de entrenamiento
del modelo de permeabilidad (contintia en pagina siguiente).
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del modelo de permeabilidad (viene de pagina anterior).

177



Cépithlo 7: Filtros ADME/Tox
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Fig. 8.7. Estructuras de los compuestos que componen el conjunto de entrenamiento del
modelo de neurotoxicidad.

micos (log TDs; entre 1.6 y 3.6); sin embargo, no se han encontrado

datos en literatura fuera de ese intervalo.
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Los modelos obtenidos fueron validados mediante validaciones LOO
y LGO (removiendo, sistematicamente, siete grupos de 10 compuestos y
un grupo de 5 en el caso del modelo de permeabilidad, y 4 grupos de 6
compuestos y un grupo de 5 en el caso del modelo de neurotoxicidad),
ensayo de aleatorizacién vy validacién externa con un conjunto
independiente de 40 compuestos (modelo de permeabilidad) y un conjunto

independiente de 12 compuestos (modelo de neurotoxicidad).

Los modelos generados y los resultados de la validacion LOO y

LGO para los mismos fueron:

e logBB = 2.3723 + 0.5041 x GATS6v + 0.2506 x nX + 0.2072 x MLOGP +
0.2009 x H-053 - 0.1255 x PHI - 1.1460 x IC1

N=75  =0.76 F =34.97 SEE =0.44
QL00=0.70  SEE100=0.49 q’Lg0=0.62 SEE; go=0.53

Donde GATS6v es la autocorrelacién de Geary de orden 6 ponderada
por volumenes atémicos de Van der Waals; nX representa el numero
de atomos de halégenos; mlogP es el coeficiente de reparto
octanol—-agua segin Moriguchi; H-053 representa hidrégenos unidos
a un atomo de carbono sp3 a) unido a su vez a un atomo de
oxigeno y b) adyacente a otro carbono unido a dos heterodtomos;
PHI representa el indice de flexibilidad de Kier; IC1
representa, como ya hemos definido, el contenido de informacion
de primer orden. Se observa que, como es bien sabido, la

permeabilidad aumenta con el valor del log P; por otro lado, la
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180

presencia de heteroatomos (que tiende a aumentar el valor de ICl
por generar una mayor diversidad en el conjunto de vecindades)
disminuye la permeabilidad, aunque en menor medida si los
heteroatomos son halégenos (nétese que a mayor valor del
descriptor nX mayor la permeabilidad) por cuanto los halégenos
no son capaces de formar enlaces de puentes de H siendo que la
capacidad de la molécula para establecer puentes de H en general
atenta contra la permeabilidad a través de la BBB. Asimismo, la
abundancia de pares de atomos formados por atomos de volumen
atomico desigual separados a una distancia topolégica de 6
aumenta la permeabilidad; esto tiene sentido si se considera que
valores altos de GATS6v podrian ser indicativos de wuna
distribucion no uniforme de los heteroatomos en la molécula. En
contraste, la flexibilidad, probablemente por wuna cuestién
entropica, atenta contra la absorcion.

Puede observarse que el modelo permite predecir valores de log
BB con un error cercano media unidad logaritmica. La relacién
entre el numero de casos y el numero de descriptores (12.5) es
adecuada. Los resultados de ambas validaciones cruzadas son
buenos (la SEE de ambas es similar a la del modelo original, vy
q° es mayor a 0.5 en ambos casos). En la validacion externa el
85% de los compuestos fueron predichos con un residual menor a 2

SEE.

Log TDso = 1.5758 - 0.3411 x Hy - 0.8715 x 0-059 — 0.1423 x nCIR + 0.0308
x (D/D)"* +0.6524 x BELm2

N=29 " =0.82 F =20.38 SEE =0.22
Q°Lo0=0.74  SEE;00=0.26 q’Lgo=0.66 SEE;go=0.30
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donde Hy representa el factor hidrofilico; 0-059 representa el
numero de grupos éter; nCIR representa el numero de circuitos
que pueden trazarse en la molécula; (D/D)Y® es un indice
definido por nuestro grupo de trabajo como la raiz cuabica de la
relacién entre el indice Detour y el numero de atomos dadores de
enlaces de H en una molécula (que ha demostrado ser inversamente
proporcional a la solubilidad acuosa) [23,24] y BELm2 representa
el segundo menor autovalor de la matriz Burden ponderada por la
masa atomica (esta matriz topologica posee los elementos
diagonales iguales a la masa atémica de los atomos; a los
elementos no diagonales correspondientes a atomos unidos por un
enlace quimico se les asignha un valor igual al orden de enlace
sobre 10; a los elementos correspondientes a un enlace terminal
se les suma 0.01 y todos los demas elementos no diagonales valen
0.001). Si bien el modelo no es facil de interpretar, puede
observarse que a mayor hidrofilia/solubilidad acuosa menor
neurotoxicidad (tal vez por una menor llegada al sistema
nervioso central y wuna mayor facilidad de eliminacién de
sustancias hidrofilicas) y que la neurotoxicidad parece
disminuir, dentro de los rangos de descriptores que abarca el
conjunto de entrenamiento, con la presencia de grupos grupos
éter v de anillos en la estructura (en particular si se trata de
ciclos fusionados, ya que de esta manera aumenta el numero de
circuitos que pueden recorrerse en la molécula).

En este caso las validaciones cruzadas LOO y LGO también dieron
buenos resultados; la wvalidacién externa arrojo6 residuales

menores a 0.5 unidades logaritmicas en el 75% de los compuestos.

Las figs. 8.8 a 8.11 presentan los resultados del test de

aleatorizacion y los graficos de residuales versus residuales en
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la validacién

cruzada LOO para ambos

modelos,

resultados que indican robustez en ambos casos.
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Fig. 8.8.
Resultados del
ensayo de
aleatorizacion
del modelo de
permeabilidad.
Se observa que
el modelo
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estadisticamen-
te superior a
los modelos
que se obtienen
por
aleatorizacion.

Fig. 8.9.
Resultados de
la validacion
cruzada LOO.
La buena
correlacion
entre los
residuales LOO
y los residuales
del modelo
original indica
la robustez del
modelo.
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De las 2,719 estructuras seleccionadas por la df y los filtros

generales a partir de las 459, 718 estructuras de la base de datos, se

seleccionaron aquellas que,

segin los modelos anteriores poseen un log

BB mayor a —0.5 (indicando que en el equilibrio, la concentracién en
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cerebro es al menos un 30% de la concentracién en sangre) y un TD, en
el ensayo de Rotorod mayor a 300 mg/kg (como segin el programa del NIH
se seleccionaran aquellos farmacos activos a 30 y 100 mg/kg,
estariamos ante un indice terapéutico minimo cercano a 3). 2,227 de
esas estructuras cumplieron con la restriccion impuesta por el modelo
de permeabilidad, 2,078 superaron el filtro de neurotoxicidad y sélo
1,740 cumplieron ambos requisitos en forma simultanea. En la figura
8.12 se presentan veinte de las estructuras elegidas, con sus
respectivos valores de df, log BB (predicho) y TD;, en el ensayo de

Rotorod (predicho).

s}
| o L
N H AL o OH
GT h GE Nw (\N NH =
N © DM o
8] S 0
df = 1.07 df = 1,37 df=1.06 di=1.14
log BB= -0,02 log BB= -0.32 log BE= -0.44 log BB= -0.25
TDeg = 315 mgikyg TDg = 388 ma'kg TDeq = 736 mglky TDs = 511 mafkg
0
0 \,L:<
£ |
(N ~Cl "%,H s}’% N )(,P\‘,’(A
_‘_',.-J | =N ‘-Hllf [/ -S"-N e h.’ .N-
ClI N o N-N 0™ N=N
df = 1.38 df = 1.48 di=1.13 di = 1.33
log BB=0.08 log BB= -0.40 log BE= -0.46 log BB= 0.51
TDsg = 635 mofkg TDey = 543 mafkg Ty = 679maikg TDs5p = 1014mgkg
O Cl
L)
: I
- :
o el
o
df=1.11 df = 1.36
TDsg = 732 mgikg TDgq = 1081 mgikg

Fig. 8.12. 10 de las estructuras que superaron todos los filtros en el proceso de SV. Se
incluyen los valores predichos de df, logBB y TDs.
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De esta manera, mediante aplicacién de la df, la regla de

Lipinski, el valor optimo del log P para permeacion a través de la BBB

y

los filtros particulares de permeacion y neurotoxicidad hemos

arribado a 1, 740 estructuras potencialmente anticonvulsivas,

biodisponibles a nivel del SNC tras administracién oral y con bajas

probabilidades de producir neurotoxicidad
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Capitulo 8.
Otras aplicaciones.

¢+ SV como herramienta de btGsqueda racional de reactivos
quimicos.

#+ Metodologias integradas de SV 2D y 3D.

# SV por similaridad especifica.

n el presente capitulo se presentaran brevemente aplicaciones
del SV que, si bien no hacen al objetivo principal de esta

tesis, han sido desarrolladas como parte de la misma.

SV como herramienta de btsqueda racional de reactivos quimicos.

Hasta el momento el SV ha sido ampliamente utilizado en las
areas de la Quimica y la Fisicoquimica, y en particular en el area de
la Quimica Medicinal, a fin de encontrar sustancias con cierta
bioactividad y perfiles toxicolégico y farmacocinético adecuados.
Durante este trabajo hemos realizado una aplicacion original del
Analisis Lineal Discriminante: la busqueda de reactivos quimicos
especificos para una reaccién determinada. En nuestro caso nos ha
interesado la busqueda de nuevos compuestos que sean capaces de
transferir (transferidores) el grupo sulfurilo con el fin de ser
utilizados en la sintesis de sulfamidas anticonvulsivantes que se
realiza en el grupo de trabajo [1,2], particularmente debido a la
necesidad de buscar reactivos menos enérgicos y/o selectivos que no
reaccionen con otros grupos funcionales presentes en las moléculas de
los reactivos. La necesidad de sintetizar sulfamidas
anticonvulsivantes se fundamenta en a) la identificacién, en el grupo
de trabajo, de un farmacéforo antiMES que involucra un grupo amida o

carboxilo y que ya ha sido validado experimentalmente con resultados
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alentadores [3], v b) el biosisosterismo, no clasico, entre los grupos
amida y carboxilo y el grupo sulfamida. En la figura 9.1 se
esquematiza la reaccion de transferencia del grupo sulfurilo. En la
figura 9.2 se muestra el farmacoforo antiMES generado anteriormente en

el grupo de traba jo.

H R4\ H R4\ /R5
N. — N-S-R; + _N. — N-S—N
R3/ R4 R3/ R3 R4 RS/ R6

Fig. 9.1. Esquema de la reaccion de dos aminas secundarias con un reactivo

transferidor del grupo sulfurilo.

Fig. 9.2. Farmacoforo para accién
anticonvulsivante antiMES.

64° 2 152 N
2= 20
--"'-)

3=-180"

Existe un numero reducido de transferidores del grupo sulfurilo
conocidos, y los mismos presentan ciertas desventajas que hacen
necesaria la identificaciéon de transferidores nuevos. El cloruro de
sulfurilo, por ejemplo, presenta una gran reactividad que hace dificil
el aislamiento del intermediario de reaccién que posibilitaria la
sintesis de sulfamidas asimétricas (esto es, sustituidas con dos
aminas diferentes). El sulfato de catecol produce catecol como
subproducto de reaccién, siendo éste muy reactivo (se oxida facilmente
produciendo productos secundarios) dificultandose la etapa de

aislamiento de la sulfamida sintetizada [4,5].
En base a lo expuesto se decidi6é realizar un SV sobre la base de

datos (459, 718 estructuras de ZINC database mas 10,250 estructuras del

Merck Index 13ra. edicién) para identificar nuevos reactivos
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transferidores del grupo sulfurilo. Para ello se utiliz6 ALD de manera
analoga a la descrita en el capitulo 5. El modelo se gener6 a partir
de un conjunto de entrenamiento de 12 transferidores del grupo
sulfurilo obtenidos de literatura (Categoria REACTIVA, Fig. 9.3) [6-
9], algunos de los cuales ya han sido utilizados en el laboratorio de
Quimica Medicinal, y 14 sulfamidas estables, sin capacidad aparente de

transferencia del grupo sulfurilo (Categoria NO REACTIVA, fig. 9.4).

3 08
Ho
0 0
" 1] 1]
Cl=5=N=N"N NJ‘N"%‘N S N':’\N"ﬁ"hl'fq\w“‘
o \=/ 0 \=f \=/ 0 \—/
Q
Cl—S-Cl
T {:I
A ¢ N O W 2 i
N STNTUNTT 0~ “N-5-Cl
0o N0 \=/ H 2
2 A
5“ N "\.Nq..- D
>—D N-S-C 9_‘:" N-§-Cl
0 o

Fig. 9.3. Transferidores conocidos del grupo sulfurilo que conforman la categoria
REACTIVA del conjunto de entrenamiento.

El modelo generado obtenido fue:

df = 12.5057-0. 0001 x GMTIV +0.7216 x C-005 - 1.1717 x 0-058 +
3.3749 x MAXDN

N = 26 A de Wilks = 0. 37 F = 8.88 p < 0.0002
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donde GMTIV es el 1indice topolégico molecular de Gutman
ponderado por las valencias de los vértices, C-005 es el numero
de atomos de carbono en la molécula unidos a tres heteroatomos,
0-058 es el namero de grupos carbonilo y MAXDN es la variacioén

electrotopolégica negativa maxima.

El porcentaje de buenas clasificaciones en el conjunto de
entrenamiento fue del 92%. El modelo fue validado externamente con un
conjunto de prueba de 10 sulfamidas estables. S6lo se incluyeron en el
conjunto de prueba compuestos NO REACTIVOS debido al escaso numero de
compuestos REACTIVOS conocidos (se prefirié no validar externamente
con compuestos REACTIVOS para no disminuir el escaso numero de
compuestos de esta clase del conjunto de entrenamiento). El modelo
clasific6é correctamente nueve de las diez sulfamidas NO REACTIVAS

incluidas en el conjunto de prueba.

Fig. 9.4. Estructuras que conforman la categoria NO REACTIVA del conjunto de
entrenamiento.
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Se llevo a cabo el SV de las casi 470,000 estructuras. Se colocéod
un filtro adicional para excluir aquellos compuestos que no

presentaran la subestructura —S0,-. La funcion discriminante seleccioné

Tl
N g"ﬂ
. 'Fé' W 0 o ne( 420 O NH
-5- 7y M= e F
- m—@—ovim_ﬁ_w LN O NH
) - "
T, e Br
Br
ru e
. 5O
o’ “NH \\,?’D\,J \ QHN o 7 * NP
MN=5 |
A0 \\ i ?} HNZﬁ'D
N o o
\

Fig. 9.5. Transferidores del grupo sulfurilo candidatos seleccionados por el SV.

siete potenciales transferidores del grupo sulfurilo, entre ellos, el
acesulfame, que ya habia sido seleccionado por la df para actividad

antiMES (ver fig. 9.5).

Se procedi6é a probar si el acesulfame era, efectivamente, un
nuevo transferidor del grupo sulfurilo. Para ello en un tubo de
reaccion y bajo atmésfera de argon se agregaron 407 mg (2,5 milimoles)
de acesulfame y 7 ml de acetonitrilo anhidro (sobre tamiz molecular).
Luego se agregaron, gota a gota, 0,7 ml de una solucion (669 mg, 6.25
milimoles) de bencilamina (p.eb. 70 C/8mmHg, A: 1.68 gr/ml) con 2 ml
de acetonitrilo. Se dejo reaccionar durante 26 hs a reflujo. Al cortar
el reflujo y alcanzar temperatura ambiente se observoé formacion de
s6lido blanco. El solvente fue eliminado en rotavapor. Se secd en
tambor de vacio a temperatura ambiente, obteniéndose 942 mg de un

s6lido blanco amarillento. La reaccién propuesta es:
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(@) O
Q§47 HaN o) o)
O/ S\NH ACN >\S/<

+ 3 —_— N N
\ reflujo H H
HsC o

En la fig. 9.6 se presenta el espectro de masas del crudo de
reaccion; se observa el pico correspondiente al ion molecular de la

N,N~ - dibencilsulfamida [M+H]= 277.

El so6lido obtenido se purificé en cromatografia en columna de
silica gel, usando como fase movil diclorometano:metanol en forma de
gradiente desde 80:1 a 10:1. Se recogieron 140 fracciones de 5 ml cada
una. La columna se controlé mediante TLC, wutilizando N,N~ -
dibencilsulfamida sustancia de referencia. En las fracciones 33 a 53
se observé presencia de un compuesto con Rf igual al de la referencia.
Se juntaron dichas fracciones, obteniéndose 30 mg de un sé6lido blanco.
Se realizaron TLCs en diferentes sistemas cromatograficos contra
N,N~ -dibencilsulfamida sustancia de referencia, observandose Rf

coincidente con el de la sustancia de referencia.

Rf del producto en (diclorometano:metanol 40:1): 0.71
Rf del producto en diclorometano: 0. 19

Rf del producto en (hexano: acetato de etilo 3:1): 0.35

Por otra parte se juntaron las fracciones 102-130 obteniéndose
730 mg de un producto mayoritario que se encuentra en etapa de

purificacion.

Los resultados parecen indicar, que en una aplicacion original
del SV se encontré un nuevo agente transferidor del grupo sulfurilo.
Actualmente se estan optimizando las condiciones de reaccién para

favorecer la formacién del producto de interés.
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De lograr optimizarse la reaccion, el acesulfame tendria
notables ventajas como transferidor del grupo sulfurilo, dado que es
un producto asequible comercialmente y econémico, 'y por sus
caracteristicas es mas seguro desde el punto de vista ambiental que
otros transferidores utilizados en la actualidad, tales como el

cloruro de sulfurilo.

*MSD1 SPC, time=11.135 of QM\29080707.D  APCI, Pos, Scan, Frag: 70
1 —
100 & Max: 51160
80 1
] o
1 o
—
7 —
60 +
] -
40 N
1 N
1 o g
20 o @ <
i 8 g
0 ; | hiw. ‘..\.‘L‘ bbb L..J.‘ u ! [ T T ST S
: ! ! ! : ! ! ! : ! ! ! : ! ! ! :
200 400 600 800 m/2

Fig. 9.6. Espectro de masas del crudo de reaccion. Se observa presencia de un i6n
molecular de [M + H'] = 277.1, correspondiente al peso molecular de la N,N’-dibencil
sulfamida.

Metodologias integradas de SV 2D y 3D.

Aunque ha habido un extenso debate en literatura respecto a si
las metodologias QSAR 3D son mejores que las 2D o viceversa, a lo
largo de esta tesis hemos tratado de mantener una posicién neutral al
respecto, reconociendo que cada metodologia presenta ventajas y
desventajas y que la elecciéon de una u otra dependera generalmente de
las caracteristicas del problema que se enfrenta. En el capitulo 4 se
ha subrayado que la tendencia moderna es utilizar las distintas
aproximaciones en forma complementaria: aprovechar las ventajas de

cada una de ellas y compensar las desventajas con el uso
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complementario de las restantes. De acuerdo con esta perspectiva,
hemos desarrollado un protocolo para la basqueda de nuevos
antiepilépticos que consiste simplemente en el uso secuencial de la df
desarrollada vy los filtros ADME/Tox generales, en primer lugar, y la
superposicién con el farmac6foro presentado al 1inicio de este
capitulo, en segunda instancia, calculando mediante métodos cuanticos
la diferencia de energia entre la conformacién de minima energia
identificada mediante analisis conformacional y la conformacién activa

definida por el farmacoforo.

En la fig. 9.7 se presenta un esquema de la metodologia
empleada. Puede observarse que, ademds de los filtros dados por las
condiciones de Lipinski se han aplicado otros filtros de absorcion
generales: las condiciones de Veber. Las mismas establecen que, para
ser biodisponible por via oral, un compuesto debe tener menos de diez
enlaces quimicos con libre rotacién y un area de la superficie polar
menor a 140 A* [10]. La metodologia se ha aplicado a una base de datos
de 10,903 productos naturales [11]. Los productos naturales persisten
como una de las fuentes mas importantes de estructuras lideres de la
Quimica Medicinal. Cerca de un 30% de las casi 900 nuevas entidades
quimicas introducidas en el mercado entre 1981 y 2002 son productos
naturales o derivados hemisintéticos de los mismos, sin tener en
cuenta péptidos o proteinas derivados de aplicaciones biotecnolégicas
[12]. La Quimica Medicinal moderna busca conseguir gran diversidad
estructural dentro de los limites impuestos por el concepto de “drug
likeness”. En este sentido los productos naturales son sumamente
interesantes, por cuanto presentan una gran diversidad estructural vy
por sus caracteristicas estructurales particulares respecto a los
productos sintéticos (mayor rigidez estructural, abundancia de atomos
de oxigeno) suelen ser lo que se conoce como “tight-binders” , es

decir, presentan una potencia relativamente alta [13]; la proporcion
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de farmacos obtenidos de productos naturales que rompe con mas de una
de las condiciones de Lipinski es, adicionalmente, similar a la que
presentan los farmacos sintéticos. Sin embargo, la investigacioéon de
productos naturales por parte de las compafiias farmacéuticas ha
decaido en las tltimas décadas. La razén de este declinar se relaciona
con el auge de las metodologias de screening de alta performance: los
productos naturales, obtenidos en general luego de realizar uno o
varios extractos seguidos de aislamiento bioguiado, elucidacion de la
estructura y desarrollo de un método para obtener el o los principios
activos a escala industrial, son menos compatibles con la velocidad de
las tecnologias de HTS (y menos compatibles también con el paradigma
de velocidad de la era moderna) que los productos sintéticos [13, 14].
Por todo esto, el SV es una metodologia atractiva para encarar el
screening de grandes colecciones de productos naturales y explotar la

inmensa diversidad que éstos ofrecen [14, 15].

56 de los 10,903 compuestos fueron seleccionados como candidatos
por la df presentada en el capitulo 5 y los filtros generales de
absorcion ya descritos. Obsérvese que la proporcion de compuestos
promisorios en el base de datos naturales es casi idéntica a la que se
observé en la base general de 459, 718 compuestos: alrededor del 0.05%.
En la tabla 9.1. se presentan los valores de los descriptores
considerados en los filtros generales de absorcion. Estos datos
parecerian confirmar que los productos naturales son por lo menos tan
buenos candidatos como los productos sintéticos, y que la mayor
proporcién relativa de productos sintéticos introducidos al mercado
recientemente se relaciona mas con las dificultades ya mencionadas
para la identificacién del principio activo en una mezcla compleja
como son los extractos de productos naturales, su aislamiento vy
scaling up. De nuevo, el SV puede ser una herramienta valiosa para

resolver la primera de estas cuestiones. Los compuestos seleccionados
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pueden observarse en la figuras 9.8a y 9.8b. Estos compuestos fueron
superpuestos con el farmacoforo mediante la herramienta atom fit
provista por el software Sybyl [16], descartando los que a primera
vista no cumplian con los requisitos farmacoféricos. Se tomé el valor

de RMS como criterio de la bondad de la superposicion:

2
RMS = an

donde d es la distancia, en A, entre los pares de atomos superpuestos
y n es el namero de atomos considerados en la superposicion. Para ello
se utiliz6é un criterio conservador: s6lo pasaron a la siguiente etapa
del protocolo las estructuras con RMS menor o igual a 0.2. En la Tabla
9.2. se presentan los valores de RMS para las estructuras
superpuestas, indicando en qué casos no se realiz6 superposicién por
no cumplir con los requisitos farmacoféricos. La no superposicién con
el farmac6foro no implica que esas estructuras no sean activas: como
ya se describi6, existen diferentes subtipos de canales de sodio con
afinidad distinta a las drogas conocidas, y un mismo subtipo de canal
de sodio incluye multiples sitios de unién, por lo que es dificil
hallar un farmacoforo tnico que identifique farmacos que interactuien
con todos los sitios activos posibles de los mualtiples canales de
sodio voltaje operados (mas aun: no todas las drogas antiMES evaluadas
en este trabajo cumplen con el farmacéforo; tal es el caso de los

parabenos y el acesulfame).

Ocho estructuras superaron la etapa de superposiciéon con el
farmacoforo. La superposicion de las mismas se presenta en la fig.
9.9. Se procedi6 luego al analisis conformacional sistematico de cada

una de ellas para identificar el minimo global, variando en 30° (hasta
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ETAPA

FILTRO/S

Aplicacion de la function
discriminante 2D vy filtros
ADME generales

Valor de la df elegido a partir
del DDF [1.0-2.0].

Regla de cinco de Lipinski para
asegurar buena absorcion
intestinal: PM < 500, numero de
dadores de enlaces de H< 5,
numero de aceptores de enlaces
de H< 10, mlog P <4.15

Reglas de Veber de
biodisponibilidad oral: enlaces
con libre rotacion < 10, area de
la superficie polar < 140 A’

1.0 <mlog P < 3.0, para
asegurar biodisponibilidad

central

Superposicion con el
farmacoforo

RMS <0.200

Eliminacion de las estructuras
que no cumplen con los
requisitos del farmacoforo

}

!

3

Diferencia de energia entre
la conformacion de minima
y la conformacion activa

AE < 7 kcal/mol

Fig. 9.7. Esquema del protocolo utilizado en la exploracion de la base de datos de
productos naturales.
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completar los 360°) cada uno los angulos de torsion con libre
rotacion, y procediendo a la optimizacion de la geometria a partir de
cada una de las geometrias iniciales obtenidas de esa manera. Una vez
identificado el minimo global se procedi6 a la optimizacién
restringida de geometria, es decir, manteniendo fijos los angulos
correspondientes al farmacoforo en la conformacién que consideramos
activa (la conformacién del farmacoforo). Finalmente, se calculé la
diferencia de energia entre la conformaciéon de minima vy la
conformacion activa definida por el farmacoforo, y se retuvieron las

estructuras con una diferencia de energia menor a 7 kcal/mol.

Tabla 9.1. Valores de df y valores de los descriptores utilizados en los filtros generales
de absorcion para las 56 estructuras seleccionadas en la primera etapa del SV. Todos los
compuestos presentan biodisponibilidad sistémica segun las condiciones de Lipinski y
Veber y biodisponibilidad a nivel del SNC segtin el valor 6ptimo del coeficiente del
logP para la difusion pasiva a través de la BBB. PM: peso molecular; nHDon y nHAc:
numero de dadores y aceptores de enlaces de H, respectivamente; mlogP: log P
calculado segin Moriguchi; RBN: nimero de enlaces con libre rotacion; PSA: area de
la superficie polar basada en fragmentos.

Compuesto df PM nHDon | nHAc | mlogP | RBN PSA
1 1.05 | 217.24 1 4 1.697 4 43.37
2 1.77 180.27 0 2 1.956 6 17.07
3 1.47 | 287.1 0 4 1.942 4 52.6
4 1.01 248.3 1 4 1.994 2 35.53
5 1.08 | 262.38 0 3 1.96 7 43.37
6 1.21 | 220.29 0 3 1.995 6 27.69
7 1.34 | 205.28 1 3 1.717 6 34.14
8 1.72 | 251.68 0 4 1.830 4 37.38
9 1.08 245.3 0 4 1.640 3 38.77
10 1.05 | 278.38 1 4 2.232 7 35.53
11 1.36 | 228.32 0 3 1.368 4 25.89
12 1.41 225.21 0 4 1.345 0 42.68
13 1.26 | 278.38 1 4 2.232 7 35.53
14 1.00 198.24 3 3 1.286 2 37.38
15 1.72 | 219.26 2 4 1.105 3 43.37
16 1.08 | 240.33 0 3 1.542 5 25.89
17 1.28 | 213.31 0 3 1.779 2 20.01
18 1.30 | 204.19 0 4 1.822 3 52.6
19 1.59 | 206.32 2 3 1.904 5 32.67
20 1.72 | 202.28 2 3 1.717 5 21.48
21 1.20 242.3 4 5 1.540 5 43.37
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22 1.26 | 228.24 0 4 1.345 2 39.44
23 1.31 | 205.28 1 3 1.717 7 34.14
24 1.69 | 230.23 0 4 1.286 3 48.67
25 1.73 | 377.97 0 5 1.154 4 17.07
26 1.34 | 183.22 1 2 2.390 1 15.79
27 1.66 | 229.25 0 4 1.156 4 43.96
28 1.28 | 264.36 2 5 1.965 8 58.97
29 1.20 | 234.35 0 3 2.258 7 18.46
30 1.38 | 274.34 0 3 2.981 1 24.72
31 1.43 | 244.26 0 4 1.826 2 52.6
32 1.85 | 228.26 0 3 2.634 3 39.44
33 1.58 271.4 1 4 2.999 10 41.79
34 1.12 | 262.38 1 3 2.772 7 26.3
35 1.07 | 226.24 0 3 2.600 3 43.37
36 1.29 | 214.23 0 3 2.370 2 39.44
37 1.59 | 242.29 0 3 2.890 4 39.44
38 1.02 | 228.26 0 3 2.634 3 39.44
39 1.07 | 302.35 3 4 2.738 3 54.45
40 1.09 | 203.21 0 4 2.228 3 46.61
41 1.08 | 199.22 3 3 2.143 3 29.43
42 1.74 | 193.22 0 4 1.469 5 46.61
43 1.02 | 232.25 0 4 2.374 5 52.6
44 1.14 | 238.21 1 6 1.734 8 69.67
45 1.02 | 263.26 0 4 2.505 0 51.8
46 1.47 | 253.32 0 3 2.654 5 22.87
47 1.09 | 203.21 2 4 1.286 3 39.44
48 1.14 | 240.28 0 5 1.038 5 69.67
49 1.29 | 150.14 0 3 1.074 1 26.3
50 1.18 | 204.24 1 3 1.913 5 30.21
51 1.24 | 248.25 0 4 2.385 0 50.91
52 1.12 | 218.65 2 3 1.692 0 32.86
53 1.55 | 180.22 1 3 2.086 6 26.3
54 1.04 | 282.37 5 4 2.967 5 41.79
55 1.19 | 210.62 0 3 1.9 2 26.3
56 1.37 | 242.29 0 3 2.89 4 39.44

Cinco de las estructuras cumplieron con este altimo requisito,
seleccionandose como los mejores candidatos entre las 10,903

estructuras sometidas a la metodologia mixta de SV (Tabla 9.3).
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Fig. 9.8a. Estructuras seleccionadas por la df y los filtros ADME generales.
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53 54
Fig. 9.8b. Estructuras seleccionadas por la df y los filtros ADME generales.
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Tabla 9.2. Valores de RMS resultantes de la superposicion con el farmacoforo de las 56
estructuras seleccionadas en la primera etapa. Se indican en azul las 8 estructuras que
pasan a la etapa 3.

Compuesto RMS Compuesto RMS
no cumple con el
1 0.146 29 farmacoforo
2 0.670 30 0418
no cumple con
3 farmacoforo 31 0.320
no cumple con
4 farmacoforo 32 no cumple con farmacoforo
5 0.472 33 0.182
no cumple con
6 farmacoforo 34 0.369
no cumple con
7 farmacoforo 35 0.226
8 0.186 36 no cumple con farmacoforo
no cumple con
9 farmacdforo 37 no cumple con farmaco6foro
10 0.145 38 no cumple con farmacoforo
11 0.853 39 0.227
no cumple con
12 farmacoforo 40 0.386
13 0.146 41 0.155
14 0.610 42 0.402
15 0.490 43 no cumple con farmacoforo
16 0.433 44 0.665
no cumple con
17 farmacoforo 45 0.368
no cumple con
18 farmacoforo 46 no cumple con farmacoforo
no cumple con
19 farmacoforo 47 0.320
no cumple con
20 farmacdforo 48 no cumple con farmaco6foro
21 0.165 49 no cumple con farmaco6foro
no cumple con
22 farmacoforo 50 0.186
no cumple con
23 farmacoforo 51 0.369
24 0.430 52 0.254
no cumple con
25 farmacoforo 53 0.697
no cumple con
26 farmacoforo 54 0.130
27 0.396 55 no cumple con farmaco6foro
28 0.316 56 no cumple con farmaco6foro
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Fig. 9.9. Superposicion de las 8 moléculas con RMS < 0.2 y el farmacéforo (en verde,
los atomos superpuestos). En la esquina inferior derecha se muestra la superposicion
del conjunto de las ocho estructuras y el farmacoforo.

Tabla 9.3. Diferencias de energia entre la conformacion de minima energia y la
conformacion active para las 8 estructuras que llegaron a la etapa 3 del protocolo.

Compuesto Energia de la Energia AE AE (kcal/mol)
conformacion de optimizacion (Hartree)
minima restringida
(Hartree) (Hartree)
8 -1203.889533 -1203.888290 0.0012425 0.78
10 -923.8746053 -923.8541075 0.0204978 12.86
13 -923.8759499 -923.8611682 0.0147817 9.28
21 -844.2857680 -844.2820324 0.0037356 2.34
33 -861.8181729 -861.8101584 0.0080145 5.03
41 -667.9262359 -667.9131722 0.0130637 8.20
50 -690.2123885 -690.2106883 0.0017002 1.07
54 -918.6504764 -918.6467934 0.0036830 2.31
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SV por similaridad especifica.

En una revisién reciente sobre el uso de similaridad en SV,
Willett sefiala que, si bien una medida de similaridad involucra tres

componentes:

a) la representacién que se usa para caracterizar a las estructuras
comparadas (por ej. pares de &tomos);

b) el esquema segin el cual se ponderan los componentes de esas
representaciones (es decir, ése asigna un peso uniforme a todos los
componentes o se le da mas importancia a algunos que otros? y;

¢) el coeficiente de similaridad que se usa para la comparacioén

hasta el momento casi no se han realizado estudios respecto a la forma
en que se ponderan los componentes de la representacion [Willett, op.

cit. capitulo 4].

Atendiendo a esta falta de estudios al respecto, y aprovechando
que el farmacoforo nos brinda criterios para definir a qué componentes
de la representacién asignarles mayor importancia, hemos desarrollado
un modelo de similaridad especifico para la identificacion de
anticonvulsivantes bloqueantes de canales de sodio. El mismo se basa

en la definicioéon de pares de atomos propuesta por Carhart [18]:

(descripcion del atomo 1)-(distancia)—(descripcion del atomo 2)

donde la descripcion del atomo 1 incluye la naturaleza del &atomo, su
hibridaciéon y el nomero de &atomos distintos de H a él unidos vy

“distancia” se refiere a la distancia topolégica mas uno (es decir,
el numero total de atomos incluidos entre el AP considerado, por el

camino mas corto). En general, un punto o asterisco al lado del
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simbolo atémico indica la presencia de un electrén m y Xn indicara el
nimero n de atomos distintos de H unidos al atomo 1 o 2 mediante

enlace covalente.

Para una estructura dada, el numero total de pares de atomos que
pueden derivarse estd dado por n x (n-1)/2, donde n es el ntmero de

atomos distintos de H que posee la molécula.

Se propone un algoritmo basado en el coeficiente de similaridad
de Tanimoto para identificar nuevos compuestos bioactivos cuando se

dispone de un farmac6foro identificado para la actividad de interés:

z ni-An,
A_gh| ] 1+ ABS(li—a)
c

donde n; es el numero de veces que el AP i aparece en la estructura de
referencia, An; es la diferencia entre el numero de veces que el AP i
aparece en el compuesto que se esta evaluando y el numero de veces que
ése tipo de AP aparece en la referencia, A; es la longitud del AP i y
a es la maxima longitud de los pares de atomos conteniendo
heteroatomos que pueden derivarse del farmacéforo identificado (en
nuestro caso, 6). b y ¢ son constantes que moderan la influencia sobre
A de S y del segundo término entre paréntesis. S6lo se consideran en
el corchete los APs que contengan heteroatomos, dado que los
heteroatomos son criticos para el reconocimiento del farmaco por el
receptor. S es el coeficiente de Tanimoto en su forma binaria ya
definida o en su forma algebraica. Si se comparan dos moléculas A y B,

el coeficiente de Tanimoto en su forma algebraica seria:
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Znaixnbi
SA,B = 2 i 2
D nai” + ) nbi" = > naixnbi

donde na; es el numero de veces que el AP del tipo i aparece en la
molécula A y nb, es el numero de veces que el AP i aparece en la
molécula B. Obsérvese que los tipos de pares de &atomos presentes en
s6lo uno de los dos compuestos comparados no cuentan en el numerador
(va que uno de los factores del producto na;, x nb; del término
correspondiente de 1la sumatoria es igual a 0) pero si en el
denominador a través del cuadrado del numero de veces que aparece ese

par en A o B, segun sea el caso.

El valor de cada término i en la sumatoria entre corchetes puede
ser interpretado como la contribucién del AP i a la actividad de la
estructura. El signo de esos términos esta dado Gnicamente por An;,
que es el unico factor que puede tomar valores mayores o menores que
cero. Como el compuesto de referencia serda un compuesto muy activo,
los APs presentes en el mismo pueden considerarse caracteristicas

“deseadas” involucradas en la interaccién con el blanco molecular.
Esta es una de las hipotesis fundamentales del modelo propuesto. Si un
tipo de AP esta presente un numero mayor de veces en la referencia que
en el compuesto evaluado, entonces el compuesto evaluado tiene una
carencia relativa de una caracteristica que favorece la actividad;
caso contrario el compuesto evaluado tiene una abundancia relativa de
una caracteristica deseada y mayores probabilidades de que la misma se

exprese al interactuar con el receptor.

Ahora bien, ¢éson todos los tipos de AP igualmente significativos

para la actividad? Como de nuevo, la referencia es una estructura muy

activa, cuanta mayor cantidad de veces un AP aparezca en la referencia
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mayor la probabilidad de que esa subestructura en particular
contribuya a la actividad biolo6gica; esto se considera incluyendo n; en
el numerador de los términos de la sumatoria entre corchetes. En el
denominador del mismo, adicionalmente, se le da mayor importancia a
los APs que presentan una separacién igual a la que separacién maxima
de los APs conteniendo heteroatomos que pueden derivarse del

farmacoforo.

Para evaluar la capacidad para identificar farmacos antiMES del
modelo se construyeron dos conjuntos de estructuras conteniendo
estructuras activas en el ensayo MES vy estructuras con otras
bioactividades. El conjunto A esta formado por 12 anticonvulsivos con
actividad alta y moderada en el MES test, estructuralmente diversos, y
11 compuestos con otras bioactividades. También se incluyeron 2
anticonvulsivantes (etosuximida y TV-1901) con baja actividad antiMES.
Carbamacepina (ED;, = 37 umol/kg) fue definido como el compuesto de
referencia del conjunto A. El conjunto B (fig. 9.11) incluye 26
estructuras: ademas de las estructuras sin actividad anticonvulsiva
del set A, se han incluido 13 anticonvulsivos: 11 anticonvulsivos
estructuralmente similares ademas de carbamacepina y valpramida. THIQ-
10c (EDy, = 5.17 pmol/kg) fue elegida como el compuesto de referencia
del conjunto B. Se desea evaluar si el algoritmo sirve para
diferenciar los compuestos anticonvulsivantes de los no—
anticonvulsivantes, tanto en el caso de que los anticonvulsivantes sea
estructuralmente diversos (conjunto A) como en el caso en que sean

estructuralmente similares (conjunto B).

Se derivaron los conjuntos de n (n-1)/2 APs para todos los
compuestos de los conjuntos A y B. Los conjuntos de pares de atomos de

los compuestos de referencia, carbamacepina y THIQ-10c se presentan en

la tabla 9. 4.
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Fig. 10. Estructuras de los compuestos que componen el conjunto A.

Se calculé el valor de A4 en el modelo propuesto. En la tabla 9.5
se muestra un ejemplo de calculo del factor entre corchetes del modelo

cuando se compara fenitoina con carbamacepina.

Se probaron diferentes valores de by ¢ A b se le asignaron
valores de 0.5, 0.75 y 1; a ¢ se le asignaron valores de 50 y 75. Una
vez calculados los valores de A para las diferentes formas del modelo,
se llevaron a cabo analisis de varianza para determinar si existen

diferencias estadisticamente significativas entre el valor medio de 4
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para los compuestos activos e inactivos de cada conjunto.
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Fig. 9.11. Estructuras que componen el conjunto B.

Las tablas 9.6 y 9.7 muestran respectivamente los valores del

coeficiente de Tanimoto y los valores de A obtenidos para los
conjuntos A y B con una de las formas del modelo que present6é un buen
desempefio en la identificacion de los anticonvulsivos (b=75, c¢=0.75),
tanto con la forma binaria como con la forma algebraica del
coeficiente de Tanimoto. La tabla 9.8 muestra los resultados del test
de ANOVA para las diferentes formas del modelo propuesto; también se
muestran los resultados del test de ANOVA para el coeficiente de

Tanimoto en sus formas binaria y algebraica. Se presentan los valores
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Tabla 9.4. Conjuntos de APs derivados de las estructuras de carbamacepina y THIQ-

10c.

Carbamazepine THIQ-10c

Count Atom pair Count Atom pair Count Atom pair

7 C*X2-2-C*X2 2 C*X2-2-C*X2 2 CX1-5-C*X2
2 C*X3-2-C*X3 8 C*X2-2-C*X3 4 CX1-5-C*X3
6 C*X2-2-C*X3 2 C*X2-3-BrX1 1 CX1-5-CX2
1 C*X3-2-NX1 2 C*X2-3-C*X2 2 CX1-5-0X2
3 C*X3-2-NX3 8 C*X2-3-C*X3 3 CX1-6-C*X2
1 C*X3-2-0*X1 2 C*X2-3-0X2 3 CX1-6-C*X3
6 C*X2-3-C*X2 2 C*X2-4-BrX1 1 CX1-6-CX1
11 C*X2-3-C*X3 3 C*X2-4-C*X2 1 CX1-6-CX2
2 C*X2-3-NX3 3 C*X2-4-C*X3 1 CX1-6-CX3
8 C*X2-4-C*X2 3 C*X2-4-NX3 3 CX1-7-C*X2
10 C*X2-4-C*X3 2 C*X2-4-0X2 1 CX1-7-C*X3
6 C*X2-4-NX3 2 C*X2-5-C*X2 2 CX1-7-CX2
7 C*X2-5-C*X2 8 C*X2-5-C*X3 1 CX1-7-CX3
14 C*X2-5-C*X3 3 C*X2-5-NX3 1 CX1-7-NX3
2 C*X2-5-NX1 4 C*X2-6-C*X2 2 CX1-8-C*X2
2 C*X2-5-NX3 7 C*¥X2-6-C*X3 5 CX1-8-C*X3
2 C*X2-5-0*X1 3 C*X2-6-0*X1 1 CX1-8-CX2
7 C*X2-6-C*X2 2 C*X2-7-C*X2 1 CX1-8-NX3
8 C*X2-6-C*X3 4 C*X2-7-C*X3 1 CX1-8-0X2
6 C*X2-6-NX3 3 C*X2-7-0*X1 1 CX1-9-BrXl1
6 C*X2-6-0*X1 2 C*X2-7-0X2 4 CX1-9-C*X2
7 C*X2-7-C*X2 1 C*X2-8-BrX1 1 CX1-9-C*X3
2 C*X2-7-NX1 3 C*X2-8-C*X3 1 CX1-9-CX1
2 C*X2-7-0*X1 4 C*X2-8-0X2 1 CX1-9-0*X1
3 C*X2-8-C*X2 1 C*X2-9-BrX1 1 CX1-9-0X2
4 C*X3-3-C*X3 2 C*¥X2-9-0X2 1 CX2-2-C*X3
2 C*X3-3-NX3 1 C*X3-10-BrX1 1 CX2-2-CX2
5 C*X3-4-C*X3 1 C*X3-10-0X2 1 CX2-2-NX3
2 C*X3-4-NX1 1 C*X3-2-BrX1 1 CX2-3-C*X2
2 C*X3-4-0X1 2 C*X3-2-C*X3 3 CX2-3-C*X3
2 C*X3-5-NX1 1 C*X3-2-NX3 1 CX2-3-CX3
2 C*X3-5-0*X1 1 C*X3-2-0*X1 1 CX2-3-NX3
1 NX1-3-0*X1 2 C*X3-2-0X2 2 CX2-4-C*X2
1 NX3-3-NX1 3 C*X3-3-C*X3 4 CX2-4-C*X3
1 NX3-3-0*X1 2 C*X3-3-NX3 1 CX2-4-CX3
7 C*X2-2-C*X2 2 C*X3-3-0X2 1 CX2-4-0*X1
2 C*X3-2-C*X3 6 C*X3-4-C*X3 3 CX2-5-C*X2
6 C*X2-2-C*X3 1 C*X3-4-NX3 3 CX2-5-C*X3
1 C*X3-2-NX1 2 C*X3-4-0X2 1 CX2-5-0*X1
3 C*X3-2-NX3 1 C*X3-5-BrX1 1 CX2-5-0X2
1 C*X3-2-0*X1 2 C*X3-5-C*X3 4 CX2-6-C*X2
6 C*X2-3-C*X2 1 C*X3-5-NX3 1 CX2-6-C*X3
11 C*X2-3-C*X3 2 C*X3-5-0*X1 2 CX2-6-0X2
2 C*X2-3-NX3 2 C*X3-5-0X2 2 CX2-7-C*X2
8 C*X2-4-C*X2 3 C*X3-6-C*X3 1 CX2-7-C*X3
10 C*X2-4-C*X3 2 C*X3-6-NX3 1 CX2-7-0X2
6 C*X2-4-NX3 1 C*X3-6-0*X1 1 CX2-8-BrXl1
7 C*X2-5-C*X2 1 C*X3-6-0X2 1 CX2-9-BrXl1
14 C*X2-5-C*X3 1 C*X3-7-BrX1 2 CX3-2-C*X3
2 C*X2-5-NX1 1 C*X3-7-C*X2 1 CX3-2-NX3
2 C*X2-5-NX3 2 C*X3-7-C*X3 3 CX3-3-C*X2
2 C*X2-5-0*X1 1 C*X3-7-0*X1 2 CX3-3-C*X3
7 C*X2-6-C*X2 2 C*X3-7-0X2 3 CX3-4-C*X2
8 C*X2-6-C*X3 2 C*X3-8-BrX1 1 CX3-4-C*X3
6 C*X2-6-NX3 1 C*X3-8-C*X3 1 CX3-4-0*X1
6 C*X2-6-0*X1 2 C*X3-8-0*X1 2 CX3-5-C*X3
7 C*X2-7-C*X2 1 C*X3-8-0X2 1 CX3-5-0X2
2 C*X2-7-NX1 1 C*X3-9-BrX1 1 CX3-6-BrXl1
2 C*X2-7-0*X1 1 C*X3-9-C*X3 1 CX3-6-0X2
3 C*X2-8-C*X2 1 C*X3-9-0X2 1 CX3-7-C*X3
4 C*X3-3-C*X3 2 CX1-10-C*X2 1 CX3-8-C*X3
2 C*X3-3-NX3 1 CX1-10-C*X3 1 NX3-3-0*X1
5 C*X3-4-C*X3 1 CX1-10-CX1 1 NX3-6-0X2
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2 C*X3-4-NX1 1 CX1-10-0*X1 1 NX3-7-BrX1
2 C*X3-4-0X1 1 CX1-11-BrX1 1 NX3-7-0X2
2 C*X3-5-NX1 1 CX1-11-C*X3 1 0*X1-9-BrX1
2 C*X3-5-0*X1 1 CX1-12-BrX1 1 0X2-10-BrX1
1 NX1-3-0*X1 1 CX1-2-C*X3 1 0X2-11-BrX1
1 NX3-3-NX1 2 CX1-2-0X2 1 0X2-4-0X2

1 NX3-3-0*X1 2 CX1-3-C*X3 1 0X2-8-0*X1
7 C*X2-2-C*X2 1 CX1-3-NX3 1 0X2-9-0*X1
2 C*X3-2-C*X3 1 CX1-3-0*X1 1 CX1-4-CX2
6 C*X2-2-C*X3 2 CX1-4-C*X2 1 CX1-4-CX3

1 C*X3-2-NX1 2 CX1-4-C*X3

Tabla 9.5. Tipos de APs comunes a carbamacepina y fenitoina, y valor del término

negativo entre corchetes del modelo para cada tipo de AP.

Tipo de par de Cantidad en Cantidad en ni-An,
atomos carbamacepina fenitoina [HNBS(M—@J
c

C*X3-2-0*X1 1 2 -0.267
C*X2-5-0*X1 2 4 -2.667
C*X2-6-0*X1 6 7 -8.000
C*X2-7-0*X1 2 6 -5.333
C*X3-4-0X1 2 4 -1.773
C*X3-5-0*X1 2 2 0.000

del estadistico F

(relacién entre la varianza entre grupos e intra

grupos) v el nivel de significancia p. Se observa que el desempefio de
varias formas del modelo es similar al desempefio del coeficiente de
mientras que en el caso del

Tanimoto “desnudo” para el conjunto A,

conjunto B la diferencia entre los valores medios de A4 para cada
categoria de compuestos es mas significativa que las diferencias entre
los valores medios del coeficiente de Tanimoto. Los resultados parecen
indicar que el modelo propuesto es efectivo para la identificacion de
cercanos a la estructura de

anticonvulsivos estructuralmente

referencia (ya que justamente en el conjunto B la mayoria de los
anticonvulsivos son estructuralmente similares). En la figura 9.12a y
b se presentan los resultados del test de ANOVA para el conjunto B,
utilizando el modelo con A = 0.75 y ¢ = 75: la diferencia es mas
significativa cuando se usa la forma algebraica del coeficiente de

Tanimoto.
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Tabla 9.6. Valores del coeficiente de Tanimoto para los compuestos de los conjuntos A
y B. Los compuestos inactivos se presentan en gris.

Compuesto Coeficiente de Coeficiente de
Tanimoto — forma Tanimoto — forma
binaria algebraica
ADCI 0.34 0.72
Canabidiol 0.08 0.12
Felbamato 0.15 0.14
Mefenitoina 0.24 0.29
Metsuximida 0.28 0.24
Oxcarbacepina 0.59 0.80
Fenitoina 0.35 0.64
Remacemida 0.14 0.22
Rufinamida 0.11 0.15
Valpromida 0.05 0.002
S [Zonisamida 0.21 0.20
E "Abikomicina 0.09 0.07
T ["ABT-594 0.07 0.08
Acecarbromal 0.03 0.02
A | Acipimox 0.09 0.07
Aspirina 0.22 0.23
Bergapteno 0.22 0.36
Etanidazole 0.11 0.07
Etosuximida 0.04 0.01
Lindano 0.00 0.00
Metisazona 0.24 0.29
Metocarbamol 0.07 0.11
Oxantel 0.19 0.27
TV-1901 0.06 0.01
Carbamacepina 0.14 0.40
CFM11 0.35 0.58
CFM11S 0.13 0.55
CFM2 0.34 0.58
CFM2S 0.29 0.57
Clonazepam 0.14 0.45
Diazepam 0.24 0.52
GYKI 57655 0.42 0.64
GYKI 57773 0.28 0.60
g [ NBOX 0.10 0.28
E THIQ10a 0.45 0.69
T Valpromida 0.06 0.04
Abikomicina 0.13 0.15
B ABT-594 0.10 0.11
Acecarbromal 0.10 0.07
Acipimox 0.07 0.07
Aspirina 0.08 0.18
Bergapteno 0.22 0.35
Etanidazole 0.11 0.09
Etosuximida 0.05 0.02
Lindano 0.00 0.00
Metisazona 0.12 0.22
Metocarbamol 0.23 0.15
Oxantel 0.19 0.27
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Tabla 9.7. Valores de A para los compuestos de los conjuntos A y B.
Compuesto A (forma binaria de S) | A (forma algebraica de
S)
ADCI 0.34 0.60
Canabidiol 0.15 0.22
Felbamato 0.25 0.24
Mefenitoina 0.18 0.21
Metsuximida 0.20 0.18
Oxcarbacepina 0.75 0.94
Fenitoina 0.54 0.84
Remacemida 0.16 0.23
Rufinamida 0.19 0.24
Valpromida 0.11 0.01
S Zonisamida 0.21 0.21
E ["Abikomicina 0.16 0.14
T ["ABT-594 0.13 0.14
Acecarbromal 0.08 0.04
A | Acipimox 0.16 0.13
Aspirina 0.25 0.25
Bergapteno 0.31 0.45
Etanidazole 0.11 0.08
Etosuximida 0.09 0.03
Lindano 0.00 0.00
Metisazona 0.18 0.21
Metocarbamol 0.14 0.19
Oxantel 0.15 0.19
TV-1901 0.11 0.03
Carbamacepina 0.25 0.55
CFM11 0.42 0.61
CFM11S 0.22 0.66
CFM2 0.42 0.63
CFM2S 0.40 0.67
Clonazepam 0.22 0.54
Diazepam 0.33 0.58
GYKI 57655 0.55 0.75
GYKI 57773 0.41 0.72
NBQX 0.26 0.55
S | THIQ10a 0.54 0.75
E | valpromida 0.12 0.09
T | Abikomicina 0.22 0.24
ABT-594 0.18 0.19
B | Acecarbromal 0.18 0.14
Acipimox 0.14 0.13
Aspirina 0.15 0.26
Bergapteno 0.34 0.49
Etanidazole 0.18 0.16
Etosuximida 0.10 0.06
Lindano 0.00 0.00
Metisazona 0.19 0.29
Metocarbamol 0.32 0.23
Oxantel 0.26 0.34
TV-1901 0.20 0.15
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Tabla 9.8. Valores de F y p par las diferentes formas evaluadas del modelo propuesto y
para las distintas formas del coeficiente de Tanimoto.

S = Forma binaria del coeficiente de Tanimoto

-For-ma c=50 c=175
binaria de
S
b=050 |b=0.75 |b=1.00 | b=050 |b=0.75 | b=1.00
SET A F=593 F=3.81 F=4.23 F=4.11 F=5.44 F=5.39 F=4.99
p =.023 p =.063 |p =.051 p =.055 p =.030 p =.030 p =.036
SET B F=9.90 F=1358 | F=1322 |F=1225 |F=1254 |F=12.12 |F=1149
p =.005 p=.001 |p=.001 |p=.002 |p=.002 |p=.002 [p=.0025
Forma S = Forma algebraica del coeficiente de Tanimoto
algebraica c=350 c=175
deS) [bh=050 [b=0.75 [b=1.00 [b=050 [b=0.75 | b=1.00
SET A F=5.67 F=4.13 F=451 F=4.44 F=5.16 F=5.30 F=5.06
p =.026 p =.054 | p =.045 p =.047 p =.033 p =.031 p =.035
SET B F=38.19 F=34.66 | F=4235 | F=4633 | F=3424 | F=41.04 | F=44.59
p <.0000 | p <.0000 | p <.0000 | p <.0000 | p <.0000 | P<.0000 |p <.0000
Las barras verticales denotan el intervalo de confianza 0.95
0.60
0.55
0.50
0.45
< 040}

0.35

0.30

0.25

0.20

Activos

Categoria

Inactiv os

Fig. 9.12a. Resultados del ensayo de ANOVA para el conjunto B (b=0.75 y ¢=75), con

el coeficiente de Tanimoto en su forma binaria.
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Las barras verticales denotan el inervalo de confianza 0.95
0.8

0.7

0.6

0.5}

0.3}

0.2 }

0.1}

0.0

Activos Inactiv os

Categoria

Fig. 9.12a. Resultados del ensayo de ANOVA para el conjunto B (b=0.75 y ¢=75), con
el coeficiente de Tanimoto en su forma algebraica.

El modelo es, por lo tanto, adecuado para la busqueda de nuevas
estructuras activas en bases de datos mediante SV basado en

similaridad.
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Sumario y conclusiones.

“La felicidad consiste en poder unir
el fin con el principio”

Pitagoras

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue el
desarrollo de la Topologia Molecular en el ambito de la Facultad de
Ciencias Exactas. Especificamente, esta metodologia se aplico, luego
de su comprensién, en la busqueda racional de nuevos prototipos
activos en el ensayo MES en bases de datos de estructuras quimicas. A
fin de realizar este objetivo general el plan de trabajo incluia
varios objetivos particulares: la generacién de una base de datos del
orden de 10° estructuras quimicas, la generacién de modelos basados en
descriptores topolégicos para la identificacion de anticonvulsivantes
novedosos mediante aplicacién de screening virtual en la base de datos
generada, y la aplicacion de filtros ADMET para obtener estructuras no
s6lo activas sino también biodisponibles y seguras. Podemos afirmar

que se han logrado los objetivos general y particulares propuestos:

e Se identificaron vy ensayaron cinco agentes anticonvulsivos
novedosos, estructuralmente  diversos. El propil vy el
metilparabeno se han usado y usan extensamente como conservantes
en alimentos, medicamentos y cosméticos, siendo, segin lo indica
un gran numero de estudios en literatura, seguros para su
administracéon en humanos a dosis mucho mayores a las
identificadas como anticonvulsivas en el presente trabajo. El
acesulfame ha sido wutilizado como edulcorante en bebidas
dietéticas y otros alimentos desde hace casi dos décadas. Estos
datos indican que, como consecuencia de la probada seguridad de

los mismos. es posible desarrollar, a partir de los
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anticonvulsivantes identificados, nuevos medicamentos
antiepilépticos efectivos y seguros en un tiempo relativamente
breve. Esta constituye una de las grandes ventajas del screening
virtual: la identificacién de nuevas actividades en farmacos ya
conocidos, permitiendo responder con relativa rapidez a
necesidades terapéuticas urgentes. Las estructuras ensayadas,
por su novedad estructural respecto a los farmacos
antiepilépticos conocidos, pueden considerarse cabezas de serie
sobre las que realizar, en un futuro, modificaciones
estructurales orientadas a mejorar el perfil farmacologico vy

farmacocinético.

Se ha generado una base de datos de casi 470,000 compuestos y
los wvalores correspondientes de 877 descriptores de baja
dimensionalidad. Esta base de datos esta disponible en el
laboratorio de Quimica Medicinal de la Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Nacional de La Plata, para desarrollar en
un futuro nuevas aplicaciones de la metodologia utilizada en la
presente tesis, abordando objetivos terapéuticos distintos. En
ese sentido la base ya ha sido utilizada en estudios publicados
para la identificacion de nuevos farmacos antichagasicos vy

antiepileptogénicos

Se ha generado y validado una funcién discriminante basada en
descriptores topolégicos, capaz de identificar compuestos
antiepilepticos. Se han generado asimismo filtros particulares
ADMET para prediccion de a) la biodisponibilidad a nivel del
sistema nervioso central y b) la capacidad para producir ataxia.
La aplicacion de 1la funcion discriminante y los filtros

particulares conjuntamente con filtros ADMET generales ha
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permitido identificar 1,740 estructuras quimicas potencialmente

antiepilépticas, biodisponibles y seguras de la base de datos.

Se han detectado, en una aplicacion original del screening
virtual, siete nuevos transferidores del grupo sulfurilo. Uno de
ellos, el acesulfame, se ha utilizado para sintetizar una
sulfamida anticonvulsiva mediante una reaccion novedosa. Las
caracteristicas del acesulfame 1le brindan varias ventajas
respecto a otros transferidores ya conocidos (menor reactividad,
mayor seguridad ambiental). Esta parte del trabajo, en fase
incipiente de desarrollo, ha sido llevado a cabo en conjunto con
el Lic. Juan Elvira, como parte de su tesis doctoral orientada a
la busqueda de rutas sintéticas alternativas de sulfamidas
anticonvulsivantes. Actualmente se esta  realizando la
optimizacion de la reaccion para favorecer la formacion de la
N,N~ —dibencilsulfamida. Adicionalmente, otros integrantes del
equipo del trabajo han iniciado la planificacion de sintesis de

otras sulfamidas a partir del acesulfame.

Se ha desarrollado, conjuntamente con la Dra. Luciana Gavernet
una metodologia combinada QSAR 2D-3D, que integra dos lineas
desarrolladas en el equipo de trabajo para optimizar la
identificacién de nuevos  agentes anticonvulsivos. Esta
metodologia utiliza en forma combinada la funcién discriminante
topologica, los filtros ADMET generales y un farmacéforo 3D para
la identificacion de drogas antiMES. El protocolo desarrollado
esta de acuerdo con las tendencias mas actuales de screening
virtual, que proponen el uso sinérgico de las metodologias 2D y
3D, aprovechando conjuntamente las ventajas particulares de cada

una.
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Debe destacarse que se ha trabajado en forma interdisciplinaria con
otros miembros del grupo de trabajo, abordando integralmente los
diversos aspectos implicados en el desarrollo de nuevos farmacos:
busqueda computacional, sintesis y ensayos farmacologicos. Pese a que
el trabajo realizado en esta tesis es fundamentalmente teérico, los
resultados han sido validados mediante ensayos farmacolégicos (en el
caso de los anticonvulsivantes evaluados) y sintesis (en el caso del

acesulfame como transferidor del grupo sulfurilo).

El presente trabajo de tesis demuestra la potencialidad de técnicas
sencillas y computacionalmente poco costosas, tales como el analisis
lineal discriminante y el screening virtual basado en topologia
molecular, en la identificacién de nuevas estructuras lideres. Se ha
verificado que el screening virtual 2D constituye una herramienta
rapida, efectiva, que requiere poca inversién en equipamiento para el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, que ademds se halla de
acuerdo con los principios bioéticos que exigen optimizar el uso de

los ensayos preclinicos y clinicos siempre que sea posible.

Durante este trabajo de tesis se han concretado 12 presentaciones a
congresos (5 nacionales y 7 regionales e internacionales) y 8
publicaciones en revistas cientificas con referato (6 internacionales
y 2 nacionales), ademas de 2 trabajos aceptados para su publicacion en
revistas internacionales y 2 trabajos en redaccién. Se ha obtenido
también, mediante concurso, un subsidio de viaje de la Federacioén
Furopea de Quimica Medicinal (EFMC) para asistir al XIX Simposio
Internacional de Quimica Medicinal (Turquia, Agosto—Septiembre de
2006) a presentar un trabajo vinculado al ntcleo de esta tesis. FEl
trabajo referido al descubrimiento de la actividad anticonvulsiva del
acido abiético ha sido seleccionado para su difusién a través del

servicio LeadDiscovery s DailyUpdates por considerarse de interés en
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el area de desarrollo de nuevos farmacos. Las publicaciones se detallan

a continuacioén:

e Talevi, A.; Sella—Cravero, M.; Castro, E.A.; Bruno—Blanch,
L.E. Discovery of anticonvulsant activity of abietic acid
through application of linear discriminant analysis. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 2007, 17, 1684-1690 (letter)

e Talevi, A.; Prieto, J.J.; Bruno—Blanch, L.E.; Castro, E.A.
New similarity—-based algorithm and its application to

classification of anticonvulsant  compounds. 7. Enz.
Inhib. Med. Chem. 2007, 22, pags. 253-265 (full paper)

e Duchowicz, P.R.; Talevi, A.; Bellera, C.; Bruno-Blanch, L.E.;
Castro, E.A. Application of descriptors based on Lipinski ~ s
rules in the QSPR study of aqueous solubilities. Bioorg. Med.
Chem. 2007, 15, pags. 3711-3719 (full paper)

e Bellera, C.L.; Talevi, A.; Bruno—Blanch, L.E. Aplicaciéon de
analisis lineal discriminante en la basqueda de drogas
antiepileptogénicas. Lat. Am. J. Pharm 2007, 26, pags. 244-
252 (full paper)

e Talevi, A.; Bellera, C.L.; Castro, E.A. Bruno—Blanch, L.E
Application of molecular topology in descriptor—based virtual
screening for the discovery of new anticonvulsant agents.
Drug Fut. 2007, 31 (Suppl. A), pag. 188 (resumen)

e Talevi, A.; Castro, E.A.; Bruno—Blanch, L.E. New solubility
models based on descriptors derived from the detour matrix.
J. Arg. Chem. Soc. 2006, 94, pags. 129-141 (full paper)

e Talevi, A.; Prieto, J.J.; Bruno—Blanch, L.E.; Castro, E.A. On
application of Carhart atom pairs to predict anticonvulsant
activity. Am. J. Biochem. Biotechnol. 2006, 2, pags. 199-128
(full paper)

e Prieto, J.J.; Talevi, A.,; Bruno—Blanch, L.E. Application of
linear discriminant analysis in the virtual screening of

antichagasic drugs through trypanothione reductase
inhibition. Mol. Divers. 2006, 10, pags. 361-375 (full paper)
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Trabajos aceptados.

Talevi, A.; Bellera, C.L.; Castro, E.A. Bruno—-Blanch, L.E. A
Successful Virtual Screening Application: Prediction of
Anticonvulsant Activity in MES test of Widely Used
Pharmaceutical and Food Preservatives Methylparaben and
Propylparaben. /. Comput. Aid. Mol. Des. (full paper)

Gavernet, L.; Talevi, A.,; Castro, E.A.; Bruno-Blanch, L.E
Combined Virtual Screening 2D and 3D QSAR Methodology for the
Selection of New Anticonvulsant Candidates from a Natural
Product Library. @SAR and Comb. Sci. (full paper)

Trabajos en redaccioén.

Elvira, J.E.; Talevi, A.; Bellera, C.L.; Bruno—Blanch, L.E.
Discovery of New Sulfuryl Transfer Agent: Acesulfame - An
original application of virtual screening (full paper)

Talevi, A.; Sella—Cravero, M.; Castro, E.A.; Bruno—Blanch,
L.E. Anticonvulsant profile of new anticonvulsant agent
propylparaben (letter)



“6Y qué hay con eso? iQué pasa con estar en presencia de la

nada? Hubo otros hombres que también estuvieron en presencia de

la nada y tuvieron el coraje de encerrarla en un circulo y
denominarlo ~cero ~

Fue ese cero el que permitio el vuelo de las matemdticas y con
ello uno de los mas importantes vuelos del pensamiento humano.
Los hombres que crearon el numero cero no tenian nada, pero
tenian los silencios, los lugares vacios, el aire y todo aquello
casi tan Inexistente como el olvido. Tenian la facultad de
atrapar, de aprehender con las manos abiertas innumerables cosas
y entre esas cosas la ausencia de todas las cosas encerrada en
un circulo de tinta”

Dalmiro Saenz, “Carta corregida a mi futura ex—mujer”
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