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RESUMEN

La malaria es un problema de salud publica en mas de 90 paises, habitados por un total
de 2.400 millones de personas que representa el 40% de la poblacion mundial. Las
cifras de prevalencia y mortalidad de la malaria superan las de cualquier otra
enfermedad transmisible, existiendo una urgente necesidad de descubrir nuevas
alternativas terapeéuticas para su tratamiento. La presente Tesis esta orientada a la
busqueda de nuevos compuestos antimalaricos, para lo cual se propone una estrategia de
trabajo, que incluye modelos in silico para el cribado computacional de bases de datos,
asi como la posterior corroboracion in vitro de la actividad predicha. El protocolo de
cribado virtual disefiado esta constituido por diferentes filtros computacionales, en los
que inicialmente se utilizan filtros drug likeness con el fin de optimizar
simultaneamente la potencia y la farmacocinética de los compuestos. En segundo lugar,
se pudiera emplear un filtro de similitud molecular, que permite enfocar la biblioteca
recuperada, a las estructuras de los farmacos usados como referencia. A continuacion,
se obtienen nuevos modelos mateméticos QSAR utilizando descriptores moleculares
TOMOCOMD-CARDD Yy la técnica de Analisis Discriminante Lineal. Estos modelos se
utilizan por primera vez en la confeccion de sistemas multiclasificadores, cuya ventaja
es una mayor exactitud en la identificacion virtual de compuestos antimalaricos.
Posteriormente se lleva a cabo una validacion externa con una base de datos de 13.410
compuestos con actividad antimalérica (GlaxoSmithKline), lograndose una exactitud en
la prediccion del 91,73%. Segun la metodologia propuesta, el paso final consiste en
efectuar un analisis de cluster, seleccionando compuestos segun la diversidad
estructural. Utilizando el protocolo propuesto se cribaron 24.938 compuestos de
diferentes colecciones y se seleccionaron 37 hit virtuales, que fueron evaluados in vitro
frente a Plasmodium falciparum para la determinacion de su actividad. Se identificaron
12 compuestos con actividad in vitro frente a las dos cepas utilizadas (3D7 y Dd2), que
no mostraron actividad citotoxica a la mayor concentracion evaluada (50 pM) en el
ensayo de citotoxicidad inespecifica frente a macréfagos. En el ensayo del test de
inhibicién de la biomineralizacién de la ferriprotoporfirina 1X, solo un compuesto
mostré actividad significativa y dos presentaron actividad moderada. La estrategia de
cribado farmacoldgico propuesta resulta satisfactoria, pudiendo ser utilizada por
cualquier institucién nacional o internacional interesada en la bldsqueda de nuevos

farmacos antimalaricos.



ABSTRACT

Malaria remains a serious public health problem in more than 90 countries, with a
total of 2.400 million inhabitants, representing 40% of the world's population. The
prevalence and mortality incidence exceed those of any other transmissible
disease. These data reflects the urgent need for searching new therapeutic alternatives
for treatment, as available drugs show limited benefits and high levels of resistance.
Virtual screening has recently become a useful complement to experimental high-
throughput screening for large libraries of compounds. The main aim of this thesis has
been the search for new antimalarial compounds, showing a new strategy work,
including in silico models for computational screening of database, with subsequent in
vitro corroboration of the predicted activity. According to the proposed methodology,
new mathematical models using TOMOCOMD-CARDD molecular descriptors have
been obtained and subsequently validated. The virtual screening protocol designed is
constituted by different computational filters. The first drug likeness filter optimizes the
potency and pharmacokinetics simultaneously. Then, QSAR/ADL studies are
performed for the development ofmulti-classifier systems enabling the virtual
identification of antimalarial compounds. In this way, an external validation of a ef
13.410 antimalarial compounds database (GlaxoSmithKline) was carried out, achieving
a prediction accuracy of 91.73%. According to the current methodology, an additional
filter based on molecular similarity can be used in virtual screening process for
obtaining the final cluster analysis. According to the described protocol, 24.938
compounds were screened and 37 virtual hit were detected and subsequentlywhichwere
evaluated in vitro against P. falciparum to determine its activity. Only 12 compounds
showed in vitro activity against the two strains tested (3D7 y Dd2). No cytotoxic
activity was observed at the highest concentration tested (50 uM) in unspecific
cytotoxicity assay against macrophages. The ferriprotoporphyrin  (FP) IX
biocrystallization inhibition test (FBIT) was also performed. Only one compound
showed significant activity and two molecules moderate activity. The current results
suggest the usefulness of the pharmacological screening strategy proposed in this
research for the identification of new antimalarial compouds. In this sense, this
methodology could be used by any national or international institution interested in the

search for new antimalarial drugs.
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Introduccion

1. INTRODUCCION
"Detras de las estadisticas y graficas se esconde una tragedia grande e
innecesaria: la Malaria, una enfermedad completamente prevenible y
tratable, todavia arrebata la vida de un nifio africano cada minuto™ (World
Malaria Report: 2012).

Dentro de las enfermedades parasitarias, el paludismo o malaria es la mas
importante si tenemos en cuenta el numero de individuos que enferman anualmente y su
impacto socioecondémico [1]. La prevalencia se estima en unos 300-500 millones de
casos clinicos y la mortalidad en 1-2 millones de personas anuales [2], cifras que
superan las de cualquier otra enfermedad transmisible [1]. La malaria es una
enfermedad infecciosa, producida por un protozoo intracelular del género Plasmodium.
Existen 5 especies que pueden infectar al hombre, Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
ovale, P. malariae y, recientemente, se ha descubierto que P. knowlesi (originario de los
primates), puede infectar también a humanos, especialmente en la zona de Malasia y
Borneo [3, 4]. Durante la pasada década, las inversiones realizadas en la prevencion y
control de esta enfermedad han tenido un impulso sin precedentes que han salvado mas
de un millén de vidas. Sin embargo, todavia existe transmision de malaria en 99 paises
y solamente en 2010, la enfermedad caus6 un estimado de 655.000 muertes en Africa
Subsahariana, principalmente en nifios menores de cinco afios de edad [5].

Los parasitos se transmiten por la picadura de la hembra del mosquito Anopheles
y la forma mas frecuente y grave de la enfermedad se debe a P. falciparum. De forma
general, las manifestaciones clinicas consisten en escalofrios y palidez cutanea, que se
alterna con sensacion de calor y rubefaccion cutéanea, sequedad e hipertermia.
Frecuentemente, el paroxismo febril se acompafia de cefalea, mialgias,
hepatoesplenomegalia y anemia [6]. La infeccion por P. falciparum puede complicarse
con un cuadro de malaria grave, caracterizada por una anemia importante (hematocrito
<20%), hiperparasitemia (>5%), hipoglucemia, afectacion renal, afectacion cerebral con
alteracion de la conciencia y coma [6]. Las infecciones causadas por otras especies
cursan de forma mas leve, ademas P. vivax y P. ovale, pueden originar formas latentes
en el higado, hipnozoitos, responsables de recidivas al abandonar la zona endémica. En
el caso de P. malariae, puede originar episodios febriles muchos afios méas tarde y

asociarse a un sindrome nefrético [3].
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La transmision de la malaria varia entre regiones, incluso en un mismo pais;
depende de la especie del parasito, sus propiedades y las de los vectores, las condiciones
ecologicas que intervienen en la transmision de la parasitosis y factores
socioecondémicos [5]. La diversidad genética le confiere a Plasmodium la capacidad
para evadir la respuesta inmune del hospedador y producir variantes resistentes a
medicamentos y vacunas, siendo esto en gran parte, responsable del éxito de la
supervivencia de este pardsito en la historia evolutiva, asi como del fracaso de las
medidas empleadas con el objetivo de erradicarlo [7].

El tratamiento ha sido posible durante muchos afios gracias a la existencia de un
namero restringido de farmacos presentando cada uno de ellos una serie de limitaciones
de tipo farmacoldgico, aunque el mayor problema es la aparicion de resistencias [8].
Los farmacos de mayor utilizacion como la cloroquina (CQ) y la asociacion de
sulfadoxina + pirimetamina presentan beneficios limitados y en determinados casos son
de una eficacia cuestionable debido a los fendbmenos de resistencia [9-11]. Se han
descubierto indicios de resistencia también a las artemisininas en cuatro paises de la
subregion del Gran Mekong: Camboya, Myanmar, Tailandia y Vietnam [5]. Todo esto
pone de manifiesto la imperiosa necesidad mundial de desarrollar nuevos antimalaricos
(AMs) y el importante desafio que supone esta empresa [3].

Asi mismo el desarrollo y lanzamiento de un nuevo farmaco al mercado requiere a
la industria farmacéutica una media de 12 afios, pudiendo llegar a 20, y unos costes de
aproximadamente 850 millones de euros [12]. En la actualidad se han realizado grandes
esfuerzos para lograr més eficiencia en la seleccion de compuestos antimalaricos. Tal es
el caso de la utilizacion de cribados automatizados de alto rendimiento (HTS, por sus
siglas en inglés) sobre la coleccion de productos de GlaxoSmithKline (GSK), a través
de los cuales se han identificado mas de 13.000 compuestos activos en cepas de P.
falciparum [13]. Estos resultados son solamente la punta del "iceberg” y requieren
inversiones sustanciales para que esto consolide [14], ya que muchos de los compuestos
analizados pueden no tener las condiciones necesarias para llegar a ser farmacos.

El descubrimiento de nuevos usos para farmacos ya existentes, conocido como
"drug repositioning" o reutilizacion, ha aumentado su popularidad en los Gltimos afios
sobre todo para las compafiias farmacéuticas, ya que se extiende a los mercados para un
compuesto con un menor riesgo financiero y por consiguiente menos tiempo. El anélisis

de la literatura refleja varios ejemplos del uso de HTS, para medicamentos aprobados
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por la FDA (siglas en inglés de Agencia de Alimentos y Medicamentos del gobierno de
los Estados Unidos), que son activos frente a otras dianas, incluyendo enfermedades
olvidadas como tripanosomiasis africana, enfermedad de Chagas, tuberculosis y
malaria. Sin embargo, hay pocos ejemplos de la utilizacion previa de los métodos in
silico con este propdsito [14]. Dentro de estas técnicas, el cribado virtual (CV) tiene la
ventaja de ser mas economica (ahorro en compra de reactivos y robotizacion), rapida, y
permite tener en cuenta una cantidad de compuestos del orden de billones, cifra
impensable experimentalmente [12]. Todo esto mejora la eficiencia y aporta
racionalidad a la basqueda de nuevos AMs.

El CV puede aplicarse siguiendo un protocolo que contiene diferentes pasos de
filtrado, de manera que logre una reduccion del nimero de compuestos candidatos a ser
examinados experimentalmente. Dichos filtros se aplican de forma secuencial de
acuerdo con el nivel de requerimientos computacionales que utiliza cada una de las
técnicas (de menor a mayor coste de calculo) y la complejidad de la informacién
necesaria para cada una de ellas [12]. De esta forma, primeramente, a partir del analisis
de las estructuras de los compuestos en estudio, se seleccionan las moléculas que
poseen propiedades de farmaco (drug likeness), de interés con el fin de optimizar
simultaneamente la potencia y la farmacocinética. Después, pueden aplicarse modelos
de similitud para seleccionar compuestos focalizados hacia un tipo de estructura (s)
concreta (s) [12].

Por otra parte los estudios de Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad
(QSAR, por sus siglas en inglés) se han utilizado ampliamente en el modelizacion de
disimiles propiedades moleculares de naturaleza fisica, quimica y bioldgica, siendo
actualmente, el enfoque mas utilizado en el disefio de farmacos [15]. Este tipo de
analisis es muy util y generalmente es utilizado como principal herramienta en la
seleccion de compuestos durante el protocolo de CV. Existen muchas técnicas que
describen bien la actividad biolégica, pero el Andlisis Discriminante Lineal (ADL) se
destaca por su simplicidad, y ademéas su uso ha sido ampliamente descrito para la
clasificacion de compuestos quimicos [15, 16]. De igual forma los sistemas
multiclasificadores (SMCs) son otra potente herramienta en la modelizacion de la
actividad biolégica y en la recuperacion temprana de compuestos bioactivos a través del
cribado virtual basado en ligando (CVBL) [17-23]. Después de todo este protocolo de
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CV, quedan seleccionados un grupo relativamente pequefio de compuestos para los
ensayos in vitro.

Protocolos de CVBL en forma de "cascada" secuencial, como la descrita
anteriormente, se han utilizado para el estudio de compuestos anti-VIH [12], asi como
para inhibidores de la enzima tirosinasa [15]; sin embargo, no se ha descrito una
metodologia de este tipo para la identificacion de nuevos AMs.

Por todo lo anterior se plantean los siguientes aspectos:

Problema cientifico:

No se conoce una estrategia de cribado farmacoldgico que integre métodos in
silico e in vitro fiables, rapidos y econdémicos para el descubrimiento de nuevos
compuestos que contribuyan al tratamiento de la malaria, la cual es la enfermedad

parasitaria de mayor morbilidad e impacto socioeconomico.

Hipétesis:

Es posible identificar compuestos con actividad antimalarica utilizando un
protocolo de cribado virtual compuesto por varios filtros, computacionales, en donde el
modelo QSAR Yy el sistema multiclasificador, constituya el principal “interruptor” del
proceso de decision multicriterial; asi como la corroboracion experimental de la

actividad predicha, mediante ensayos in vitro.

Objetivo General:

Proponer una nueva estrategia de tamizaje farmacologico para el descubrimiento
de potenciales farmacos antimaléaricos, a traveés del empleo jerarquico de nuevos
“filtros” in silico e in vitro, que permitan el cribado de bases de datos de compuestos
quimicos y la posterior corroboracion experimental de dicha actividad, para los

candidatos mas prometedores.

Objetivos especificos:
v Desarrollar y validar modelos QSAR predictivos que permitan la discriminacion
de la actividad antimalarica utilizando descriptores moleculares TOMOCOMD-

CARDD (Disefio Computacional Topolégico Molecular, médulo de Disefio
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Racional de Farmacos asistido por Ordenador), y ADL(Analisis Discriminante
Lineal).

v/ Obtener un sistema multiclasificador ensamblado a partir de los modelos QSAR
obtenidos considerando la diversidad entre los clasificadores.

v Realizar CV de cuatro bases de datos siguiendo un protocolo "paso a paso™ para
identificacion de compuestos con posible actividad antimalarica.

v" Determinar la actividad de los compuestos seleccionados por el protocolo de
CV frente a P. falciparum, mediante el microtest in vitro basado en
fluorescencia usando SYBR-green I.

v Determinar la citotoxicidad inespecifica en macréfagos de la linea J774 de
aquellos compuestos que mostraron actividad in vitro frente a P. falciparum.

v Evaluacion de la actividad antimalérica in vitro en el test de inhibicion de la

biomineralizacion de la ferriprotoporfirina IX (FPIX).

La novedad cientifica de este trabajo se fundamenta en la obtencion de nuevos
modelos matematicos y la propuesta de una nueva estrategia de tamizaje farmacolédgico
para el descubrimiento de potenciales farmacos AMs.

El aporte tedrico de esta investigacion esta dado, fundamentalmente, en el
descubrimiento de nuevos compuestos con actividad antimalarica, tanto de origen
natural, sintético, semisintético; asi como a partir de farmacos con otros usos.

El aporte préactico de la Tesis radica, principalmente, en la propuesta de un
nuevo método de CVBL que puede ser utilizado por cualquier institucion nacional o
internacional interesada en la busqueda de nuevos farmacos AMs. Ademas, se
conformd, por primera vez, una base de datos heterogénea de compuestos quimicos y
productos naturales con actividad antimalérica, la cual puede ser utilizada por
investigadores interesados en esta actividad, como material de referencia o soporte para
la generacion de nuevos modelos QSAR.

El aporte metodologico se basa en que con la utilizacion de una filosofia de
trabajo similar a la empleada en la presente investigacion se pueden desarrollar nuevas
estrategias de cribado farmacoldgico para el descubrimiento de farmacos con otras

actividades bioldgicas integrando modelos in silico e in vitro.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Malaria
2.1.1. Historia de la enfermedad

Las fiebres palldicas fueron descritas por Hipdcrates 400 afios antes de J.C. No
solamente se diagnosticaba la enfermedad sino que se realizaban prondsticos acerca de
su evolucion a pesar del desconocimiento de su etiologia. Los términos empleados mas
comunmente, malaria y paludismo, también conservaban algunas imprecisiones. Al
igual que la palabra malaria (mal aire) resultaba incorrecta al sefialar como origen de la
enfermedad la transmision por el aire, el término paludismo (de “palus”, terreno
pantanoso) podia hacer pensar que solo se producia en aguas estancadas [17].

Al paludismo se le atribuyeron varios origenes que van desde el origen teldrico
relacionandolo con la insalubridad de las aguas pantanosas al considerar que el aire
estaba cargado de particulas nocivas culpables de las fiebres. Otros autores atribuyeron
que era el suelo con materia organica en descomposicion y agua subterranea el que
facilitaba la existencia de la enfermedad [18].

Para algunos naturalistas, el agente causal del paludismo eran protistas que incluia
infusorios, animales, bacterias, diatomeas y hongos [19]. La teoria bacteriana del
paludismo aparecio a raiz de las investigaciones de Klebs y Tommasi-Crudeli que
describieron el "Bacillus malariae™ en 1879 [20]. Ellos observaron ciertos bacilos y
filamentos muy largos en cultivos con agua y tierra procedente de las paludicas Lagunas
Pontinas italianas, asi como en la sangre de conejos inoculados y en enfermos de
malaria [21]. Las ansias por describir la etiologia de la enfermedad, el éxito de la
Bacteriologia y las dificultades para explicar la transmision del paludismo,
contribuyeron a que esta hipdTesis fuese aceptada durante varios afos.

El protozoo fue descrito por primera vez en la sangre de un paciente por Charles
Laveran en 1880, que observé al parésito en un frotis sin tefiir de sangre fresca [22].
Charles Alphonse Laveran (1845-1922) por sus trabajos recibio en 1907 el Premio
Nobel de Fisiologia y Medicina. La asignacion de rango taxonomico al hematozoario
fue costosa. Laveran lo denominoé Oscilaria malariae y Hematozoon malariae. Osler, lo
nombré Hematomonas malariae. Labbé lo denomin6 Haemamoeba laverani y
Mestschnikoft en 1887 Haematophyllum malariae. Los italianos Golgi, Grassi y Feletti

admitieron cinco especies pertenecientes al género Haemamoeba sp: Haemamoeba
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malariae, H. vivax, H. precoz, H. inmaculata y otra perteneciente al género Laverania
sp: Laverania malariae. Definitivamente Marchiafava y Celli, en 1885 aceptaron el
nombre de Plasmodium malariae [18].

Una vez demostrada la existencia de una especie de protozoo causante del
paludismo los malariélogos se sumieron en un nuevo dilema. Laveran sostenia que sélo
una especie del hematozoario causaba los distintos tipos de paludismo, admitiéndose
esta hipdTesis en Francia. En otros paises como Italia, Inglaterra, Alemania y Estados

Unidos eran mas partidarios de la existencia de varias especies [18].

2.1.2. Etiologia

La enfermedad en el hombre esta causada principalmente por cuatro especies de
Plasmodium: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae. De ellas, P.
falciparum es el responsable del 95% de las muertes, pero la especie mas prevalente es
P. vivax. En cuanto a la distribucion geografica, P. falciparum y P. malariae se
encuentran especialmente en Asia y Africa, P. ovale se encuentra de forma casi
exclusiva en Africa y P. vivax predomina en Latinoamérica, India, Pakistan, Oceania y,
mas raramente, en Africa [6].

Recientemente, P. knowlesi, una especie que se encuentra naturalmente en
Macaca fascicularis y Macaca nemestrina ha demostrado ser capaz de provocar la
infeccion en seres humanos. La infeccion por P. knowlesi es frecuente en el sureste de
Asia aunque se han descrito casos importados en los paises europeos debido a
programas de ecoturismo en las zonas boscosas de la region [23-25]. Debido a su
elevado potencial para replicarse rapidamente con un desarrollo de la fase eritrocitica de
24 h, P. knowlesi ha aumentado la preocupacion en la comunidad médica. Este parasito
muestra una tasa de mortalidad que es comparable, si no superior, a la de la malaria por
P. falciparum y la gravedad de la infeccion se asocia significativamente con alta
parasitemia. No obstante, no son frecuentes casos de malaria por P. knowlesi con
valores de hiperparasitemia, excepto en Borneo, Malasia [25, 26].

La identificacion microscopica de P. knowlesi se dificulta para muchos

laboratorios debido a la similitud morfoldgica con P. falciparum y P. malariae.
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2.1.3. Epidemiologia

Actualmente, la malaria representa la enfermedad parasitaria de mayor
importancia mundial al generar entre 300-500 millones de casos/afio en todo el mundo y
cerca de 2 millones de muertes en el mundo [2]. Estas cifras explican el hecho por el
cual, el producto interno bruto (PIB) de los paises donde la malaria es prevalente, se
haya reducido en 50% durante los Gltimos 20 afios, comparado con el de los paises no
malaricos [27, 28].

Segun el indice de parasitemia, podemos clasificar la geografia mundial en:

— Areas Hipoendémicas: en ellas, menos de un 10% de la poblacion se ve afectada.

- Areas Mesoendémicas: entre un 11 y un 50% de afectacion.

- Areas Hiperendémicas: las cifras alcanzan entre un 51 y un 75%.

- Areas Holoendémicas: mas de un 75%. En ellas, un ser humano puede ser picado por
un mosquito mas de una vez al dia. Es tipica la presencia de parasitos en sangre
periférica sin sintomas, y se asocia a anemia crdnica y secuestro en la microcirculacion
placentaria [22].

P. falciparum es la especie de mayor abundancia global y el que provoca una
mayor gravedad de la enfermedad, sin embargo P. vivax es el parasito méas frecuente en
el continente americano, siendo Brasil y Colombia los paises que presentan la mayor
incidencia de malaria. P. vivax genera alrededor de 70-100 millones de casos clinicos
que representan alrededor del 20% de la malaria mundial, pero ha tenido una expansién
sostenida los dltimos 30 afios y ha comenzado a mostrar resistencia a los tratamientos
estandarizados [22]. Adicionalmente esta especie se caracteriza por recidivas debido a la
permanencia crénica del parasito en forma de hipnozoitos, en el tejido hepatico [29, 30].
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_. Paisescontransmision contirmia de malatia yresistencia alm enosa uninsecticida

U0 Paisescontransmision continia de moalaria sin reportes de resistencia ainsecticidas
Mo aplicable
Areas certificadashibres de malaria v/0 sin transmisién continua por mdsde una década

Figura 1. Paises con transmisién de malaria, donde se ha identificado resistencia a
insecticidas al menos en uno de sus principales vectores.
Editado de: World Malaria Report: 2012, WHO Global Malaria Programme

La resistencia del parasito a los farmacos antipaludicos sigue siendo un peligro
real y siempre presente para los avances conseguidos hasta ahora. Un medio para
contener la emergencia y la propagacion de la resistencia a los fa&rmacos antipaludicos
consiste en proporcionar pruebas de diagndstico a todos los pacientes con sospecha
clinica de paludismo y administrar el tratamiento antipalidico Gnicamente a quienes
tengan confirmada la infeccién por Plasmodium spp. [5].

Otra grave preocupacion concierne al rapido aumento de la resistencia a los
insecticidas. Actualmente, existe dependencia de los piretroides, ya que son los
insecticidas mas usados para tratar las redes mosquiteras y para la fumigacion
intradomiciliaria. Se ha informado resistencia a estos en 27 paises africanos y en 41 de
todo el mundo. Si no se gestiona de un modo adecuado, esta resistencia constituye una
amenaza potencial para futuros avances en el control del paludismo [22].

En un nimero creciente de paises del sureste asiatico se ha observado resistencia a
la artemisinina, un componente fundamental de algunos de los farmacos utilizados en el

tratamiento del paludismo producido por P. falciparum [22].
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En Espafia, el paludismo dej6 de ser una enfermedad endémica en 1964, fecha en
la que Espafia recibio el certificado oficial de erradicacion. Desde entonces, su patron
epidemioldgico ha cambiado, presentandose en forma de casos importados de viajeros a
paises endémicos, con un incremento debido el aumento de los viajes a paises
tropicales. En los ultimos afios se han detectado en torno a 300 casos anuales segun el

registro de Enfermedades de Declaracion Obligatoria [6].

2.1.4. Impacto economico de la Malaria

El paludismo produce pérdidas economicas importantes, que, a largo plazo, han
llevado a diferencias considerables entre los valores del PIB de los paises con y sin
paludismo (sobre todo en Africa). Los costos sanitarios de esta enfermedad incluyen
gastos tanto personales como publicos en prevencion y tratamiento. En algunos paises

con gran carga de paludismo, la enfermedad es responsable de: [22]

o Hasta un 40% del gasto sanitario publico.
e Un 30% a 50% de los ingresos en hospitales.

o Hasta un 60% de las consultas ambulatorias.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describe que se necesita un estimado
de US$ 5.100 millones por afio entre 2011 y 2020 para alcanzar el acceso universal a las

intervenciones en malaria y actualmente, solo hay disponibles US$ 2.300 millones [5].

En la actualidad el gasto en el tratamiento de la enfermedad es muy superior al de
las pruebas de diagnostico rapido (PDR), pero se espera que disminuya por la estrategia
de ampliar la prueba parasitoldgica a todos los casos sospechosos de malaria antes de
usar el tratamiento. Con los precios actuales de las PDR y las terapias combinadas con
artemisina (TCA) (0,50 ddlares para las PDR y 1,40 dodlares para la combinacion de
arteméter-lumefantrina), y el estricto cumplimiento del protocolo de tratamiento, el
ahorro en materias primas podria llegar a 68 millones de dolares en el sector publico de
la region africana [5]. De igual manera el acceso universal a las redes mosquiteras
tratadas con insecticida en Africa en 2015, podria reducir entre 31 y 48 millones el

numero de casos de paludismo que acuden a centros de salud publica [31].
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2.1.5. Morfologia del parasito

Los miembros del género Plasmodium, son parasitos intracelulares de eritrocitos y
de otras células (hepatocitos), que pertenecen al phylum Apicomplexa y se caracterizan
morfolégicamente, por la presencia del complejo apical, integrado por: anillos polares,
las roptrias, los micronemas, la prominencia apical y los microtibulos subpeliculares
(Figura 2). El mismo, en algunas de las fases paréasitas, guarda estrecha relacion con la
invasion celular e inicio de la division, como se ha demostrado mediante el microscopio
electrénico, en el oocineto y el esporozoito, que pertenecen al ciclo sexual, asi como en

el merozoito [32].

Mitocondria

Apicoplasto Microtibulos

Nicleo

Prominencia

! / apical

Membrana Roptrias

plasmatica

Cisterna pelicular

Ribosomas

Figura 2. Morfologia del merozoito del género Plasmodium.
Editado de: Parasitology Today, 2000, 16, 427-433.

De las cuatro especies principales del género Plasmodium que parasitan al
hombre, tres de ellas pertenecen al subgénero Plasmodium: Plasmodium (Plasmodium)
vivax, P.(P.) malariae y P. (P.) ovale; mientras que uno pertenece al subgenero

Laverania: Plasmodium (Laverania) falciparum [1].
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2.1.6. Ciclo bioldgico

Plasmodium es un protozoo con un ciclo de vida bastante complejo que
comprende una fase asexual o esquizogonia en el hospedador humano, y una breve fase
sexual obligatoria en el mosquito vector. En el humano, la infeccion comienza con la
picadura de la hembra del género Anopheles infectada, la cual introduce las formas del
parasito denominadas esporozoitos [7], los cuales muestran una selectividad particular
por las células hepaticas, en donde el parésito se desarrolla y genera el esquizonte
hepatico (ciclo pre-eritrocitico), que en unas dos semanas se rompe, dejando en libertad
a miles de merozoitos hepéticos (10.000 a 30.000 merozoitos) que entran en el torrente
circulatorio e invaden los glébulos rojos [32].

Una vez que el parésito invade los eritrocitos comienza una nueva fase,
denominada ciclo eritrocitico . La invasion es extremadamente rapida ¢ 30 segundos) y
contintia con la formacion de una vacuola parasitofora donde se localiza el paréasito [33],
que en esta fase se denomina anillo. A partir de 15 h post-invasion existe un progresivo
incremento en la actividad metabdlica y biosintética dentro de la célula infectada y el
parasito pasa al estadio de trofozoito caracterizado al microscopio por presentar un
pigmento caracteristico denominado hemozoina [34, 35].

El parésito de la malaria aunque tiene una mitocondria, carece de un ciclo de
acido citrico funcional por lo que se piensa que es totalmente dependiente de la
glucdlisis para su abastecimiento energético [35]. A medida que el parasito madura, la
tasa de utilizacion de glucosa y la produccion de acido lactico se incrementa hasta 100
veces en el eritrocito infectado [36]. Mediante endocitosis el parésito retiene porciones
del citoplasma del eritrocito dentro de vesiculas que se fusionan con la membrana
digestiva interna o la vacuola alimenticia. Aqui las proteinas de la célula hospedadora,
principalmente hemoglobina (Hb), son digeridas a pequefios péptidos que se utilizan
como fuente de aminoacidos para el parasito. Al mismo tiempo, existe una elevada
actividad de sintesis de ex novo de ADN contrastando marcadamente con la incapacidad

del eritrocito normal para sintetizar macromoléculas [35, 37].
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Malaria
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Figura 3. Ciclo de vida de Plasmodium spp.

Tomado de:

http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/parasitologia/paludismo.htmL

Aproximadamente a las 40 h post-invasion se puede observar en el parésito el
comienzo de la division esquizogoénica. El esquizonte dara lugar a 20-30 merozoitos que
son liberados cuando la celula hospedadora finalmente se escinde a 48 h post-invasion.
Cada uno de los merozoitos liberados es capaz de invadir otro eritrocito y, por tanto,
repetir el ciclo. Tras varias esquizogonias, las divisiones en los eritrocitos se
sincronizan, por lo que el hospedador sufre de ataques febriles periodicos. Los
fragmentos celulares y los cuerpos residuales que no se han digerido por el parasito se

liberan a la circulacion durante la lisis de los eritrocitos y son los responsables de los
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ataques de fiebre ya que desencadenan una liberacion de citoquinas por parte del
hospedador [38, 39].

La duracion del ciclo asexual en el hombre varia dependiendo de la especie, de
48-50 h en P. vivax, P. ovale y P. falciparum y 72 h en P. malariae, resultando en el
patron de fiebres tercianas o cuartanas observado en los distintos tipos de malaria
humana [35]. A pesar de que la mayoria de los merozoitos que invaden los eritrocitos
desarrollan el ciclo asexual, una pequefia fraccion puede dar lugar a células sexuales
masculinas y femeninas que se denominan gametocitos. Cuando un mosquito vuelve a
picar al individuo, los gametocitos que ingieren con la sangre, debido a la menor
temperatura y a la presencia de &cido xanturénico en el estomago del insecto, se
desarrollan en gametos que luego dan lugar a los macro y microgametocitos [35, 40].

La fecundacion, que se produce en el estobmago del mosquito, genera un cigoto
diploide, que se transforma en un ooquineto que, tras atravesar las paredes del
estdmago, se localiza en la lamina basal y segrega una cubierta ooquistica. Este ooquiste
crece y experimenta una esporogonia que rinde un gran numero de esporozoitos, por
ello a esta fase del ciclo en el interior del mosquito se la conoce como ciclo
esporogoénico. La mayoria de estos esporozoitos se dirigen al interior de las glandulas
salivales, desde donde se inyectaran a un nuevo hospedador vertebrado a través de una

nueva picadura e iniciando nuevamente el ciclo [35, 41].

2.1.7. Invasion celular. Cambios en la membrana del eritrocito infectado

Los merozoitos hepaticos, con su complejo apical, reproducen los eventos
parasito-celulares al invadir, en forma selectiva, a los eritrocitos; asi, los merozoitos
hepaticos de P. vivax seleccionan determinantes (antigeno Duffy) de los eritrocitos
jovenes (reticulocitos); mientras que los de P. falciparum, seleccionan a la glicoforina
(glicoproteina de la membrana eritrocitica). El desarrollo del parésito en el interior de la
vacuola parasit6fora del eritrocito, se ve afectado por el tipo de Hb y la presencia de la
enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, entre otros, como se vera mas adelante [35].

A continuacidn, se establece una estrecha union entre el parasito y el eritrocito,
seguida de la activacion de un motor actina-miosina que impulsa la entrada del parésito
(Figura 4). Estas acciones coinciden con la secrecion de lipidos y proteinas (incluido
proteasas) desde el aparato conoidal, produciendo una ruptura en la conexién de las

proteinas integrales de membrana con la red del citoesqueleto. Finalmente, el ingreso
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del parésito produce la invaginacion de la membrana del eritrocito dando origen a la
vacuola parasitdfora [35, 42].

P. falciparum se diferencia de otras especies de Plasmodium en las alteraciones
que se producen a nivel de las proteinas de membrana del eritrocito hospedador, que se
relacionan con los sintomas mas graves de la enfermedad [43, 44]. La forma de anillos
es practicamente la Unica que se observa en los frotis de sangre periférica de las
personas infectadas con P. falciparum, dado que los eritrocitos que albergan las formas
maduras son secuestrados en diferentes 6rganos y no circulan [35]. El fenotipo adhesivo
de las especies de P. falciparum estd asociado con los knobs, los cuales se componen
principalmente de las asociaciones knob-proteinas ricas en histidina (KAHRP, del
inglés knob-associated histidine rich protein). Estos knobs actian como plataformas
para la presentacion de proteinas de citoadherencia exportadas por el parasito; como
por ejemplo, la proteina 1 de P. falciparum presente en la membrana de eritrocito
(PFEMP-1, del inglés P. falciparum erythrocyte membrane protein 1) [35, 45]. PFEMP-1
se considera la principal responsable de la adhesion a las células endoteliales y a otras
células vasculares del hospedador [35, 46, 47]. De esta forma se transforma una célula
inerte y altamente diferenciada como es el eritrocito, en una maquinaria adhesiva que

acttia como incubadora para la eficiente replicacion del parasito [35].
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Membrana
del parasito ™~

T Mcmlbranla
del eritrocito
infectado

Figura 4. llustracion de proceso de invasion del eritrocito por el merozoito de P. vivax.
a. Interaccidn inicial mediada por ligandos. b. Reorientacion y formacion de salida. c.
En la ampliacién se detalla la fuerte union al eritrocito. d. Entrada y formacién de
vacuola parasitofora. e. Movimiento de ingreso dirigido por el motor de actina-miosina.
f. Invaginacion y re-sellamiento de la membrana del eritrocito y la vacuola parasitofora.
Editado de: Méndez-Cuadro, D. M. (2011).

2.1.8. Fisiopatologia del paludismo

La fisiopatologia de la malaria y las manifestaciones clinicas estan estrechamente
ligadas a la especie de parasito, su ciclo de vida y a la inmunidad del hospedador. Los
sintomas clasicos de la malaria corresponden con la ruptura del gran nimero de
esquizontes circulantes que liberan merozoitos a la sangre [48, 49] activando los
macrofagos. La molécula del parasito con mayor potencial para estimular macrofagos,
son los fragmentos de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) [50]. La estimulacion de los
macréfagos por esta molécula induce la produccion de citoquinas proinflamatorias y
altas concentraciones de Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a), que generan un estado
de inflamacion sistémica produciendo los sintomas clésicos de la malaria [51, 52].

P. falciparum es la especie de Plasmodium que produce un mayor secuestro de
parasitos en la microcirculacién, debido a la expresién de moléculas de adherencia en su

membrana y a las alteraciones que causa en los eritrocitos que parasita [50, 53]. Este
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fendmeno produce enlentecimiento del flujo sanguineo en los capilares, con hipoxia,
aumento local de citocinas, glucélisis anaerdbica y acidosis lactica [50, 54], que son
claves para explicar muchas de las manifestaciones y complicaciones de la infeccién
[50, 55]. El secuestro de P. falciparum evita que este sea depurado por el bazo, favorece
su multiplicacion y aumenta su supervivencia en las vénulas poscapilares donde hay
menor presion de oxigeno, y en consecuencia menor estrés oxidativo [50]. Estos
fendmenos no se producen en las infecciones por las otras tres especies de Plasmodium
y en ellas pueden verse en sangre periférica parasitos en todas sus formas de desarrollo.
Los periodos de incubacidon habitualmente son de 13-28 dias, pero pueden ser
muy variables, oscilando entre 7 dias y 9-12 meses en el caso de P. vivax. [50, 54]. Se

ha comunicado un caso con periodo de incubacion de tan solo tres dias [50, 54, 56].

2.1.9. Clinica del paludismo

Las manifestaciones clinicas se deben sOlo a las formas asexuadas de la
esquizogonia hematica, ya que ni las exoeritrociticas (intrahepaticas), ni las sanguineas
sexuadas (gametocitos) producen sintoma alguno. Estas estan influidas por factores
dependientes del parasito y del hospedador, por ejemplo: P. ovale y P. vivax parasitan
solo los hematies mas jovenes, P. malariae los mas viejos y P. falciparum tiene
capacidad de parasitar los de todas las edades siendo sus parasitemias mucho mayores.
En cuanto al hospedador, el grado de inmunidad, innata o adquirida, que este pueda
presentar (semi-inmunidad), influye en las manifestaciones del paludismo. Hay una
serie de factores protectores innatos:

v Receptores de membrana en eritrocitos

La invasion de las células sanguineas es posible gracias a la presencia de un
receptor especifico localizado en la membrana del eritrocito. En el caso de P. vivax este
receptor esta relacionado con el antigeno del grupo sanguineo Duffy y como la mayoria
de la poblacion del Africa Occidental es negativa para el fenotipo Duffy, esta poblacion
es resistente a la infeccion por P. vivax. Sin embargo P. falciparum utiliza como sitio de
unién a las glicoforinas, una familia de sialoglicoproteinas de membrana [57].

v Tipos de Hb

La anemia falciforme se caracteriza por la presencia de una Hb de tipo S. Dentro

de los eritrocitos con Hb S, el paréasito crece con dificultad. Los individuos portadores

solamente de Hb S (homocigotos) generalmente fallecen muy tempranamente, antes de
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alcanzar la edad reproductiva, y por consiguiente, no pueden transmitir el gen recesivo a
la siguiente generacion. Sin embargo se conoce que en las zonas malaricas, los
individuos que tienen una mezcla de las dos hemoglobinas S y A (heterocigotos) tienen
ventaja frente a los individuos que poseen solamente Hb normal A. En estas
condiciones, la heterocigosidad para la Hb S confiere una ventaja selectiva en aquellas
regiones infectadas por P. falciparum. Existen otras formas de Hb, menos frecuentes
que la Hb S, que también son adaptaciones frente al parasito: la Hb C (en Africa
occidental), y la Hb E, en la India y las islas de Indonesia [6].
v" Deficiencias enzimaticas

La deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la enzimopatia mas
comun en el ser humano y el quinto defecto congénito mas comadn a nivel mundial. El
gen relacionado esta localizado en el cromosoma X (ligado al sexo femenino) y en su
deficiencia provoca que los eritrocitos sean muy susceptibles al dafio oxidativo debido a
una disminucion del poder reductor (disminucion del glutation reducido). Existen
evidencias in vitro de que eritrocitos con deficiencia de G6PD, son menos suceptibles a
la infeccidn por Plasmodium, pero la evidencia en la poblacion es controvertida y los
estudios han arrojado tanto resultados que soportan el caracter protector como
resultados que no lo soportan [57]. En muchas poblaciones mediterraneas, existe otro
grupo de anomalias genéticas que confieren resistencia natural al paludismo, son las a y
R- talasemias. En estos casos, se producen mutaciones que reducen la cantidad de
cadena o 0 13 de la Hb, segun sea el caso. Al igual que en las situaciones anteriores, las
talasemias estan relacionadas con un menor crecimiento del parasito intraeritrocitario y
un mayor estrés oxidativo [6].
A continuacion se mencionan las manifestaciones clinicas mas frecuentes en la malaria:

v" Paludismo no complicado

Los sintomas iniciales son inespecificos y comunes a las cuatro especies. El
principal, la fiebre, aparece al romperse los hematies parasitados. Esta ruptura al inicio
es anarquica, por lo que el patron de fiebre es irregular. Posteriormente se sincroniza,
sin conocerse el mecanismo, y se hace ciclica: fiebres cuartanas (cada tres dias) en P.
malariae y fiebres tercianas (cada dos dias) en las otras tres especies. Suele
acompanarse de escalofrios, cefaleas y artromialgias [58].
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En P. malariae, la infeccion inicial (primo-invasion) puede pasar inadvertida, con
parasitemias muy bajas, indetectables con microscopia y persistir asi durante 20-30
afnos, al cabo de los cuales puede manifestarse como una fiebre cuartana [59, 60].

v" Paludismo grave o complicado

La OMS ha establecido una serie de criterios que definen la malaria grave o
complicada. La menor o mayor gravedad de la enfermedad estard determinada por el
numero de criterios de gravedad que tenga el paciente [58].

La malaria cerebral se caracteriza por signos clinicos variados, pero en todos hay
pérdida parcial de la consciencia. Entre los signos prodromicos estan la fiebre de 40 °C
y/o presencia de dolor de cabeza, somnolencia, delirio, confusion. Puede haber cambios
en el comportamiento en las primeras fases y agitacion, mania y subsiguiente coma. Los
signos son los de una encefalopatia.

El paludismo algido es raro pero generalmente fatal y es consecuencia de una
infeccion con colapso y fallo vascular periférico. Los signos mas caracteristicos son
parecidos al shock quirdrgico; piel péalida, fria y himeda, unido a respiracion
superficial, pulso rapido y débil con baja presion sanguinea, junto a temperatura por
debajo de lo normal.

También se puede presentar el sindrome hepatorrenal por paludismo debido a P.
falciparum. Un 50% de los pacientes tienen aumentada la urea en sangre y los niveles
de creatinina sérica, aunque la causa es prerrenal, ya que de estos, solo el 5- 10% tienen
un verdadero fallo renal. Esto es causado por una necrosis tubular aguda por dafio en la
perfusion renal, producto a la hipovolemia o la reduccion en la microcirculacién renal
[22].

v" Paludismo y embarazo

Durante el embarazo disminuye la semi-inmunidad adquirida y aumenta la
frecuencia y gravedad de los accesos paludicos, sobre todo en primigestas y en el primer
y segundo trimestre del embarazo. Puede ser mas grave si la semi-inmunidad es nula o
escasa Yy agravar la anemia gravidica. Los abortos, la mortalidad infantil y el bajo peso
del recién nacido son mas frecuentes [58].

v Paludismo en la infancia

La enfermedad es méas grave en los nifios que en los adultos. Son notorios la

anorexia y los cambios de comportamiento con gran irritabilidad y suefio irregular.

Puede presentarse cefalea intensa y en algunos casos nauseas y vomitos, con dolor
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abdominal difuso. La fiebre aparece subitamente, precedida de escalofrio o no. La
duracién de los paroxismos es irregular y varia entre 2 y 12 h. Cuando la temperatura es
muy alta, casi siempre aparecen convulsiones. Al descender la fiebre viene el periodo de
intensa sudoracion, y la temperatura puede llegar a ser subnormal. La anemia aparece
pronto y existe una parasitemia marcada. Es comun la esplenomegalia dolorosa y la
hepatomegalia poco notoria [22].
De forma general puede ser util considerar los tres conceptos siguientes:

— Recidiva: reaparicion del cuadro clinico después de la infeccion primaria, debido al
paso de hipnozoitos a la sangre. Se produce por los mismos parasitos de la infeccion
primaria por P. vivax y P. ovale.

— Recrudescencia: aparicion del cuadro clinico por fracaso del tratamiento con
esquizonticidas hematicos, no por la accion de los hipnozoitos, y por tanto los parasitos
son los mismos de la infeccion primaria. Se producen principalmente con P. falciparum.
— Re-infeccién: es una nueva infeccion (parasitos distintos a los de la infeccion

primaria) [58].

2.1.10. Historia de los farmacos antipaludicos

El descubrimiento de las tierras americanas en el siglo XV incluyo el hallazgo de
algunos productos fundamentales para la humanidad [18].

“Sin el mani, la subsistencia de las razas africanas seria en verdad pobre; sin la
papa (... dificilmente ve uno cdmo pudieran alimentarse al presente las poblaciones
europeas, (...); sin el caucho, no es facil imaginar como pudieran haberse llevado a
cabo los progresos alcanzados durante el altimo siglo en los terrenos de la electricidad,
transporte y comunicaciones (...) pero existe otro producto del cual la humanidad es
igualmente deudora al Nuevo Hemisferio. Y los beneficios que de este Gltimo ha ella
recibido no son menos valiosos que los derivados de los otros, antes mencionados.
Dicho producto es la quina” [61].

La clasica leyenda del descubrimiento de las cualidades febrifugas de la corteza
de la quina data de 1638, cuando la segunda Condesa de Chinchdn, esposa del Virrey
del Per(, Dfa. Francisca de Rivera, enfermo de calenturas y el Corregidor de Loja, Juan
Lopez de Caiiizares, le envid un conocido remedio de los indios. Este remedio se trataba
de una infusion de la corteza del “Arbol de las Calenturas” al cual luego se le denomind

Cinchona en honor a la condesa de Chinchoén [18].
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Otras hipétesis sittan el conocimiento de las propiedades del arbol de la quina en
los misioneros jesuitas de la provincia de Quito que habian observado que los mineros
indios tomaban un remedio contra el frio que también curaba las fiebres paludicas.
Fuesen los “polvos de la condesa” o de “los jesuitas”, el remedio contra el paludismo se
hizo famoso en Europa por Juan de la Vega, médico del Virrey de Peru que los trajo a
Sevilla y por el cardenal Juan de Lugo que extendid su uso entre la curia vaticana.

El sulfato de quinina fue aislado en 1820, estableciéndose en Francia laboratorios
pioneros en su produccion comercial [18]. Sin embargo, actualmente se ha reconocido
que en realidad ya desde el afio 350 de Nuestra Era, los chinos utilizaban la planta
Artemisa annua de forma efectiva para el tratamiento de la malaria, planta de donde se
deriva la artemisina [62]. La quinina se continu0 utilizando como el Unico tratamiento
para esta enfermedad por mas de tres siglos, hasta que en 1945 se sintetizd un nuevo
compuesto antipalldico, la CQ. Este farmaco desplazé a la quinina de procedencia
vegetal, por poseer menos efectos colaterales y por tanto ser mejor tolerado [18]. Sin
embargo, desde la aparicion de P. falciparum resistente a la CQ, por primera vez en
Tailandia en 1959 y en Colombia en 1961, la malaria resistente a los farmacos se ha
vuelto uno de los problemas més importantes en el control de la enfermedad en los afios

recientes [18].

2.1.11. Tratamiento

El tratamiento ha sido posible durante muchos afios gracias a la existencia de un
numero restringido de farmacos, presentando cada uno de ellos una serie de limitaciones
de tipo farmacoldgico [63]. Los farmacos de mayor utilizacion como son la CQ y la
asociacion de sulfadoxina + pirimetamina presentan beneficios limitados y en
determinados casos son de una eficacia cuestionable debido a los fendmenos de
resistencia [9-11].

e Clasificacion de los farmacos antipaltdicos

Los antipaludicos se dividen en dependencia de la etapa del parasito que atacan y

el fin clinico correspondiente.
v" Esquizonticidas tisulares utilizados en la profilaxis causal:
Son farmacos que acttan contra las formas histicas primarias de plasmodios en

higado, que en un mes 0 menos inician la etapa eritrocitica de la infeccion. Evitan la
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maduracion de los esquizontes hepéaticos en el ciclo pre-eritrocitico, ejemplo:
cloroguanida (pro-guanil) la cual es utilizada para la profilaxis causal del paludismo
por P. falciparum.

v Esquizonticidas tisulares utilizados para evitar recaidas:

Los farmacos actian en las formas histicas latentes de P. vivax y P. ovale que
persisten después de que pasaron a la circulacién las formas histicas primarias. Las
formas histicas latentes producen el paludismo recidivante o recaidas, meses o afios
después de la infeccion inicial. La primaquina es el farmaco prototipo reservado para
evitar recaidas [22].

v' Esquizonticidas hematicos utilizados en la curacién clinica y la supresion:

Los medicamentos en cuestion pueden dividirse en dos grupos: 1) Los
esquizonticidas hematicos de accion rapida, que incluyen la CQ, y los clasicos
alcaloides antipalidicos como: quinina y sus derivados, quinidina, mefloquina,
halofantrina, entre otros, y 2) los esquizonticidas hematicos menos eficaces y de accion
méas lenta, en donde encontramos la pirimetamina, cloroguanida y antibioticos
antipaltdicos.

v Gametocidas:

Actlan contra las formas eritrociticas sexuales de los plasmodios y asi evitan la
transmision del paludismo a los mosquitos. La CQ y quinina poseen actividad
gametocida contra P. vivax, P. ovale y P. malariae, en tanto que la primaquina tiene
actividad especialmente potente contra P. falciparum.

v' Esporonticidas:

Evitan o inhiben la formacién de ooquistes y esporozoitos palidicos en mosquitos
infectados, un ejemplo es la CQ. Los antipaltdicos no se utilizan en seres humanos para
este fin [22].

e Farmacos antimaléricos de uso tradicional
v" Cloroquina
La CQ es miembro de una gran serie de 4-aminoquinolinas, sintetizado en 1934 y
después de varias décadas de uso como terapia de primera linea y agente profilactico,
todavia se utiliza en muchas partes del mundo, con muy buenos resultados que avalan
su empleo [22]. En Espafia se dispone de la CQ (Resochin) y la hidroxicloroguina
(Dolquine) [64].
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Mecanismo de accion: Después de la digestion de la Hb, el hemo es liberado
como ferriprotoporfirina (FP), la cual induce la hemolisis de los eritrocitos. La FP es
detoxificada por el parasito a través de la conversion de ésta a hemozoina, el cual es un
producto no toxico para el parésito. EI complejo FP-CQ formado es toxico para la célula
parasitaria y por demora en el secuestro de FP, la CQ puede permitir tanto a la FP, como
al complejo formado entre ellas, ejercer efectos toxicos [65]. EI complejo FP-CQ,
promueve fuertemente la peroxidacion de los fosfolipidos anclados a la membrana, que
puede sugerir una ruta alternativa para provocar la destruccion del parasito [22]. El
tratamiento con CQ, reduce la actividad de la enzima hemo-polimerasa de P. falciparum
en un 80%, siendo responsable de la transformacion de los productos de degradacion de
la Hb, evitando en consecuencia, su transformacion en hemozoina [66]. Por tanto, si no
ocurre polimerizacion, no hay hemozoina y el hemo se acumula aumentando la
toxicidad para el pardsito [22, 67]. Por otra parte la CQ es una base débil que se
acumula en los compartimentos lisosémicos del parasito, provocando un aumento del
pH de la vacuola alimentaria e inhibe las proteasas que intervienen en la degradacion de
la Hb [64].

Aplicaciones terapéuticas: La CQ es muy eficaz contra las formas eritrociticas de
P. vivax, P. ovale, P. malariae y cepas de P. falciparum sensibles. Ejerce actividad
contra gametocitos de las tres primeras especies, pero no con los de P. falciparum. El
farmaco es inactivo contra las formas tisulares latentes de P. vivax o P. ovale, no
eliminando las infecciones por dichas especies [68]. La CQ es altamente eficaz en la
profilaxis y cura de la infeccion por P. malariae y cepas sensibles de P. falciparum que
aun subsisten en Sur América y el Medio Oriente [22].

Reacciones adversas: Con las dosis utilizadas para la profilaxis o el tratamiento
son poco frecuentes, aunque la toxicidad puede surgir cuando se administran con
rapidez, y/o a dosis alta por via parenteral. Pueden presentarse reacciones adversas tales
como hipotension y toxicidad cardiovascular, las cuales se han mostrado en nifios
tratados con inyecciones intramusculares. Otra manifestacion es la alteracion en la
conduccion cardiaca, especialmente cuando el tratamiento con el farmaco es muy
prolongado [69]. Puede causar hemdlisis en individuos con deficiencia de G6PD.

v' Amodiaquina
Es una 4-aminoquinoleina que fue desarrollada entre 1941 y 1945. Su actividad es

comparable con la CQ.
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Mecanismo de accion: Actia de forma similar a la CQ, lo que explica la
resistencia cruzada que se observa entre ambos farmacos.

Aplicaciones terapéuticas: Actia directamente contra los esquizontes
eritrociticos y gametocitos de Plasmodium spp. Se transforma en desetilamodiaquina la
cual es responsable de la accion AM.

Reacciones adversas: El farmaco es bien tolerado, pero existe referencias de que
puede producir agranulocitosis y hepatitis, lo que ha reducido mucho su uso. En la
actualidad no esta recomendada por la OMS. No se encuentra comercializada en Espafia
[64].

v" Quinina

Durante muchos afios fue el Unico farmaco efectivo para la quimioprofilaxis y el
tratamiento de la malaria. La quinidina presenta una estructura similar a excepcion de la
estereoconfiguracion del grupo alcohol secundario [22].

Mecanismo de accion. Parece similar al de CQ.

Aplicaciones terapéuticas: Presenta actividad esquizontocida sobre todas las
especies de Plasmodium y gametocitocida sobre P. vivax y P. malariae [22]. Debido a
su toxicidad fue reemplazada por otros compuestos, pero en la actualidad ha vuelto a
utilizarse especialmente en el tratamiento de la malaria severa, particularmente contra
las formas resistentes a otros antipalidicos.

Reacciones adversas: Estas no son graves siempre que las concentraciones
plasmaticas no superen los 5 mg/L, consisten en trastornos gastrointestinales (nauseas,
vomitos) y neurologicos (cefaleas, vertigos). Puede aparecer cinconismo leve o
moderado frecuentemente después del tercer dia de tratamiento [64], caracterizado por
acufenos, cefalea, disminucion de la agudeza visual y auditiva, vértigos, nauseas y
diarrea. Este proceso adquiere una especial gravedad cuando se alcanzan
concentraciones superiores a 10 mg/L en plasma [22]. En casos de administracién
intravenosa es necesario monitorizar la glucemia (riesgo de hipoglucemia), la frecuencia
cardiaca (arritmias) y la presion arterial (hipotension).

v" Mefloquina

Entre muchas de las 4-quinolina-metanoles estudiadas por en su semejanza

estructural con la quinina, se advirtid que la mefloguina, era un compuesto inocuo y

muy eficaz contra cepas de P. falciparum resistentes [22].
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Mecanismo de accion: Se basa en la hipdTesis de la base débil de la CQ
(extensiva también a la mefloquina), actuando por incremento del pH de la vacuola
alimentaria del parasito. ElI otro modo de accién estd basado en cambios
ultraestructurales observados in vitro, observandose una alta afinidad por el hemo libre
[22], formando complejos &cidos que se unen a los fosfolipidos de las membranas de
eritrocitos infectados [64].

Aplicaciones terapéuticas: En viajeros y personas gque tengan riesgos exponerse a
P. falciparum resistente, la mefloquina es el compuesto de eleccién en la profilaxis. No
existen especialidades con este principio activo comercializadas en Espafia. Se ha unido
la mefloquina a otros medicamentos donde las combinaciones mas exitosas son las
formadas por artesunato/mefloquina y artemeter/mefloguina [22]. Han aparecido cepas
de P. falciparum resistentes a mefloquina en el sureste asiatico y en la cuenca del
Amazonas cuyas bases moleculares parecen ser distintas a las de la CQ, ya que la
mefloquina es activa frente a cepas de P. falciparum resistentes a la CQ.

Reacciones adversas: Se pueden presentar vomitos, discinesia, nauseas, anorexia
y malestar general [22].

v Halofantrina

La halofantrina o WR 171,669, es un hidroximetilfenantreno y fue sintetizada por
Colwell [22].

Mecanismo de accién: Existen estudios que sugieren que la halofantrina
interactta con el hemo, de forma muy similar a la CQ, aunque también causa dafio
mitocondrial. Ademas, su principal accion es inhibir la bomba de protones presente en
la célula hospedadora del parasito, aunque conjuntamente, es un poderoso inhibidor
selectivo de la subunidad catalitica del AMP-ciclico dependiente de proteina-quinasa
[22].

Aplicaciones terapéuticas: Se utiliza mas bien como sustancia alternativa a la
quinina y la mefloquina, para combatir la malaria aguda, causada por cepas de P.
falciparum, resistente a varios farmacos. Los ensayos clinicos realizados demuestran
que es eficaz contra P. vivax, y en muy pocos casos de P. malariae y P. ovale. Los
parasitos maduros son particularmente vulnerables a su accion. En Tailandia se ha
descrito resistencia cruzada con la mefloquina [22].

Reacciones adversas: Su uso esta restringido por el riesgo de cardiotoxicidad.
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v" Primaquina

La actividad plasmocida del azul de metileno, descubierta por Erlich en 1891, se
aprovechd posteriormente para sintetizar farmacos AMs del tipo 8-aminoquinolinico.
La primaquina, ha sido el farmaco de mayor uso de todos los derivados 8-
aminoquinolinicos [22].

Mecanismo de accion: La dificultad del cultivo in vitro de P. vivax, hace que se
conozca muy poco acerca del mecanismo de accion de estos compuestos, sobre todo, la
explicacion de por qué son mucho mas activas contra las formas tisulares y los gametos,
y no asi, con las formas eritrociticas asexuadas de Plasmodium spp. La primaquina
puede transformarse en una especie electrofila, que actia como mediador de oxido-
reduccion [22] que interfieren con la ubiquinona y ubiquinona reducida, inhibiendo asi
la sintesis de poliaminas al interferir con el transporte de electrones en el parasito [70].
Esta propiedad tal vez contribuya a los efectos AMs, ya que genera especies de oxigeno
reactivas, o puede interferir en el transporte electrénico dentro del parasito [22].

Aplicaciones terapéuticas: La primaqguina se utiliza més bien para tratar la malaria
recidivante producida por las especies de P. vivax y P. ovale, aunque también es
efectiva en las etapas tisulares del P. falciparum. Las 8-aminoquinolinas poseen notable
efecto gametocida frente a las cuatro especies de Plasmodium. La primaquina debe
administrarse con un esquizonticida eritrocitico, por lo general se combina con CQ
evitando la resistencia al farmaco. La actividad profilactica de la primaquina es bien
conocida, pero debido a su toxicidad es poco aceptada [22].

Reacciones adversas: Se observa hemdlisis en personas que tienen deficiencia de
la enzima G6PD [22].

v" Antifolatos: Proguanil y Cloroproguanil

La cloroguanida (Paludrine), conocida comunmente como proguanil, es una
biguanida derivada de la pirimidina que se sintetiz6 en 1945 en Inglaterra [71].

Mecanismo de accion: La actividad AM del proguanil reside en su metabolito: el
cicloguanil [71]. El proguanil inhibe la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) del
parasito, bloqueando la sintesis de &cido fdlico y por consiguiente la sintesis de ADN y
el agotamiento de los cofactores folatos. Plasmodium requiere el tetrahidrofolato como
cofactor, para sintetizar las pirimidinas de novo debido a que los parésitos no tienen una
ruta metabdlica para sintetizar las pirimidinas. La union del fa&rmaco a la enzima del
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parésito es cien veces mayor que la observada en los mamiferos. Generalmente se
combinan con inhibidores de la enzima dihidropterato sintetasa (DPHS) y disminuyen la
disponibilidad de dihidrofolato por lo que se aprovecha el sinergismo que se establece
[22].

Aplicaciones terapéuticas: Es utilizado en la profilaxis y en la cura supresiva de la
malaria por P. falciparum en fase de esporozoito. Se puede emplear combinado con la
atovacuona y puede ser utilizado como tratamiento en areas endémicas donde se
manifieste resistencia a CQ. Su eficacia clinica se encuentra muy limitada al rapido
desarrollo de cepas de P. falciparum resistentes que se extienden por el oeste de Africa
y Sudeste asiatico [64].

Reacciones adversas. Puede ocasionar diarrea y nauseas ocasionalmente. Este
farmaco se considera seguro para su utilizacion en el embarazo.

v Pirimetaminay Sulfadoxina

La pirimetamina (Daraprim) pertenece a la familia de las diaminopirimidinas. La
combinacion antifolica de pirimetamina + sulfadoxina, una sulfonamida de accién
prolongada, se ha utilizado en la profilaxis y tratamiento supresivo de la malaria
humana, especialmente en aquellas ocasionadas por cepas de P. falciparum resistentes a
CQ [71].

Mecanismo de accién: La pirimetamina produce una inhibicion selectiva de la
DHFR y a su vez las sulfonamidas inhiben la enzima DPHS; por lo que actian
sinérgicamente inhibiendo la sintesis de acido folico, como ha sido explicado
anteriormente [64].

Aplicaciones terapéuticas: Su uso esta restringido al tratamiento supresor de la
malaria producido por P. falciparum resistente a la CQ, en regiones de Africa, donde no
haya surgido resistencia.

Reacciones adversas. Pueden aparecer anomalias hematoldgicas causadas por la
inhibicion de la sintesis de acido folico [71]. En el 1% de las personas bajo tratamiento
con sulfamidas, pueden manifestarse reacciones adversas como anorexia, nauseas y
vomitos [22].

v Artemisina y sus derivados
El compuesto aislado como principio activo de la planta Artemisia annua L.

resultd ser una lactona sesquiterpénica, que contenia en su interior un endoperoxido.
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Mecanismo de accién: Causa cambios morfoldgicos, que conllevan a una
destruccidn de la vacuola alimentaria del parasito aunque la accion de la artemisinina no
es debido al efecto directo en la estructura lipidica de la membrana, sino que esta
mediado por radicales libres. EI hierro del hemo reacciona con la artemisina y
comienzan a generarse especies radicalicas, producto de la ruptura hemolitica del puente
endoperoxido [72] que provocan alteraciones en las proteinas de membranas. Estudios
muy recientes apuntan que la artemisina es un inhibidor de la SERCA (Ca** ATPasa del
reticulo sarcoplasmatico) de Plasmodium, provocando dafios en la vacuola digestiva del
parasito [73].

Aplicaciones terapéuticas: La artemisina y sus derivados son esquizonticidas
hematicos muy potentes consiguiendo una respuesta terapéutica mas rapida que
cualquier otro AM. Actlan frente a cepas multirresistentes de P. falciparum [22].
Debido a que su vida media es muy corta, Si se usa como monoterapia durante cortos
periodos de tiempo son frecuentes las recrudescencias, por lo que, para evitarlas, deben
usarse en combinacién con otro AM [64]. La OMS recomienda que las monoterapias
orales a base de artemisina se retiren del mercado y se sustituyan por TCA. Se han
descubierto indicios de resistencia a las artemisinas en cuatro paises de la subregién del
Gran Mekong: Camboya, Myanmar, Tailandia y Vietnam. Pese a los cambios
observados en la sensibilidad de los parasitos a las artemisinas, la eficacia clinica y
parasitologica de las TCA sigue siendo alta en la mayoria de contextos. No obstante, en
la provincia de Pailin (Camboya) se han registrado elevados indices de fracaso del
tratamiento con varias TCA, en especial la dihidroartemisina-piperaquina [31].
Reacciones adversas: No se han descrito.

v' Atovacuona:

Es una hidroxinaftoquinona.

Mecanismo de accion: Su actividad es especificamente en la cadena respiratoria
del parasito, uniéndose al sitio de oxidacion del coenzima Q en el citocromo B del
complejo 111 [74]. Su diferente mecanismo de accion hace que actie eficazmente frente
a cepas multirresistentes de P. falciparum.

Aplicaciones terapéuticas: Posee efecto sinérgico con el proguanil, por lo que su
asociacion atovacuona-proguanil posee gran actividad frente a P. falciparum,

permitiendo su uso tanto para el tratamiento como la profilaxis del viajero a zonas de
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paludismo resistente a la CQ. Esta formulacién esta comercializada en Espafia
(Malarone).

Reacciones adversas: En general se tolera mejor que otros regimenes
quimioprofilacticos de la malaria, por lo que hay una menor tasa de abandono por

efectos secundarios. No se recomienda su uso en el embarazo y lactancia [64].

e Nuevas estrategias y perspectivas en el desarrollo de antimalaricos

Con el creciente conocimiento de la bioquimica y la genémica del parasito se han
identificado una serie de procesos o rutas metabdlicas que constituyen potenciales
dianas terapeuticas [9]. Algunos de los ejemplos mas significativos de compuestos en
fase de desarrollo son: [22]

1. Inhibidores de proteasas
2. Inhibidores de la sintesis de acidos grasos
3. Inhibidores de la ruta de biosintesis de isoprenoides
4. Compuestos que interfieren con el transporte y el metabolismo de fosfolipidos
5. Inhibidores del metabolismo mitocondrial
v" Inhibidores de proteasas

Dado que la parte proteica de la Hb debe ser degradada a los aminoacidos
correspondientes para ser utilizados como fuente para la sintesis de proteinas por parte
del parésito, la inhibicion de este proceso resulta letal. Entre las enzimas involucradas
en este proceso, ademas de la hemo-polimerasa (ya mencionada anteriormente), se
encuentran las cistein-proteasas (falcipainas). Se han descrito falcipainas de tipo 1, 2, 2'
y 3, pero la inhibicion de la falcipaina 2 y la falcipaina 3 provoca la incapacidad en el
parasito para degradar la Hb provocando su muerte. Se identificaron inicialmente
diferentes clases quimicas de inhibidores, como azepanonas, N-acilhidrazonas y nitrilos
aromaticos pero los ultimos resultaron ser los de mayor interés [75].

Otras enzimas involucradas son las aspartil-proteasas, conocidas cominmente
como plasmepsinas I y II (PIm I y Plm II) que digieren la Hb en la vacuola alimentaria
del parasito malarico, ademas de la hemo-polimerasa y de la falcipaina. Ambas
plasmepsinas tienen un alto grado de homologia en sus secuencias (73% idéntica), y

estan estrechamente relacionadas con la estructura de la catepsina D humana [76].
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v Inhibidores de la biosintesis de acidos grasos
En Plasmodium existe un sistema denominado tipo Il (FASII) en el que cada
reaccion en el proceso de biosintesis estd catalizada por una proteina independiente
monofuncional. Por el contrario, en células de mamiferos la sintesis estd mediada por
una proteina multifuncional conocida como &cido graso sintetasa de tipo I. Inhibidores
de enzimas de esta ruta son el triclosan y la tiolactomicina, un metabolito secundario de
hongos y estan en desarrollo nuevos compuestos con potencial terapéutico [22].
v" Farmacos dirigidos a la ruta de biosintesis de isoprenoides
La sintesis del isopentenil pirofosfato, es un proceso que tiene lugar a través de un
conjunto de reacciones conocidas como la ruta DOXP (1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato) o
ruta independiente de acido mevalonico, ocurre en el apicoplasto y se encuentra ausente
en células de mamiferos [22]. La fosmidomicina, un antibidtico natural producido por
Streptomyces lavendulae, inhibe de manera especifica la enzima DOXP
reductoisomerasa, por lo que ha demostrado ser un buen tratamiento en el control de la
malaria. Diferentes esfuerzos en la busqueda de compuestos derivados de la
fosmidomicina con mayor poder inhibitorio, mayor absorcion gastrointestinal y menos
efectos colaterales indeseables estan actualmente en progreso [77]. En relacién con esta
ruta igualmente se ha descrito que inhibidores de la farnesil difosfato sintetasa, también
tienen capacidad para inhibir el crecimiento de Plasmodium. Estos compuestos
pertenecen al grupo de los bisfosfonatos y fueron desarrollados originalmente para el
tratamiento de la osteoporosis, pero posteriormente han demostrado un enorme
potencial antiprotozodsico [78].
v Inhibidores del metabolismo de fosfolipidos
Uno de los componentes principales de las membranas del parasito es el
fosfolipido fosfatidilcolina cuya sintesis a su vez depende de la incorporacion de colina
exogena a partir de la sangre. Distintos andlogos de la colina exhiben una potente
actividad AM inhibiendo el transporte de colina que tiene lugar a través de un
transportador especifico localizado en la membrana del parasito [79]. Algunos de estos
analogos también parecen interferir con la formacion de hemozoina [80].
v"Inhibidores del metabolismo mitocondrial
Las fases intraeritrociticas tienen un metabolismo mitocondrial activo estando
presentes todas las enzimas implicadas en el ciclo de los &cido tricarboxilicos y

determinados componentes de la cadena de transporte electronico. Asi la cadena
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respiratoria del parasito constituye un blanco de accion de farmacos siendo ejemplos de
compuestos que actlan a este nivel la atovaquona [74].

La enzima que vincula el metabolismo energético con la sintesis de pirimidinas es
la dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH). En Plasmodium, la DHODH es una
proteina mitocondrial que lleva a cabo la sintesis de novo de pirimidinas. Aquellos
farmacos que inhiban la cadena transportadora de electrones (mencionados
anteriormente) afectaran también el crecimiento del parasito por inhibicion de la sintesis
de pirimidinas [81].

En definitiva, existen una serie de nuevas dianas potenciales que desde el punto de
vista de su papel en la viabilidad y su capacidad de inhibicion constituyen nuevas
alternativas al descubrimiento de AMs. Algunos de los inhibidores en estudio
corresponden a farmacos desarrollados para otros fines (antitumorales, antibacterianos)
y que en una aproximacion de lo que se conoce como quimica “piggy back” estan
aprovechando la informacidn existente para desarrollar nuevos compuestos [22].

En la Figura 5 se muestra un resumen de los principales mecanismos de accion

descritos anteriormente.
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Figura 5. Eritrocito infectado con P. falciparum en estadio de anillo, sus

compartimentos celulares y el sitio de accion de los principales farmacos AMs.

Editado de: www.nature.com/reviews/drugdisc

2.1.12. Resistencia a farmacos antipaludicos

La resistencia a farmacos antipaltdicos se manifiesta con mayor frecuencia en P.

falciparum. Sélo esporadicamente se han descrito casos de resistencia en P. vivax; por

este motivo, la CQ permanece como el medicamento de eleccion para P. vivax [82].

Aunqgue el problema de la resistencia a los farmacos estd presente en todas las zonas

endémicas de paludismo, las areas reconocidas actualmente como mas afectadas son la

peninsula de Indochina y la region del Amazonas en Suramérica [62]. Esto se relaciona
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directamente con niveles plasmaticos subterapéuticos de los farmacos provocados por
conductas terapéuticas y profilacticas incontroladas e irresponsables. En estas aéreas
han erradicado la mayoria de las formas sensibles del parasito y por consiguiente,
aquellos parésitos que desarrollaron resistencia a través de su variacion natural o a
través de mutaciones tienen una clara ventaja bioldgica [62].

Esta resistencia ha sido relacionada a varios mecanismos: mutacion esporadica de
los microorganismos, con adaptacion del agente patdgeno al farmaco; activacion de
caminos metabolicos distintos para realizar la glicélisis aerobia y sintesis de
aminoéacidos; neutralizacion del farmaco por secreciones producidas por el protozoo 6
formacion de metabolitos que inactivan el farmaco [83].

En el caso de la pirimetamina se ha asociado la resistencia con mutaciones
puntuales en el codon Asn-108 del gen que codifica para DHFR de P. falciparum [84].
Igualmente, los genes pfcrt (P. falciparum chloroquine resistance transporter) y pfmdrl
(P. falciparum multidrug resistance 1), codifican proteinas trans-membrana de
transporte en la vacuola digestiva del paréasito. Estas se relacionan con resistencia y fallo
terapéutico a la CQ, en el caso de pfcrt [10, 85], y con resistencia a CQ y a diversos
medicamentos, en el caso de pfmdrl [86]. El gen pfcrt es responsable de sintetizar una
proteina transmembrana que se encarga de expulsar del interior del lisosoma del
parasito a las moléculas de CQ, impidiendo el dafio a las membranas que ocasiona el
medicamento [87]. En el caso de la resistencia a la artemisina y sus derivados, se ha
involucrado con la misma, una mutacion en el gen S769N de la PfATP6, que es la
diana fundamental para este tipo de farmacos [73].

Afortunadamente el problema de las politicas terapéuticas y profilacticas
irresponsables ha sido reconocido y ya se estan tomando precauciones en este sentido,
por ejemplo, en muchos paises se ha ilegalizado la venta de CQ y otros farmacos AMs
sin su correspondiente prescripcion médica. Es obvio que la resistencia a los farmacos
antipaldicos es un fendmeno que se ha desarrollado cierto tiempo después de la
introduccion de los mismos, por lo que ha sido un problema continuo en los ultimos
afios [62]. En un namero creciente de paises del sureste asidtico se ha observado la
resistencia a la artemisinina, un componente fundamental de los fa&rmacos utilizados en
el tratamiento del paludismo producido por P. falciparum. Se ha informado igualmente
de resistencia a los insecticidas piretroides utilizados en el tratamiento de las redes

mosquiteras y los mas usados para la fumigacion intradomiciliaria en 27 paises
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africanos y en 41 de todo el mundo. Si no se gestiona de un modo adecuado, esta
resistencia constituye una amenaza potencial para futuros avances en el control del
paludismo. Los casos confirmados de paludismo por P. falciparum sin complicaciones
se deben tratar con TCA. El paludismo por P. vivax se debe tratar con CQ alli donde
dicho farmaco sea eficaz, o con una TCA adecuada en las zonas donde P. vivax sea
resistente a la CQ. El tratamiento del paludismo por P. vivax debe combinarse con la
administracion de primaquina durante 14 dias para prevenir una recaida [31].

La quimioprofilaxis, puede tener un efecto preventivo importante, siempre que se
administre adecuadamente; sin embargo, existe el riesgo de que la misma induzca
resistencia de los parasitos a los antimalaricos [88].

En la actualidad la terapia antimalarica combinada se considera como mecanismo
para retardar la posible aparicion de resistencia en las poblaciones circulantes de
parasitos. La combinacion a considerar varia, en dependencia de la especie de
Plasmodium, la zona geogréfica y la aparicion de resistencia; teniendo entre las
opciones mefloquinatartemeter en regiones como el sureste de Asia,
sulfadoxina/pirimetamina+CQ, o sulfadoxina/pirimetamina+amodiaquina en Africa
Sub-sahariana. Recientemente dos nuevas combinaciones contempladas son
clorproguanil+dapsona y proguanil+atovacuona [89]. Todas estas opciones terapéuticas
deben ser consideradas de acuerdo con la resistencia medicamentosa predominante, a la
tasa de transmision del area, a las caracteristicas individuales de la enfermedad asi como

a los parasitos responsables, en caso de ser una infeccion mixta [90].

2.2. Métodos in silico para cribado de farmacos

Los métodos in silico son una de las pocas técnicas que han tenido y tienen
potencial para mejorar significativamente el descubrimiento y posterior desarrollo de
farmacos [91]. En este sentido, el uso de técnicas de CV de bibliotecas quimicas ha
emergido como una nueva alternativa [92] a los ineficaces y costosos ensayos
experimentales basados en la filosofia de “prueba y error” [93]. Estas técnicas
computacionales se usan para seleccionar/identificar un numero reducido de

compuestos potencialmente activos para evaluarlos experimentalmente.

34



Revision Bibliogrdfica

2.2.1. Cribado virtual basado en ligandos (CVBL)

El paradigma del CVBL esta relacionado con el hecho de que las propiedades
fisicas, fisico-quimicas, quimicas y biologicas de los compuestos organicos dependen
en ultimo término de la estructura molecular. Estos métodos se han mostrado de gran
utilidad cuando no se dispone, de la informacién contenida en la estructura del receptor,
son de bajo costo computacional y, por tanto, son muy utilizados en el descubrimiento

de farmacos [15].

e Filtros drug-likeness

El proceso de desarrollo de un farmaco es largo, complejo y de baja efectividad,
siendo las principales causas de fracaso, las pobres propiedades farmacocinéticas,
toxicidad en animales y los efectos adversos en los seres humanos [15]. Por esto como
primer paso en un CV, es util la aplicacion de filtros que eliminen aquellas estructuras
que posean propiedades no adecuadas para un farmaco en cuanto a los grupos
funcionales que presentan y a sus propiedades fisicas (drug likeness) [12]. Es decir,
estos métodos consideran si la molécula esta dentro de los estandares de relevancia
bioldgica en cuanto a los grupos funcionales que presenta y sus propiedades
fisicoquimicas. Asi, se habla y distingue entre compuestos drug-like y los non-druglike.
El método mas rapido para evaluar las propiedades drug-likeness de un compuesto es la
aplicacion de "reglas" ya que los valores asociados con las reglas son rapidamente
obtenidos a partir de la estructura utilizando programas computacionales [15].

La “regla de los cinco” de Lipinski [94, 95] (Ro5) es una de las mas utilizadas.
Esta filtra las moléculas en funcion de su peso molecular (MW < 500 g/mol), su lipofilia,
medida en funcidn del coeficiente de reparto octanol/agua (LogP < 5) y el niimero de
dadores (nHBDon < 5) y aceptores (nHBAC < 10) de puentes de hidrogeno. Se considera
que un compuesto que no satisfaga dos o mas de estos criterios, tiene una baja
probabilidad de tener una absorcién intestinal y por consiguiente de convertirse en un
buen farmaco con via de administracion oral. Ademas, normalmente esta regla se
extiende con la condicion de que el numero de enlaces rotables (nRotB) sea inferior a
10. Sin embargo, se ha encontrado que los margenes de Lipinski son demasiados
estrictos y normalmente se aplican valores de corte algo superiores, principalmente en
lo referente al peso molecular y a la lipofilia. Otros estudios, como el realizado por
Oprea (2000), establecen margenes de variabilidad de estos y otros descriptores. En este
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estudio, se evidencia que el valor de MW de gran nimero de farmacos excede a 500
g/mol y también el valor de LogP de muchos farmacos supera el valor de 5 [96].
Ademas, en otro estudio se proponen reglas adicionales, nRotB < 5 para limitar su
libertad conformacional, el area de superficie polar (PSA) < 120 A’y la solubilidad
acuosa (logS) > -4 mol/l [97]. Veber y col. (2008) propusieron que la flexibilidad
molecular, el PSA y el nimero de enlaces de hidrogeno son descriptores importantes, y
establecieron PSA < 140 A% nRotB < 10 o (nHBDon + nHBAc) < 12 [98].
Recientemente, Monge vy col. (2006) [99], incluyeron otros filtros para evaluar la
propiedades drug-likeness y establecieron la siguiente regla: (100 < MW < 800 g/mol™;
logP < 7; nHBAc < 10; nHBDon < 5; nRotB < 15; que no existan funciones reactivas;
namero de 4tomos de haldgeno < 7; cadenas alquilicas < -(CH,)sCHj3; que no existan
cadenas perfluoradas:-CF,CF,CF3. que no existan anillos con mas de 7 miembros; que
posean al menos un atomo de N o O. Finalmente, Vieth y col. (2004) [100] observaron
la diferencia en las propiedades de los medicamentos administrados por diferentes vias
y confirmaron que los farmacos orales tienen propiedades asociadas con menos valores
de MW, de nHBDon, nHBAc y nRot [15, 100].

e Busqueda de similitud

La busqueda de similitud puede ser utilizada también en el CVBL e identifica las
moléculas de la base de datos que son mas similares a los compuestos de referencia,
utilizando alguna definicion cuantitativa de la similitud estructural intermolecular [101,
102]. Actualmente, muchas implementaciones de los métodos de similitud son de bajo
costo computacional, por lo que, la basqueda en grandes bases de datos puede realizarse
rapidamente, demostrando ser extremadamente Util en el campo farmacéutico [103].

Los dos factores que participan en una basqueda de similitud son los descriptores
utilizados y la métrica empleada para establecer la comparacion entre pares de
moléculas (medidas o coeficientes de similitud). Estas comparaciones permiten ordenar
las moléculas de la quimioteca en orden decreciente de similitud con la(s) molécula(s)
de referencia. En este sentido, el resultado final es una lista ordenada en la que las
estructuras mas similares a la(s) estructura(s) de referencia, los vecinos mas cercanos,
se encuentran en la parte superior de la lista y seran los que tienen mayor probabilidad

de ser de interés para el usuario [15, 104].




Revision Bibliogrdfica

Son muy utilizados, generalmente, los descriptores basados en fragmentos 2D y
3D. Estos se basan en cadenas de bits de dimension constante, en las que se indica la
ausencia (0) o presencia (1) de una determinada caracteristica, denominadas huellas
digitales o fingerprints. Las huellas estructurales, originalmente desarrolladas para la
busqueda de subestructuras, utilizan un diccionario de fragmentos para asignar cada uno
de los bits a un posible fragmento, de manera que se codifica su ausencia o presencia.
Las huellas MACCS, un subconjunto del set MDL Information Systems, son las mas
usadas de este tipo, que cuentan con 166 bits basados en los grupos funcionales simples
y anillos [15].

Existen muchos coeficientes de similitud, [15] siendo el coeficiente de Tanimoto,
el més utilizado para los datos binarios, mostrando un buen comportamiento en varios
estudios. Este se basa en el nimero de bits comunes en ambas moléculas dividido por el

namero de bits en cualquier molécula [105, 106].

e Estudios de Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad (QSAR, por sus
siglas en inglés, Quantitative Structure-Activity Relationships)

La industria farmacéutica ha reorientado las estrategias de busqueda hacia
métodos que permitan una seleccion o disefio racional de nuevos compuestos. En dicho
sentido, los estudios QSAR constituyen enfoques cuantitativos dirigidos a encontrar
relaciones entre la estructura molecular y las actividades moleculares medidas o
calculadas. Los estudios QSAR se han utilizado ampliamente en el modelizacién de
disimiles propiedades moleculares de naturaleza fisica, quimica y biologica [15, 107],
siendo el enfoque mas utilizado en el disefio de farmacos. En estos métodos, se utilizan
maultiples descriptores moleculares (DMs) de la estructura quimica combinados con la
aplicacion de técnicas quimiométricas para derivar modelos [15].

Los métodos QSAR han emergido no s6lo como una via para el descubrimiento
de compuestos con una actividad deseada, sino ademas como un método con
aplicaciones al estudio del mecanismo de accion de los mismos [108].

Los pasos comunes de un estudio QSAR constan de:

1. Formulacién del problema
2. Parametrizacion cuantitativa de la estructura molecular

3. Medicion de la propiedad de interés (efectos bioldgicos u otros)
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4. Eleccidn del tipo de modelo QSAR

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

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

7. Interpretacion de los resultados y aplicacion de los modelos desarrollados
a los procedimientos de CVBL [109].

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

v Regulaciones de los métodos QSAR

En febrero de 2007, los paises miembros de la OCDE (siglas en inglés de la
Organizacion para Desarrollo y Cooperacion Economica) aprobaron los principios
para la validacion de modelos QSAR con fines regulatorios, que son conocidos
actualmente como los Principios de la OCDE [110]. De acuerdo con esto, un modelo
QSAR deberia estar asociado con la siguiente informacién: 1) Un punto de medicion
definido; 2) Un algoritmo no ambiguo; 3) Un dominio de aplicacion definido; 4)
Medidas apropiadas de bondad de ajuste, robustez y predictibilidad; 5) Una
interpretacion mecanistica, si es posible [15].

v Técnicas de clasificacion

El objetivo de estas técnicas es calcular una regla de clasificacion (y,
posiblemente, limites de clases, o probabilidades de pertenencia a una clase), basados en
los objetos de la serie de entrenamiento y aplicar esta regla para asignar una de estas
clases, a objetos de clases previamente desconocidas. Hoy en dia, hay muchas técnicas
que se demuestra que describen bien la actividad bioldgica [15].

El ADL resulta de eleccion entre muchos métodos estadisticos para obtener las
funciones de clasificacion debido a su simplicidad, su robustez matematica y su buen
comportamiento en diferentes problemas. Este ha sido uno de los mas utilizados en el
descubrimiento y disefio de farmacos; ademas su uso ha sido ampliamente descrito
[111]. Esta técnica se basa en la asignacion de un compuesto a un grupo (activo o
inactivo), conocidas sus caracteristicas mediante una funcién discriminante, que no es
mas que una ecuacion lineal con una variable dependiente la cual representa la
pertenencia a un grupo determinado [93]. Actualmente existen técnicas paramétricas, no
paramétricas, lineales y no lineales que describen adecuadamente la actividad bioldgica;
pero el ADL sigue teniendo un amplio uso en ciencia [15, 16].
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Existen varias herramientas para llevar a cabo la validacion de los modelos
QSAR, entre las que se encuentran: 1) Aleatorizacion de la variable respuesta (Y-
Randomization), 2) validacion cruzada (VC), 3) division de la base de datos en serie de
entrenamiento (SE) y serie de prediccion (SP) y 4) confirmacion del poder predictivo
utilizando SP externas [93].

Entre los numerosos programas que se utilizan para el calculo de DMs, el
programa TOMOCOMD [112] (Disefio Computacional Topologico Molecular, siglas en
inglés), y especificamente el médulo CARDD (siglas en inglés de Disefio Racional de
Farmacos Asistido por Ordenador), se utiliza ampliamente en la obtencién de modelos
QSAR que describen adecuadamente propiedades o actividades farmacoldgicas de los
ligandos a partir de la estructura quimica [93]. Los DMs implementados en este
programa, se conocen actualmente como QuBiLS-MAS, vy aplican nuevos métodos
grafo-tedricos para el disefio molecular de compuestos organicos potencialmente
bioactivos [113]. La asociacion de estos DMs con técnicas estadisticas como la
Regresion Lineal Multiple y el ADL, han posibilitado el descubrimiento de nuevos
compuestos antibacterianos [114], antihelminticos [115], AMs [116], trichomonida
[117], tripanocida [118], e inhibidores de la enzima tirosinasa [15], entre otros,
mediante la utilizacion del CVBL.

e Sistemas de multiclasificadores (SMC)

En la literatura internacional, se refieren a multiclasificadores como conjuntos de
clasificadores diferentes que realizan predicciones que se fusionan, y se obtiene como
resultado la combinacion de cada una de ellas. Los SMC tienen como fundamento
principal que son méas exactos que los clasificadores individuales, pues la decision
combinada toma ventaja sobre las decisiones individuales de cada clasificador [119,
120]. Existe gran diversidad de disefios de clasificadores; antiguamente, el objetivo era
encontrar el mejor clasificador; actualmente, es sacar el mejor provecho de la gran
variedad que existe para obtener mayor eficiencia y precision.

Para construir multiclasificadores se necesitan dos etapas:

v' La primera, teniendo en cuenta la aplicacion especifica, considera qué tipo y
cuantos multiclasificadores son necesarios para analizar un problema determinado, y

realizar el disefio de los mismos.
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v' Lasegunda etapa trata el problema de cémo combinar los resultados obtenidos por
los multiclasificadores para obtener el resultado méas optimo.

La efectividad del sistema multiclasificador dependera de que ambas etapas de
disefio, sean concebidas de forma conjunta [119]. Para realizar la combinacion de las
decisiones individuales de los clasificadores, se proponen en la literatura varias
estrategias de combinacion, siendo las mas usadas: la seleccion y la fusion de
clasificadores [121, 122]. La seleccién es la simple eleccion del “mejor” clasificador
para una instancia determinada. La fusion, por otro lado, se basa en combinar, mediante
alguna funcion, las salidas de los diferentes clasificadores. Este trabajo estard basado en
la estrategia de fusion que asume que todos los clasificadores son competitivos y
complementarios (igualmente expertos). Por este motivo, cada uno de ellos emite una
decision respecto a cada patron de prueba que se presenta [122]. También un SMC
puede ser entrenado (voto ponderado) cuando le es necesario un entrenamiento
adicional (reentrenamiento o entrenamiento reforzado) para la obtencion del resultado
final o no-entrenado (voto no ponderado), en otro caso [113]

Algunos autores plantean que no hay una medida de diversidad involucrada de
forma explicita en los métodos de generacién de clasificadores, aunque asumen que la
diversidad es el punto clave en cualquiera de los métodos [123, 124]. Ellos estudian la
correlacion de medidas entre pares (Xi, Xj) o grupos de clasificadores y la precision del
sistema, a través de una recopilacion de distintas medidas propuestas para valorar
diversidad, concluyendo que tan sélo las medidas de doble fallo y la medida de

desacuerdo estan asociadas a la precision colectiva [119].

2.2.3. Analisis de conglomerados (AC)

El AC es un grupo de metodos para el reconocimiento de similitudes entre los
casos (objetos) o entre las variables y destacar algunas categorias como un conjunto de
casos similares (o variables) [125]. Estos métodos representan un caso especial del
analisis exploratorio de datos, comprendidos de una serie de diferentes "algoritmos de
clasificacion™ y permiten organizar los datos en subsistemas (conglomerados) [126,
127]. Los métodos més populares son los Métodos Aglomerantes Jerarquicos (de Union
Promedio, de Union Completa, de Unién Simple, de Unién Promedio Ponderado, etc.),
y otros métodos populares son los Métodos no-Jerarquicos, tales como el Método de las

K-Medias y el Método de Jarvis-Patrick [15]. En los primeros, cada objeto comienza
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dentro de su propio conglomerado y en los pasos posteriores, se unen a los pares mas
cercanos hasta que se obtiene uno solo que agrupe todas las observaciones. A diferencia
de estos, los Métodos no-Jerarquicos carecen de la construccion de arboles. En su lugar,
asignan los objetos a conglomerados una vez que el nimero de estos este especificado
[127].

El AC es util en el CV (fundamentado en el principio de similitud molecular)
[128] y en la optimizacion de bases de datos de compuestos quimicos (database
clastering) [129], asi como en la evaluacion de la relacion mutua entre variables (como
medida del grado de similitud/disimilitud de la informacién codificada), lo cual
posibilita la reduccion de la dimensionalidad de la data [130].

2.2.4. Cribado virtual en el desarrollo de antimalaricos

Se ha descrito el uso del CV en la busqueda de farmacos AMs; tal es el caso de
estudios de prediccién de actividad frente a dianas especificas como el citocromo bcl de
P. falciparum [131]. De la misma forma, con el fin de lograr mas eficiencia en la
seleccion de compuestos AMs se han empleado técnicas de HTS, por ejemplo sobre la
coleccion de productos de la GSK, a través de que se han identificado més de 13.000
compuestos activos en cepas de P. falciparum [13]. Recientemente se han llevado a
cabo estas técnicas para identificar compuestos que actien frente a dianas
farmacologicas novedosas como la enzima mitocondrial NADH quinona oxidoreductasa
de P. falciparum (PfNDH2) [132]. En general, las técnicas de HTS en su conjunto son
un sistema robético complejo que permite la evaluacion de centenares de miles de
compuestos por semana y permiten identificar los compuestos mas activos para la diana
propuesta (hits), acelerando considerablemente la identificacion de compuestos cabezas
de serie (leads). Pero si no esta bien dirigido, puede producir enormes cantidades de
datos a una gran velocidad, pero de muy poca utilidad y rentabilidad para el desarrollo
de farmacos, requiriendo una inversién considerable para su aplicacion [133].

Nuestro grupo de investigacion ha llevado a cabo CV de compuestos AMs,
empleando indices lineales (IL) [134] e indices cuadraticos (IC) [116, 135]; estos se han
Ilevado a cabo con un niumero reducido de compuestos, y los modelos generados no han
sido obtenidos mediante la combinacion de indices (IL, IC y IB). De igual forma no se
ha empleado el CV con el enfoque integrador que se propone en esta Tesis, utilizando

varios filtros como los mencionados anteriormente. Esto nos permitiria seleccionar los
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compuestos mas favorables para avanzar en el desarrollo de compuestos AMs, con un

menor consumo de recursos.

2.3. Técnicas de cribado in vitro frente a Plasmodium
Los estudios de Trager y Jensen (1976) sobre el mantenimiento del cultivo
continuo in vitro de P. falciparum revolucionaron las investigaciones sobre el
paludismo humano. Las técnicas de cultivo permitieron que los investigadores de todo
el mundo estudiaran los parasitos del paludismo de mayor importancia clinica, ademas
han constituido la base de muchos adelantos en la bioquimica, parasitologia,
inmunologia y quimioterapia del paludismo [136].
El éxito del cultivo de estadios intraeritrocitarios de P. falciparum esta basado en
cuatro aspectos fundamentales:
1) El buen conocimiento del ciclo biolégico intraeritrocitario del parasito (Figura 6)
2) El uso de un medio de cultivo particular, el RPMI (Roswell Park Memorial Institute),
suplementado con suero o plasma humano (10-20%).
3) La regeneracion del medio de cultivo por cambios frecuentes.
4) La reduccion de la tension de oxigeno (2-10%) vy el incremento del CO, (3-5%).
Seguir cuidadosamente estos pasos asegura el crecimiento de los estados
intraeritrociticos de P. falciparum.
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Figura 6. Reloj bioldgico de P. falciparum.
Tomado de: Deharo, E., P. Gautret, et al. (2000)

Dentro de las técnicas mas empleadas para determinar la actividad antimalarica in
vitro se encuentran: 1) el método visual [136], 2) el micrométodo radioisotdpico [137],
3) los métodos bioguimicos como las pruebas de la LDH [138], de la HRP-2 [139] y 4)
el método fluorimétrico [136]. Existen otros métodos particulares que postulan modos
de accion como la inhibicion de polimerizacion del grupo hemo [140].

Actualmente, el ELISA-HRP2 es el método de evaluacion de sensibilidad in
vitro para P. falciparum méas ampliamente usado en el mundo; sin embargo, la
descripcion de aislamientos con ausencia de esta proteina conduce a la basqueda de
métodos alternativos para esta poblacion de paréasitos [139].

Recientemente, los métodos de deteccion de &cidos nucleicos basado en
fluorescencia se han presentado como una alternativa con menor costo y tiempo de
ejecucion [141]. Estos se basan en la determinacion de la fluorescencia emitida por un
fluorocromo capaz de insertarse en los acidos nucleicos de Plasmodium. Ejemplos de
fluorocromos con estas caracteristicas son, el Hoechst 33258 [142] y el SYBR-green |
[141], que permiten cuantificar el numero de parasitos siendo este directamente

proporcional a la cantidad de ADN de los mismos [142].
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Todos estos métodos determinan la inhibicion del crecimiento de los parésitos
mediante una medicion directa o indirecta cuando éste es sometido a diferentes
concentraciones de una sustancia a ensayar.

Las técnicas in vitro en la investigacion de farmacos con posible actividad
antimaldrica tienen ventajas como son [136]:

1) La capacidad de obtener una informacion fiable con cantidades pequefias
(microgramos) de material.

2) La medicion de la actividad intrinseca antimalarica donde no intervienen factores del
hospedador.

3) La mayor precision de la medicion que generalmente no es posible con sistemas de
test in vivo.

4) La evaluacion de un mayor numero de compuestos en un experimento, comparado
con el método in vivo.

5) El hecho de no tener problemas de ética.

Ademas, el elevado costo de los ensayos in vivo y las restricciones cada vez
mayores en el uso de animales, han dado lugar a que la mayor parte de los ensayos hoy

en dia utilicen cultivos in vitro de paréasitos [136].

44



MWateniales ¢y Metados




Materiales y Métodos

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Método in silico

Se utilizaron los DMs implementados en el programa TOMOCOMD-CARDD
[112] para la parametrizacion de los datos y el paquete de procesamiento STATISTICA
6.0 [143] para el andlisis estadistico. Los modelos se validaron segun lo establecido en

los principios regulatorios de la OCDE [110].

3.1.1. Construccion de la base de datos

La base de datos se conformé a partir de la literatura con un total de 2.314
compuestos, principalmente del Handbook of Drugs and their Synonyms de Martin
Negwer [144] y de la base de datos Merck Index [145], donde pueden encontrarse los
nombres, sindnimos y férmulas estructurales para cada uno de los compuestos.

En el caso de aquellos compuestos extraidos del PubChem y de articulos
cientificos [146-158], se tomaron como criterios de inclusion en el grupo de los activos,
valores de concentracion inhibitoria 50 (1Csp) en ensayos in vitro < 20 uM y un 100%
de animales curados con dosis <10 mg/kg de peso en ensayos in vivo. En publicaciones
donde la actividad se exprese en potencia relativa, se tomaron como activos aquellos
donde esta raz6n sea mayor que 1.

El conjunto de compuestos inactivos estd formado por farmacos con diferentes
usos farmacologicos para los cuales no existen datos previos de actividad antimalarica,
asi como aquellos que no cumplieron los criterios de inclusion mencionados
anteriormente. Esta situacion puede reflejarse en los resultados de la clasificacion de la
serie de compuestos inactivos, donde algin compuesto puede ser clasificado por la
funcién de clasificacion como AM. Estas moléculas serian “erroneamente” clasificadas
como activas en un principio y podian ser escogidas para ser evaluadas

experimentalmente.

3.1.2. Calculos de descriptores moleculares

Empleando el modo de célculo del programa TOMOCOMD-CARDD [112] se
calcularon los DMs basados en relaciones de atomos, que fueron: indices cuadraticos
[ak(V), G (v), a(v), g (v)], [159-162] lineales [fi(v), fi (v), fi(v), fi " (V)] [114, 115,

45



Materiales y Métodos

134, 163-165] y bilineales [be(Vnzm), b (Vmzm), b'(Vn,zm), b (Vizm) [166, 167]
estocasticos y no estocésticos, totales y locales (L).

Con el objetivo de diferenciar los vértices (atomos) de los grafos moleculares, se
consideraron como componentes vectoriales en el calculo de los DMs, cuatro sistemas
de propiedades atomicas, que fueron: valores de masa atémica (MW), polarizabilidad
atomica (P), volumen de van der Waals (V) y electronegatividad en la escala de
Mulliken (E) [168, 169]. En el caso de los indices bilineales se consideraron todas las

posibles combinaciones de dichos pesos.

3.1.3. Disefio de series de entrenamiento y prediccién

Se evalud la distribucion y diversidad estructural dentro de los grupos de
observaciones del total de la base de datos de 2.314 compuestos, mediante un AC o de
conglomerados jerarquicos segun el procedimiento k-NNCA (siglas en inglés de
Algoritmo de cluster de k-Vecinos mas Proximos) implementado en el paquete de
procesamiento STATISTICA 6.0. [93, 143]. Previo al estudio de claster fueron
estandarizadas las matrices de DMs anteriormente calculados. A cada uno de los dos
grupos formados se les realiz6 un segundo AC del tipo k-MCA (k-means claster
analysis). Esto permite dividir el grupo de compuestos activos en dos subconjuntos que
formarén la SE y la SP; de igual manera se divide el grupo de los inactivos. Esto
permite asegurar la representatividad de elementos del mismo dominio en los dos
subconjuntos obtenidos.

Segln varios autores la “Unica” condicion necesaria y suficiente para poder
estimar el valor predictivo de un modelo es comparar los valores predichos y
observados de una SP externa [170]. Los compuestos incluidos en la SP no se usaron en

el desarrollo de los modelos cuantitativos.

3.1.4. Desarrollo y validacion de los modelos QSAR

Los modelos QSAR fueron las principales herramientas de los ensayos in silico
realizados en esta Tesis, los cuales fueron obtenidos utilizando los DMs TOMOCOMD-
CARDD, asi como el ADL como técnica estadistica para clasificar los compuestos
AMs. La ubicacion de cada compuesto en una de las clases estd dada por las
probabilidades de clasificacion posteriores, empleada para el calculo de la diferencia de

estas probabilidades (AP) segun:
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AP% = [P(act)-P(inact)] x100

donde, P(act) es la probabilidad con que la ecuacién clasifica un compuesto como
activo y P(inact) es la probabilidad con que la ecuacion clasifica un compuesto como
inactivo.

De esta forma compuestos con AP% > 0 se consideraron activos Yy aquellos con
AP% < 0 se consideraron inactivos.

Para la obtencion de los modelos QSAR de clasificacion se empleo la técnica del
ADL que se caracteriza por una ecuacion matematica lineal que representa la relacion
de la variable dependiente (clases de AMs y no-AMs) vy las variables predictoras (DMs)
[111]. Los modelos QSAR-ADL se obtuvieron utilizando el método de “pasos hacia
delante” (forward stepwise) y de “mejor subconjunto” (best subset) para la seleccion de
las variables (atributos).

Se utilizaron diferentes parametros estadisticos para verificar la calidad y robustez
de los modelos obtenidos (la A de Wilks, el valor de F y el cuadrado de la distancia de
Mahalanobis (D?) [170].

El principio de parsimonia (“Occam’s Razor”) fue tomado siempre en cuenta para
la seleccion del modelo, teniendo presente que cuando las explicaciones multiples estan
disponibles para un fendmeno, se prefiere la versién més simple [171]. De igual forma
se calcularon los parametros estadisticos mas utilizados en la literatura médico-
estadistica: la exactitud total (Q), el coeficiente de correlacion de Mattews (C), la

sensibilidad (Sens), la especificidad (Spec) y la razén de falsa alarma (RFA)”[170].

Q=100* (VP +VN)/ (VP +FP + VN +FN)
C =100 * (VP * VN = FP * FN)/~ (VN + FN)*(VN + FP) * (VP + FP) * (VP + FN)
Sens =100 * VP / (VP + FN)
Spec =100 * VP / (VP + FP)
RFA= 100 * FP /(FP +VN)
Donde, VP y VN son los verdaderos positivos y negativos, respectivamente y FP y FN
son los falsos positivos y negativos, correspondientemente.

Para probar la robustez de los modelos y demostrar el poder predictivo de los
mismos, se efectuaron ejercicios de validaciéon interna y externa. En la validacion

interna, se llevd a cabo una estrategia de VC dejando el 5, 10, 15, 20, 25 y 30% de los
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compuestos fuera (Leave-Group-Out, segun sus siglas en inglés) generando nuevos
modelos con los que se predice tanto la nueva SE utilizada, como el porcentaje de
compuestos no incluidos correspondiente en cada ocasion. Este proceder se repitio hasta
que todos los casos (en este caso grupos) son retirados una vez y predichos por el
modelo generado con las respectivas bases de datos reducidas [93].

Un segundo ejercicio de validacion interna se llevd a cabo mediante la
aleatorizacion de la variable respuesta, [172] que consiste en invertir la clasificacion
correcta de dicha variable en el 5, 10, 20, 30, 40 y 50% de los compuestos de la SE. En
cada caso se desarrollé un nuevo modelo al que se le determinan los parametros
estadisticos mencionados en parrafos anteriores. Este procedimiento es Util para
demostrar la estabilidad del modelo QSAR/ADL obtenido (y también descarta el ajuste
casual), en dependencia del desajuste o alteracion gradual de los parametros
estadisticos.

Para la validacion externa, la SP generada mediante el analisis de cluster fue
sometida a la evaluacion de las funciones discriminantes, de modo que pudieron ser
calculados para cada caso los pardmetros estadisticos recomendados (Q, C, Sens, Spec
y RFA) [170].

3.1.5. Sistemas multiclasificadores-ensamblados-basados en modelos QSAR

La utilizacion de SMC es una estrategia, que puede aumentar la precision del
analisis y obtener excelentes resultados en el comportamiento de la clasificacion. Los
SMC pertenecen a una reciente area de la mineria de datos que ha permitido mejorar, en
general, la precision de las predicciones por medio de las combinaciones de
clasificadores individuales.

No existe todavia un clasificador por excelencia (Teorema de “No free lunch™);
para un problema determinado es dificil seleccionar cual serd el clasificador que logre
encontrar una mejor frontera de decision para separar las clases. Por ello, se utilizaron
un conjunto de modelos QSAR/ADL para obtener sistemas ensamblados o
multiclasificadores. Estos tienen una tendencia general a mejorar los resultados de las
clasificaciones [173, 174].

Para la confeccion de los SMCs, se emplearon los modelos QSAR/ADL obtenidos

bajo las condiciones previamente descritas. Ademas, se tuvieron en cuenta dos factores
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importantes: la diversidad de los clasificadores y la combinacion de las salidas de los
mismos [113]. Varios autores plantean que no hay una medida de diversidad
involucrada en forma explicita en los métodos de generacion de clasificadores, aunque
asumen que la diversidad es el punto clave en cualquiera de los métodos y que de esto
dependerd en gran medida el resultado final del SMC [175].

Se han planteado 4 niveles que representan el punto del proceso donde recae el
peso de la combinacion y que son: Nivel de base de datos, Nivel de rasgos, Nivel de
clasificadores y Nivel de clasificacion [175]. En este trabajo, a nivel de atributo, la
diversidad esta basada en que los modelos se entrenaron sobre varios subconjuntos de
variables predictoras, representadas por varias familias de DMs. A nivel de
combinacion, se garantizo la diversidad mediante el empleo de varias formas (voto
ponderado y voto no ponderado) para la obtencién de los SMCs. Se utilizo el enfoque
de fusion, el cual supone que cada modelo tiene el conocimiento de todo el espacio
quimico [15].

Para “cuantificar” las correlaciones entre los clasificadores individuales, fueron
seleccionadas las medidas de diversidad de desacuerdo y de doble fallo [124, 176].

Estas medidas se basan en combinar por pares todos los modelos y establecer una
salida binaria para cada pareja formada, representando si la prediccion fue correcta (1) o
no (0). De esta manera, para cada pareja de modelos, se calcularon los valores que se

muestran en la Tabla 1y 2.

Tabla 1. Relacion entre dos modelos individuales (M1 y M) para cada instancia.

M, correcto (1) M, incorrecto (0)
M; correcto (1) a b
M, incorrecto (0) c d

a+tb+c+d=1

Si se suman los valores a, b, c, d, entre el par de clasificadores M; y M, para cada
pareja formada se obtendrd el siguiente resultado, a partir del cual se calculan las

medidas en formas de pares.
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Tabla 2. Relacion entre dos modelos individuales (M; y M) para todas las instancias o

parejas
M, correcto (1) M, incorrecto (0)
M, correcto (1) A B
M, incorrecto (0) C D

A+B+C+D=N
En este caso, A representa la suma total de los valores de a y asi respectivamente con

los valores B, C y D. EIl nimero total de casos es N.

La medida de desacuerdo se basd en aquellos casos que fueron clasificados de
manera diferentes por los dos clasificadores: D; , = b + c. La medida de doble fallo tuvo
en cuenta aquellos casos en que los dos clasificadores se equivocaron: DF;, = d. Se
utilizé una combinacion de ellas para la seleccion de los mejores clasificadores bases
DIF;, = D12 - DF12 Se escogieron diferentes conjuntos de clasificadores bases que
maximizaron los valores de DIF; ;.

La salida de los clasificadores individuales se considero tanto categorica (activo e
inactivo) como continua (probabilidad posterior o pronosticada, P).

Se utilizd6 primeramente el voto ponderado que necesita un entrenamiento
adicional para los clasificadores base en la obtencion de los resultados finales. En este
estudio, solamente la columna de la distribucion de probabilidad asociada a la clase
activa del perfil de decision fue usada y el ADL fue empleado para dar un peso a cada
modelo individual en este SMC [15].

En el voto no ponderado se supone que todos los modelos tienen la misma
contribucion al resultado final. Dentro de este el enfoque el voto mayoritario es muy
utilizado [177-180], donde cada clasificador individual da un voto para un caso
prediciendo su clase, y cada caso tendrd la salida final en funcion de la clase que reciba
mas votos siendo seleccionada como la salida del SMC. Para combinar las salidas
continuas, se utilizaron las matrices llamadas perfiles de decision (decision profile, DP),
como se muestra en la Figura 7. Sea M = {M1, M2,..., M} el conjunto de clasificadores
y Q = {Ca,C} las clases activa e inactiva. Para una instancia x, se denota por dia(x) 0
dii(x) el valor de distribucion de probabilidad que el clasificador M; da a la hipétesis que
x sea de la clase activa e inactiva. En este caso, el promedio de las probabilidades (PP)

y la probabilidad maxima (PMa) son los mas usados con un buen rendimiento. En
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nuestro caso, se utilizaron ademas otras combinaciones algebraicas de las distribuciones

de probabilidades, como la funcion del minimo y del producto.

dix d q q Distribucion de probabilidad asociada
1A U2A..1Uja...Una
DP(x)= : . a la clase activa

dy dyy ... di...dy

Salida del modelo M;
Figura 7. Perfiles de decision de un conjunto de clasificadores.

De igual manera, fueron calculados los parametros recomendados (C, Sens, Spec
y RFA) en las SEs y SPs para la evaluacién y la validacion del comportamiento de los
SMCs.

Para validar de forma més exhaustiva el poder predictivo del SMC se utiliz6 una
base de datos de 13.410 compuestos con actividad in vitro frente a la cepa Dd2 de P.
falciparum resistente a la CQ [13]. Estos compuestos fueron empleados en la validacién
del mejor SMC como una simulacion del proceso de CV. Este experimento permitio
comparar los resultados predichos por nuestro SMC, con los obtenidos
experimentalmente por la GSK y evaluar asi el comportamiento de nuestro modelo en la

practica [13].

3.2. Protocolo de CVBL integrado por diferentes filtros

Un buen protocolo de CV necesita ser rapido y preciso, de modo que sea practico
para cribar grandes bases de datos (millones de compuestos) en aras de priorizar un
numero reducido de compuestos para ser evaluados experimentalmente. En la Figura 8
se muestra el protocolo de CV secuencial “paso a paso” con los diferentes filtros
Ilevado a cabo en este estudio. EI mismo se baso en la jerarquia computacional de cada
filtro, en el tiempo CPU que utilizaba cada uno de ellos y en la complejidad de la
informacién aportada como entrada para cada paso. De esta forma los compuestos
obtenidos en cada paso, pasaron a la etapa siguiente del protocolo, disminuyendo

gradualmente el nimero de compuestos seleccionados.
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1. Limpiezay

| Filtros Drug likeness |
a N
2. Similitud molecular
o _J
4 N
3. QSAR-ADL
\. )
a N
4. Analisis de cluster
\. )
4 ., N
5. Seleccion por
diversidad molecular
. )

Figura 8. Esquema del protocolo de cribado virtual “paso a paso”.

Con este método se tamizaron 4 bases de datos de compuestos para seleccionar
posibles AMs:

BD1: Spectrum collection (http://www.msdiscovery.com/spectrum.htmL) que
estd compuesta por 2.000 compuestos (farmacos: 50%, productos naturales: 30% y
otros componentes bioactivos).

BD2: DrugBank (http://www.drugbank.ca), la cual es generada en la Universidad
de Alberta (Canadd). Esta base de datos contiene 6.811 compuestos que incluyen todas
las moléculas aprobadas por la FDA, péptidos proteicos, nutracéuticos y farmacos
experimentales.

BD3: Otava Diversity Libraries PrimScreen15
(http://www.otavachemicals.com), es una base de datos confeccionada por grupos de

diversidad usando el CheD software. En este caso se utilizo la biblioteca de 15.000
compuestos.

BD4: Tocriscreen collections (http://www.tocris.com/screeningLibraries.php), la
cual incluye 1.120 compuestos bioactivos adecuados para HTS y aplicaciones quimicas

y bioldgicas.
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Tabla 3. Total de compuestos cribados por cada base de datos.

Bases de datos Numero de compuestos
BD1 2000
BD2 6808
BD3 15000
BD4 1120
Total 24.928

A continuacion se describe cada uno de los pasos mencionados anteriormente en
el CVBL.

3.2.1. Filtros drug-likeness

El filtro de Absorcién-Distribucién-Metabolismo y Excreciébn (ADME) mas
clasico es la regla de los 5 (Ro5) de Lipinski, basado en las propiedades fisicoquimicas
del compuesto; sin embargo se ha encontrado que los margenes de Lipinski son
demasiado estrictos [96, 99]. Teniendo en cuenta que existian diversos criterios en este
tema, se aplicaron los valores de limites superiores de varios filtros descritos en la
literatura, incluyendo de esta manera otras condiciones no incluidas en la regla de
Lipinski.

En nuestro caso, un compuesto no fue tomado en consideracion si: MW > 700
g/mol; LogP > 7; nHBDon > 5; nHBAc > 10; nRotB > 10; PSA > 140 A% Todos estos
descriptores fueron calculados con el programa CDK Descriptor GUI (v0.94) [181].

3.2.2. Busqueda de similitud molecular

Se utilizé el método de fusion de datos [182], empleando 30 compuestos de
referencia (AMs estructuralmente diversos). En el Anexo 1 se muestran las estructuras
de estos compuestos. Las huellas MACCS [96] fueron calculadas para caracterizar las
estructuras de referencia y las de las bases de datos, utilizando el programa CDK
Descriptor GUI (v0.94) [181]. El coeficiente de Tanimoto fue utilizado para establecer
las métricas de comparacion intermolecular (una de referencia vs. una de la base de
datos) [105, 106].

De esta manera, cada molécula de la base de datos (de dimension n) fue ordenada
en una posicion (ranking) rj (1< i< n, 1< j< 15) con una medida de similitud (score) s;
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respecto a cada una de las estructuras de referencia. Su score final se establecio por la
regla de fusion maximo: s = maximo {si, S,...S15} (fusion por maximo score). Después,
todas las moleculas de la base de datos fueron ordenadas segun su score fusionado, st.
Los compuestos retenidos son los que se encuentran por encima del 66% en la lista

ordenada {s, St2...Sm} [15].

3.2.3. Estudio QSAR/ADL

Se calcularon los DMs para aquellos compuestos retenidos de los pasos anteriores
de cada filtro segun el protocolo de la Figura 6. Los compuestos que pasan al paso
siguiente de dicho protocolo, fueron cribados por el SMC seleccionado segun el
epigrafe 3.1.5 de esta seccion. De esta forma, solo aquellos compuestos clasificados

como activos en el estudio QSAR/ADL, pasan a la etapa siguiente del CV.

3.2.4. Analisis de cluster y seleccion final por diversidad molecular

Se llevd a cabo un AC jerérquico segun el procedimiento k-NNCA implementado
en STATISTICA 6.0 [143], donde cada conglomerado formado es analizado
individualmente mediante la inspeccion visual de la estructura de cada miembro. De
esta forma se seleccionan compuestos semejantes estructuralmente a compuestos
activos y se trata de obtener la mayor representatividad y diversidad de nlcleos bases.
Se presto especial atencion a la presencia de singletones (outlier structural), pues estos
pudieran constituir nuevos nucleos base.

Para la seleccidn de los compuestos a evaluar experimentalmente se realiza una
busqueda de la actividad descrita frente a P. falciparum; asi como de la disponibilidad y

el precio en el mercado para su adquisicion.

3.3. Métodos in vitro

Los compuestos seleccionados segun el protocolo descrito anteriormente fueron
evaluados en ensayos in vitro frente a dos cepas de P. falciparum, 3D7 y Dd2 sensible y
resistente a CQ, respectivamente. Estas cepas fueron donadas a nuestro laboratorio por

Centro Nacional de Microbiologia, del Instituto de Salud Carlos I11.
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El cultivo de P. falciparum fue mantenido en medio RPMI 1640 suplementado
con albumax (Gibco) 0,5%, hipoxantina (Sigma) 0,1%, suero bovino fetal (Gibco) 10%
y globulos rojos (grupo O+ o A+, 2% hematocrito). Se incubaron a 37°C y 5% CO,
[183].

3.3.1. Evaluacién de la actividad antimalarica. Microtest in vitro basado en
fluorescencia

El método de deteccion de acidos nucleicos usando fluorocromos como el
SYBR-green 1, se ha presentado como una alternativa con menor costo y tiempo de
ejecucion comparandolos con otras técnicas para la evaluacion de la actividad
antimalarica [184].

Usando placas de 96 pocillos se distribuyen 50 uL/pocillo de los productos
previamente disueltos en DMSO (Panreac), utilizdndose 3 réplicas por cada
concentracion, asi como controles con CQ (Sigma) y DMSO al 0,1%. Posteriormente
se distribuyeron 50 pL/pocillo del cultivo de P. falciparum, para completar un volumen
de 100 pL/pocillo. ElI hematocrito fue de 2% con una parasitemia del 1%, dejando
controles de crecimiento y de glébulos rojos no parasitados. Después de 48-72 h de
incubacion, se afiaden 100 pL/pocillo de SYBR-Green (Applied Biosystem) disuelto en
una solucién de tampodn de lisis (0,2 uL/mL) [185] y se agitan las placas por 15 min
protegidas de la luz. Seguidamente se mantienen durante una hora en reposo para
favorecer la accion del agente intercalante con el ADN parasitario. La lectura de la
fluorescencia se realiza en un lector de microplacas (Sunrise RC-TECAN) a una
longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emision de 535 nm [184]. El porcentaje

de inhibicion (IC) se calcula usando la formula siguiente:

or1~— (IF Control - IF Compuesto) x 100
%IC=
IF Control

donde, IF = Intensidad de Fluorescencia

Ademas de los compuestos seleccionados por el protocolo de CV, se evaluaron 16
nuevos compuestos obtenidos por sintesis quimica, suministrados por el Laboratorio de
Farmacoinforméatica y Modelizacion Molecular, del Departamento de Quimica

Farmacéutica del Colegio de Farmacia ISF en Moga, India.
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3.3.2. Citotoxicidad inespecifica en macréfagos

Para los ensayos de citotoxicidad inespecifica se emplearon macrofagos de la
linea J774, los cuales se conservaban en nitrogeno liquido a -170 °C [186]. Se trata de
una linea celular de macréfagos peritoneales de origen murino, que fue donada a nuestro
laboratorio por el Centro Nacional de Microbiologia, del Instituto de Salud Carlos III.
Para el mantenimiento del cultivo se utilizan frascos de cultivo celular de 25 cm?
mediante pases sucesivos en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino
fetal (Gibco), a 37 °C con 5% de CO,,

Este ensayo se basa en medir la respiracion celular como indicador de viabilidad
celular por la reduccion a nivel mitocondrial de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma) [187]. EI MTT es captado por las células y
reducido por la enzima succinico deshidrogenasa mitocondrial a formazan insoluble que
queda retenido en las células y puede ser liberado mediante la solubilizaciéon de las
mismas. De esta forma es cuantificada la cantidad de MTT reducido mediante el cambio
de coloracion del amarillo al azul [188].

Para la realizacion de subcultivos en las pruebas de citotoxicidad inespecifica, se
despegan las células con una solucion de EDTA/tripsina en tampdn fosfato salino (PBS,
por sus siglas en inglés) a 1 g/L durante 10 minutos. Se centrifugan a 1.500 rpm/5 min y
se resuspenden en medio fresco para determinar su concentracion y viabilidad a través
del recuento en camara de Neubauer con una solucion de Azul tripan (Sigma). El
cultivo se ajusta a 70.000 macrofagos en 100 pL/pocillo. Después de 24 h de incubacién
a 37 °C con 5% de CO,, se retira el medio y se afiaden 200 pL de los productos a
evaluar previamente disueltos. Por cada concentracion de los productos se utiliza un
pocillo sin macrofagos que servird como blanco y se utilizan controles de crecimiento
de células. Tras 24 h en contacto con los productos se retira el medio y se afiaden 100
pL/pocillo de MTT (0,4 mg/mL) en PBS, incub&ndose a 37 °C durante 1 h [188]. Los
cristales de formazan se disuelven con 100 pL/pocillo de DMSO. Se leen las

absorbancias a 595 nm y la actividad citotoxica se calcula empleando la formula:

osc - 100 -_(A compuesto - A blanco) x 100
A control - A blanco
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donde, %C = es el porcentaje de citotoxicidad inespecificay A= es la absorbancia.

3.3.3. Evaluacion de la actividad antimaléarica in vitro en el test de inhibicion de la
biomineralizacion de la FPIX (FBIT)

Durante su desarrollo intraeritrocitario el parasito degrada grandes cantidades de
hemoglobina dentro de un organulo especializado denominado vacuola digestiva [189,
190]. Durante este proceso se libera FPIX, un compuesto potencialmente toxico para el
mismo paréasito, que puede provocar desde lisis de la membrana hasta la inactivacion de
enzimas indispensables para su alimentacion, como la Pim I y Il y la falcipaina. La
FPIX se detoxifica a traves de un mecanismo particular del parasito, formando un
polimero insoluble atoxico, la hemozoina, Ilamado también pigmento malarico [189,
190]. Por lo tanto la eliminacion de la FPIX es un mecanismo indispensable para su
supervivencia. Esta funcion especializada hace de la vacuola digestiva un blanco de
eleccion para la quimioterapia antimalarica, puesto que, un farmaco capaz de inhibir la
polimerizacion de la FPIX podria ser letal para el parésito. Para muchos farmacos, su
habilidad para inhibir la polimerizacion de la FPIX esta directamente relacionada con la
potencia AM [191-193].

En una placa de 96 pocillos no estéril se coloco en estricto orden, 50 ul/pocillo de
solucion de clorhidrato de hemina bovina en DMSO a una concentracion de 0,5 mg/mL.
Luego se afiadio 100 ul/pocillo de tampdn acetato de sodio pH 4,4 y posteriormente 50
ul de cada uno de los productos a evaluar disueltos en DMSO a diferentes
concentraciones. Se utilizaron controles de DMSO y de CQ como farmaco de
referencia. Se colocaron por triplicado tanto los productos a evaluar como los controles.
La placa se incuba a 37 °C por 18-24 h y luego es centrifugada a 3.000 rpm durante 5
minutos. El sobrenadante es eliminado sacudiendo con fuerza la placa de arriba abajo y
se afiadieron 200 ul/pocillo de DMSO centrifugandose nuevamente la placa a 3000 rpm
durante 5 minutos. El sobrenadante se elimina de la misma forma y se colocan 150 pl/
pocillo de hidroxido de sodio 0,1 N, agitandose la placa 30 segundos. Se realiza la

lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 405 nm en un lector ELISA [140].

57



Materiales y Métodos

El porcentaje de inhibicién de cada producto de sintesis fue calculado mediante la
siguiente férmula:

% Inh = PACP-A PCAE x 100

donde, % Inh = es el porcentaje de Inhibicién
PAC = promedio de la absorbancia del control
PAE = promedio de la absorbancia del compuesto en estudio.

Se determino la ICs, (concentracion que inhibe el 50 % de la biomineralizacién de
la FPIX utilizando la funcién Probit [194, 195].
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4. RESULTADOS

4.1. Introduccion

Durante el transcurso de este capitulo se presentan, de manera resumida, los
principales resultados obtenidos en la investigacion. De esta forma se ofrece al lector la
posibilidad de corroborar, mediante los resultados del trabajo, la aplicabilidad de los
métodos computacionales en la modelizacion de la actividad antimalarica, el cribado
farmacologico y la corroboracion de la actividad predicha mediante los ensayos
experimentales.

Los resultados de esta Tesis se han dividido en 3 secciones, primeramente los
resultados de los métodos in silico, luego el desarrollo del proceso de CVBL y por
ultimo, los resultados de los métodos de corroboracion experimental in vitro.

En primer lugar, dentro del estudio in silico, se expone el proceso de
conformacién de la SE y SP de la base de datos utilizada para la obtencion de los
modelos de prediccion de la actividad antimalarica. Luego en el epigrafe siguiente se
presenta la generacion y validacion de las funciones discriminantes utilizando los
indices moleculares lineales, cuadraticos y bilineales basados en relaciones atémicas,
respectivamente. Finalmente, se integran los diferentes modelos QSAR/ADL obtenidos
en los articulos para conformar un SMCs que permitan optimizar las condiciones para el
CVBL de bases de datos y la propuesta de potenciales compuestos AMs.

Los resultados del los ensayos in vitro se dividen en los obtenidos mediante el
método fluorimétrico frente a dos cepas de P. falciparum, de los cuales seleccionan una
serie de compuestos con actividad antimalarica a los que se les realiz6 el ensayo de

citotoxicidad inespecifica asi como la prueba de FBIT.

4.2. Métodos in silico

La base de datos de 2.314 compuestos quedd dividida en dos conjuntos de 851 y
1.463 compuestos activos e inactivos, respectivamente. Después del AC de k-MCA se
dividen estos grupos en dos subconjuntos separados, la SE con 638 activos y 1.097
inactivos y la SP con 213 activos y 366 inactivos. De esta forma se asegura que
cualquier clase quimica (determinada por clister) estara representada en ambas series de

compuestos.
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Mediante los DMs estocasticos y no-estocasticos, totales y locales, basados en
relaciones de dtomos implementados en el programa TOMOCOMD-CARDD [112], se
obtuvieron 37 modelos de clasificacion QSAR/ADL. Los parametros estadisticos
obtenidos para cada uno de ellos, asi como los indices que representan cada modelo
individual se reflejan en la Tabla 4.

La clasificacion (expresada en AP%) para cada compuesto de la base de datos de
trabajo (SE y SP) por cada uno de los 37 modelos de prediccion (véase Anexo 2 del CD

que se adjunta en esta Tesis).
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Tabla 4. Comportamiento de los 37 modelos QSAR/ADL basados en relaciones de atomos.

SE SP
Modelo indices C Q Sens Esp FAR C Q Sens Esp FAR | Wilks'A D2 F
1 ILNS-M 0,73 86,86 89,03 7824 1440 | 0,74 8756 87,79 80,26 1257 0,47 4,90 (7,1727) = 281,3377
2 ILNS-P 0,77 89,28 8950 8275 10,85 | 0,77 8895 90,14 81,70 11,75 0,45 5,32 (7,1727) = 305,3036
3 ILNS-V 0,77 89,11 89,81 8221 11,30 | 0,74 87,74 8873 80,08 1284 0,43 561 (7,1727) = 322,1649
4 ILNS-K 0,79 90,03 8981 8414 985 | 0,78 8981 8826 8468 9,29 0,43 5,73 (7,1727) = 329,1215
5 ILNS-Gral 0,80 90,66 91,69 8429 994 | 081 91,02 9155 8515 9,29 0,42 5,96  (7,1727) = 342,4944
6 IQNS-M 0,73 87,09 8871 7883 1386 | 0,73 87,05 8498 80,80 11,75 0,48 4,59  (7,1727) = 263,4684
7 IQNS-P 0,76 88,88 87,77 8296 1048 | 0,73 87,22 86,38 80,35 12,30 0,46 510  (7,1727) = 292,9673
8 IQNS-V 0,76 8859 8824 8207 11,21 | 0,74 8739 8732 80,17 12,57 0,46 4,97  (9,1725) = 221,5716
9 IQNS-K 0,80 90,37 89,34 8520 902 | 079 90,16 8873 8514 9,02 0,42 5,89 (9,1725) = 262,8651
10 IQNS-Gral 0,79 90,26 89,66 84,74 939 | 0,81 90,85 89,67 86,04 847 0,43 5,77  (7,1727) = 331,5598
11 IBNS-MP 0,75 88,07 8966 80,22 1285 | 0,74 87,74 8873 80,08 12,84 0,46 5,00 (7,1727) = 287,3787
12 IBNS-MV 0,77 8882 8950 81,81 11,58 | 0,76 8843 87,79 82,02 11,20 0,46 5,07  (7,1727) = 291,2286
13 IBNS-MK 0,73 87,32 87,30 80,03 1267 | 0,72 86,87 8498 8044 12,02 0,47 4,85 (7,1727) = 278,3801
14 IBNS-PV 0,77 89,16 88,71 8299 1057 | 0,77 89,12 88,73 8289 10,66 0,45 522 (7,1727) = 299,4637
15 IBNS-PK 0,79 89,97 8824 8505 902 | 077 8929 8826 8356 10,11 0,43 5,71 (7,1727) = 327,9478
16 IBNS-VK 0,77 89,05 89,18 8246 11,03 | 0,75 88,08 8826 81,03 12,02 0,43 568 (7,1727) = 326,1627
17 IBNS-Gral 0,78 89,57 89,97 83,07 10,67 | 075 8843 86,38 8288 10,38 0,42 591  (9,1725) = 263,8623
18 INS-Gral 0,81 91,18 9091 8593 866 | 081 91,02 8920 86,76 7,92 0,42 6,04 (7,1727) = 347,0380
19 ILSS-M 0,76 8859 89,03 81,61 1167 | 0,75 8791 8967 7992 1311 0,47 4,90  (7,1727) = 281,5600
20 ILSS-P 0,77 89,05 89,66 82,18 11,30 | 0,74 87,74 8873 80,08 12,84 0,45 533 (7,1727) = 305,9011
21 ILSS-V 0,77 89,22 89,97 8235 1121 | 0,77 8895 8873 8253 1093 0,43 5,60 (7,1727) = 321,6680
22 ILSS-K 0,77 89,28 8824 8353 10,12 | 0,79 90,33 8326 8584 847 0,449 5278 (7,1727) = 303,0869
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Tabla 4. Continuacion

SE SP

Modelo indices C Q Sens Esp FAR C Q Sens Esp FAR | Wilks'h, D2 F
23 ILSS-Gral 0,79 90,09 89,97 8416 985 | 0,79 89,81 91,08 8291 10,93 0,43 5,72 (9,1725) = 255,1377
24 1QSS-M 0,71 86,05 8511 78,70 1340 | 0,73 87,39 8451 81,82 10,93 0,50 4,21 (7,1727) = 241,9065
25  1QSS-P 0,73 87,09 87,30 7957 1304 | 0,73 8687 8685 7940 13,11 0,48 4,59 (8,1726) = 230,6731
26 1QSS-V 0,74 87,78 87,77 8069 1222 | 0,71 86,18 8545 7879 13,39 0,46 4,97  (7,1727) = 285,2241
27  1QSS-K 0,74 8755 8840 79,89 1294 | 080 90,33 91,55 83,69 10,38 0,46 5,09  (7,1727) = 292,5573
28  1QSS-Gral 0,78 89,39 8950 8299 10,67 | 0,76 88,60 86,38 83,26 10,11 0,45 5,22 (7,1727) = 299,9503
29  IBSS-MP 0,72 86,80 86,68 79,34 13,13 | 0,72 86,70 84,98 80,09 12,30 0,50 4,33 (7,1727) = 248,6270
30  IBSS-MV 0,73 87,26 87,46 79,83 1285 | 0,76 8843 89,67 8093 12,30 0,49 4,46  (7,1727) = 255,8101
31  IBSS-MK 0,74 87,67 8793 80,37 12,49 | 0,79 89,98 89,20 8444 9,56 0,47 4,77 (7,1727) = 274,0049
32  IBSS-PV 0,73 87,03 8668 79,80 1276 | 0,75 88,08 87,32 8158 1148 0,48 4,73 (7,1727) = 269,3719
33  IBSS-PK 0,74 8755 87,62 80,32 1249 | 0,72 8653 86,85 7872 13,66 0,48 4,60 (7,1727) = 264,4024
34  IBSS-VK 0,74 87,72 87,77 8058 1231 | 0,74 8756 87,79 80,26 12,57 0,48 4,73  (7,1727) = 271,6514
35  IBSS-Gral 0,78 89,45 89,66 83,02 10,67 | 0,78 89,29 90,14 82,40 11,20 0,44 5,55 (10,1724) = 221,0526
36 ISS-Gral 0,79 90,03 89,97 84,04 994 | 0,78 89,81 89,20 84,07 9,84 0,41 6,21 (9,1725) = 276,9992
37  Gral NS-SS 0,82 91,41 9169 8590 875 | 0,82 91,36 92,49 8528 9,29 0,39 6,82  (9,1725) = 304,4584
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Los ejercicios de validacion interna realizados para demostrar la robustez de los

modelos se efectuaron con éxito. A continuacion se muestran los resultados de la

validacion interna realizada para el modelo 37 que se deriva de la combinacion de todos

los DMs calculados para los compuestos de la base de datos (Graficos 1y 2).
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Gréfico 1. Resultados obtenidos para Q de la SE del modelo 37 en el ejercicio de VC,

dejando el 5, 10, 15, 20 y 25% de los compuestos fuera.
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Gréfico 2. Resultados obtenidos para RFA de la SE del modelo 37 en el ejercicio de
VC, dejando el 5, 10, 15, 20 y 25% de los compuestos fuera.
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Los resultados del la aleatorizacién de la variable respuesta como segundo

ejercicio de validacion interna se muestran en el Gréafico 3.

100,00 60,00
90,00 - 1 50,00
80,00 - 1 40,00
70,00 | 1 30,00
60,00 - 1 20,00
50,00 - I ._ 10,00
40,00 - L 0,00
0 15 110 120 130 140 150
EmQ —#—RFA

Grafico 3. Resultados de validacion interna mediante ejercicio de aleatorizacion de la

variable respuesta para el modelo individual 37.

A pesar de la calidad de los modelos QSAR/ADL, se hizo indispensable evaluar
este comportamiento frente a una SP externa, condicion necesaria y suficiente para
validar cualquier modelo QSAR [113, 196]. En la Tabla 4 se muestran estos resultados
para la SP.

En las técnicas de modelado molecular, es tipico que exista gran cantidad de
casos parecidos con clases diferentes y puede resultar dificil encontrar los patrones que
caracterizan cada una de las clases del problema en estudio. Es conocido también que
no siempre combinar los mejores modelos ofrecen buenos resultados [175]. Teniendo
en cuenta que los modelos fueron validados adecuadamente, se decidié fusionarlos en
los SMCs para ser utilizados en CVBL.

Los resultados obtenidos para la diversidad derivada, DIF;, [124, 197] en la
comparacion por pares de todos los modelos, se muestran en el Anexo 3. Los 12
modelos seleccionados como mas diversos (2, 19, 22, 23, 25, 26, 30, 32, 33,34, 35y
37) fueron aquellos que maximizaron el valor de DIF; . Para decidir el nimero éptimo

de clasificadores que integran el SMC asi como los modelos que lo componen, existen
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muchos enfoques que no han sido explorados. En este estudio se comparan 2 enfoques
diferentes para lograr combinar los modelos QSAR en la modelizacion molecular de la
actividad AM.

Se realizd el andlisis del voto ponderado, utilizdndose como variable
independiente el AP de los compuestos por los 12 modelos anteriormente mencionados.
El Grafico 4 muestra el comportamiento de Q y RFA para la SP en el ensamblaje de
dichos modelos individuales, de forma tal que nos permitié escoger el niUmero 6ptimo
de clasificadores a combinar. Asi se compararon los parametros estadisticos para todas
las variantes, resultando que el mejor comportamiento se obtiene con la combinacién de
7 modelos (19, 23, 26, 32, 33, 35 y 37), donde coincide el valor mas alto de Q vy el

menor valor de RFA tanto para la SE como para la SP.
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| —=—QSP ——QSE ——RFASP —RFASE Modelos

Grafico 4: Valores de Q y RFA segun el voto ponderado para los 12 modelos més

diversos.

Para el otro método de ensamblaje explorado (voto no ponderado) se fusionaron
los AP de todas las combinaciones posibles entre los clasificadores individuales
(modelos) a través de funciones como el promedio de las probabilidades, probabilidad
méaxima, funcién del minimo y del producto. Construyendo las matrices denominadas
perfiles de decision se obtuvieron los parametros estadisticos C, Sens, Spec y RFA para

cada una de las variantes posibles (desde la combinacion de 2 hasta 12 modelos). En la
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Tabla 5 se muestra un resumen de los mejores resultados obtenidos en el voto no

ponderado.

Tabla 5. Mejores resultados obtenidos para la SP en el voto no ponderado.

No. de
modelos ID de modelos Q (SP) FAR (SP) combinacién algebraica
2 3735 92,23 5,19 Minimo
3 37352 92,06 3,83 Minimo
4 3735222 92,23 7,38 Mediana
5 373522232 92,57 7,10 Mediana
6 37352223225 92,23 7,92 Mediana
7 3735222322523 92,40 7,10 Mediana
8 373522232252330 92,23 7,65 Mediana

Aqui se observa que la combinacion de 3 modelos (especificamente los modelos
2, 35y 37), logra el mejor comportamiento de sus pardmetros estadisticos con respecto
a las otras combinaciones.

En la Tabla 6 se resumen los resultados de ensamblado de los modelos
comparando el comportamiento alcanzado por el mejor modelo individual (37), asi
como el mejor SMC del voto ponderado y del voto no ponderado, en aras de tomar la

decision del método a utilizar en proximos cribados.

Tabla 6. Comportamiento de los SMCs con mejores resultados en las SE y SP y

comparacion con el modelo 37 como mejor clasificador individual.

SE SP
Q Sens Espec  RFA Q Sens Espec RFA
Modelo 37 9141 91,69 8590 8,75 91,36 92,49 85,28 9,29
Voto ponderado 92,22 9185 8759 7,57 92,23 93,43 86,52 8,47
Voto no ponderado 91,35 83,39 92,36 4,01 92,06 84,98 92,82 3,83

Se selecciona el SMC del voto no ponderado para ser utilizado en el CV que sera
desarrollado posteriormente, por mostrar un mejor comportamiento en ambas series
(tomando en consideracion la RFA, que debe ser lo menor posible), siguiendo ademas el

principio de parsimonia.
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La ecuaciones 2, 35y 37 corresponden a los 3 modelos individuales con el mismo

namero de identificacion que forman el SMC seleccionado.

Clasif (2) = -5,69 +0.79 x 102 °f, H(x)-0.23x10° Pf;"(x)+0.3x10™° Pf1o(x)-0.12
P (xe)+0.12x107 Pfg ™ (xg)+0.13 Pfap (xe)-0.5x107 Pf7 (xe)

Clasif (35) = -5.86 -0.84 "V*bg "(x,y)+1.56 7 b0 (x,y)-0.77 P¥*b1,"(x,y)+0.09 *Voby "(xe,
ye)+0.45 Py (x, )-0.78 PboL (Xe, YE)+0.31 VFbo™(x, )-0.31 VKb, (x, y)-
0.12 V¥bo(x, y)+0.12 VEbg(x, y)

Clasif (37) = -7.01 +1.72x107 Vf, (xg)+1.94x10° Pgoe(x)-0.51 g "(Xxe-1)-8.23x107
VKb, P(xe, ye)-2.80x102 M H(x)+1.00 PfoH(x)+8.68x102 Vofy H(xe)+1.34
KF,30 (xe)-3.65%107% VohgH(x, y)

Con el objetivo de demostrar las posibilidades de utilizacién de nuestro SMC
para detectar compuestos con actividad AM se utilizé como segunda SP externa (serie
de simulacion de CVBL) una base de datos de la GSK con 13.410 compuestos,
evaluados frente a P. falciparum [13]. Al comparar la clasificacion de estos compuestos
segun la actividad experimental reportada frente a la cepa Dd2 de dicho parasito, con la
obtenida con nuestros modelos ensamblados en el SMC, se obtuvo un valor de Q de

91,73 % (véase Anexo 4 del CD que se adjunta en esta Tesis).

4.3. Protocolo CVBL integrado por diferentes filtros

Para cribar grandes bases de datos, se siguié un protocolo de CV “paso a paso”
(vease Figura 7 de la seccion de Materiales y Métodos) que permite evaluar de forma
jerérquica aquellos compuestos candidatos a ser evaluados experimentalmente.

La Tabla 7 muestra el nimero de compuestos de cada base de datos que pasa de
un filtro a otro en el protocolo utilizado y cada fase del mismo se profundizara en la

seccién de Discusion.
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Tabla 7. Resultados del CV para las 4 bases de datos estudiadas segun el protocolo

paso a paso propuesto en este trabajo.

Filtro Drug- Similitud

Total likeness molecular QSAR-ADL AC Seleccion
BD1 2000 1394 154 74 38 11
BD2 6811 2709 135 21 12
BD3 15000 13872 119 28
BD4 1120 832 56 31

donde, BD1: Spectrum collection
BD2: DrugBank
BD3: Otava Diversity Libraries PrimScreen15
BD4: Tocriscreen collections

En el caso de la base de datos de la BD1 se utilizd un paso adicional con respecto
a las demas bases de datos que fue la blasqueda de similitud molecular. Las huellas
MACCS [198] y el coeficiente de Tanimoto [106] fueron utilizados para caracterizar las
estructuras y establecer las métricas de comparacion intermolecular respectivamente
entre los 30 compuestos de referencia y los compuestos de la BD1. Se aplico el método
de fusion de datos, utilizando la funcién del méaximo score [104] ordenandose la base
de datos segun su score fusionado, s; [22, 181].

En el caso la utilizacion de los filtros drug-likeness como se ha mencionado
anteriormente, se aplicaron los valores de limites superiores de varios filtros descritos
en la literatura, incluyendo de esta manera otras condiciones no incluidas en la regla de
Lipinski [15]. En el epigrafe 3.2.1 de Materiales y Métodos se exponen los criterios
particulares que se tuvieron en cuenta en la aplicacion de estas reglas.

Los compuestos retenidos por similitud (para BD1) o aquellos que cumplen con
las reglas ADME especificadas en nuestro estudio (el resto de las bases de datos),
fueron cribados por los modelos QSAR/ADL. Para ello se calcularon los DMs
especificados por el SMC de clasificacion de voto no ponderado, obtenido
anteriormente para identificar nuevos AMs, obteniéndose la clasificacion virtual para
cada uno de los compuestos de las bases de datos.

Finalmente, empleando un AC jerarquico segun el procedimiento k-NNCA [143]

se determinan los compuestos mas prometedores dentro de cada cluster teniendo en
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cuenta su relacién con cada miembro del mismo. Las estructuras de los 37 compuestos

seleccionados por el protocolo de CVBL se muestran en el Anexo 4.

4.4. Métodos in vitro

En la Tabla 8 se muestran los compuestos evaluados in vitro por el microtest
basado en fluorescencia descrito en el epigrafe 3.3.1 de Materiales y Métodos.

Tabla 8. Total de compuestos evaluados in vitro y origen de cada uno de ellos.

NUmero Base de datos de origen Nombre/Cédigo
1 Purpurina
2 Azaperona
3 Clozapina
4 7,8-Dihidroflavona
5 Flumetasona
6 BD1 17-Acetato de medroxiprogesterona
7 Acido canrenoico
8 Ursodiol
9 Hidrocloruro de noscapina
10 Salvinorin B
11 Clorhidrato de coralina
12 Physcion
13 Zipradisona
14 Isradipina
15 Flunisolida
16 Oxifenciclimina
17 Dicumarol
18 Dicloxacilina
19 BD2 Nitisona
20 Metilbromuro de anisotripina
21 Triflupromazina
22 Fluorometolona
23 Amcinonide
24 Nabilona
25 NGB 2904
26 BD3 A23187, &cido libre
27 GW 4064
28 JWH 015
29 Otava-129610003
30 Otava-1688185
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Tabla 8 (continuacion)

31 Otava-7018770808
32 BD4 Otava-7019050991
33 Otava-7119891531
34 Otava-7210710035
35 Otava-103950028
36 Otava-1677649
37 Otava-7017470452
Nuevos compuestos de
sintesis
38 MKG P1
39 MKG P2
40 MKG P3
41 MKG P4
42 MKG P5
43 MKG P6
44 MKG P7
45 MKG P8
46 MKG P9
47 MKG P10
48 MKG C1
49 MKG C2
50 MKG C3
51 MKG C5
52 MKG C10
53 MKG C14

De los compuestos evaluados in vitro, 37 corresponden a la seleccion a través del

CVBL propuesto en esta Tesis y 16 son nuevos compuestos quimicos sintetizados por el

Laboratorio de Farmacoinformatica y Modelizacion Molecular, del Departamento de

Quimica Farmaceéutica del Colegio de Farmacia ISF en Moga, India.

Se consideraron como activos aquellos compuestos con valores de I1Cso < 20 uM

en alguna de las dos cepas en estudio. Los datos obtenidos en el cribado in vitro para

dichos compuestos se muestran en la Tabla 9 y las estructuras de los mismos en la Tabla

10. Como puede observarse, 9 compuestos seleccionados en el CVBL mostraron

moderada actividad en ambas cepas. Como era de esperar para los farmacos ya

conocidos, la toxicidad sobre macréfagos murinos fue baja. En el caso de los nuevos

compuestos de sintesis, también mostraron baja citotoxicidad. Los valores sefialados en

70



Resultados

rojo son aquellos que consideramos mas significativos y seran comentados en el

epigrafe 5.3 de la Discusion.

Tabla 9. Resultados del cribado in vitro para los compuestos seleccionados como
activos por el microtest fluorimétrico del SYBR-green I. Resultados del ensayo de

citotoxicidad inespecifica y el microtest de FBIT.

Concentracion

ICs0 (UM)  1Cso (UM) citotéxica ICso (M)
No. Compuesto 3D7 Dd2 (UM) FBIT
4 13,18 12 >50 Inactivo
8 15,8 10,4 >50 Inactivo
11 0,31 0,33 >50 28,7
13 5.9 6.7 _ _
14 14.7 14.2 _ _
20 91 _ _ 250
21 8.3 13.3 _ _
23 49 15 _ _
25 3,10 _ _ >300
26 0,43 0,67 >50 >300
32 15,10 10,59 >50 >300
36 13,59 11,17 >50 >300
49 6,29 12,18 >50 >300
50 14,24 16,70 >50 >300
51 15,84 21,51 >50 282
CQ 0,02 0,12 >50 30,5

71



Resultados

Tabla 10. Estructuras de los compuestos activos por el microtest fluorimétrico del SYBR-
green I.
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Discusion

5. DISCUSION

5.1. Métodos in silico

Como se ha mencionado anteriormente en Materiales y Métodos, se ha usado una
base de datos de trabajo con 2.314 compuestos, donde se han incluido compuestos AMs
descubiertos en los ultimos afios para aumentar el dominio de aplicacion de los modelos
QSAR. Estos compuestos tienen estructuras diversas, no incluidas en la SE de los
modelos desarrollados previamente [146-158] ademas de una amplia representatividad
de mecanismos de accion. La base de datos de trabajo nuestra fue confeccionada previo
a la publicacion de la evaluada por la GSK frente a P. falciparum [13], por eso estos
compuestos no fueron incluidos, sin embargo se usaron para simular el proceso de CV
(como se vera mas adelante).

Como criterio de clasificacion para cada molécula se consideraron los AP % (ver
Materiales y Métodos epigrafe 3.1.4.). Los indices calculados resultaron Utiles para
describir la actividad antimalarica. Los valores logrados para Q en cada una de las
ecuaciones discriminantes desarrolladas, asi como los valores del resto de los
pardametros utilizados comdnmente en la estadistica de quimica médica, tales como
Sens, Spec, RFA 'y C [170], asi lo demostraron (ver Tabla 4).

En este contexto, la Sens no es mas que la probabilidad de predecir un caso
positivo correctamente, mientras que la Spec es la probabilidad de que una prediccion
positiva sea correcta. El valor de C, cuantifica la fuerza de la relacion lineal entre los
DMs vy las clasificaciones, y puede proporcionar a menudo una evaluacion mas
equilibrada de la prediccién que, por ejemplo, los valores de Q. En este sentido todos
los modelos obtenidos mostraron valores de C superiores a 0,71 tanto para la SE como
para la SP, siendo el valor mas elevado para el modelo 37 (0,82).

La RFA constituye un parametro indispensable el cual refleja la posibilidad de
seleccionar un compuesto inactivo (no AM) como positivo (AM), por lo que esta razén
debe ser lo menor posible [170]; sobre todo si tenemos en cuenta que el fin de estos
modelos es desarrollar procesos de CV. Por esta razon, mientras menor sea la cantidad
de compuestos falsamente clasificados como activos, mejor serdn sus poderes
predictivos en la practica. En todos los modelos obtenidos, los valores de RFA fueron

menores que el 14,4%, tanto para SE como para SP, lo que puede estar dado por la
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amplia diversidad estructural de los datos y la carencia de una rigurosidad extrema en la
seleccidn, de los compuestos inactivos.

Los 37 modelos obtenidos mostraron valores de Q por encima de 86,05%, tanto
para SE como SP. De forma general todos los parametros estadisticos [170] fueron
adecuados para ambas series, en la totalidad de modelos mencionados. EI modelo 37 fue
el resultado de la combinacion de todos los esquemas de ponderacion en los indices no-
estocasticos y estocasticos. Este modelo clasifico correctamente el 91,41% de la SE con
un alto valor de C (0,82) y baja RFA (8,75%), siendo el mejor de todos los modelos
individuales (ver Tabla 4).

Con el animo de promover la aceptacién de estos por parte de los 6rganos
regulatorios, existen principios reflejados por la OCDE [110] (guia internacional de
buenas practicas QSAR) que deben tenerse en consideracion a la hora de realizar estos
estudios.

a) Principio 1: Un punto de medicion definido

El punto de medicion en nuestro caso es la clasificacion experimental de
compuestos en dos grupos: Activo (1) e Inactivo (-1), segun la actividad antimalarica,
la cual se puede medir y posteriormente modelar; sin embargo no fue establecido
ningun protocolo experimental especifico. Se utilizaron diferentes medidas cinéticas, ya
que la actividad fue reportada por diversos parametros, segin se mencion6 en el
epigrafe 3.1.1 de Materiales y Métodos; por consiguiente, el enfoque utilizado seria de
un QSAR global basado en una base de datos no-congenérica. De esta forma la
actividad solo estd estimada por la estructura quimica, aspecto importante para la
identificacion de nuevos compuestos lideres.

b) Principio 2: Un algoritmo no ambiguo

Se utilizé un algoritmo matematico bien definido, el cual es caracterizado por el
ADL como la herramienta matematica para relacionar el punto de medicion (variable
respuesta) y los descriptores de la estructura quimica. Los DMs en este caso fueron los
indices lineales [114, 115, 134, 163-165], cuadraticos [159-162] y bilineales [166, 167],
basados en relacion de atomos tanto estocasticos como no estocasticos. Estos estan
dados con toda claridad en la literatura internacional, por lo que, se considera que

nuestro algoritmo no es ambiguo.
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c) Principio 3: Un dominio de aplicacion definido

Con el fin de definir el Dominio de aplicacion de modelos, se utilizé un enfoque
basado en la distancia de Euclidea como se aplican en el programa de Ambit [199], En
general se reconoce que los modelos QSAR son validos sélo si estan dentro del mismo
dominio de aplicacion para el que se desarrollaron. De hecho, incluso si se desarrollan
los modelos con la misma base de datos, el dominio de aplicacion para los nuevos
productos quimicos puede diferir de un modelo a otro, dependiendo de los DMs
especificos. Por lo tanto, los compuestos quimicos seleccionados en este estudio sélo se
utilizaron en los experimentos in vitro después de que se les determind si estaban 0 no
incluidos en el dominio de aplicacion de los modelos obtenidos previamente. Para ello,
se utilizo el enfoque basado en la distancia como se aplican en el programa de Ambit.
En este analisis, los compuestos se encontraban dentro del &mbito de aplicabilidad de
los modelos desarrollados, lo que asegura una gran fiabilidad para la prediccion
utilizado el CV [200].

d) Principio 4: Medidas apropiadas de bondad de ajuste, robustez y predictibilidad

Como ejercicio de validacion interna se empled el método de VC de “dejar-
grupos-fuera”, (LGO, por sus siglas en inglés). En este caso hemos tomado como
referencia el modelo 37 que es una combinacion de todos los indices empleados ademés
de ser el que mejor comportamiento obtuvo de los clasificadores individuales.

En el Gréfico 1 se ilustran los resultados del ejercicio de VC para el modelo 37
donde se observa que la Q para la SE del nuevo modelo obtenido en cada caso, se
mantiene entre 90,9 y 91,72%. De igual manera para el caso de los valores de RAF
mostrados en el Grafico 2, los cuales oscilan entre 8,14 y 10,09. En ambos casos no
existen variaciones significativas de estos parametros para los nuevos modelos
obtenidos tras dejar fuera los grupos correspondientes para la VC, por lo que puede
concluirse que el modelo 37 tiene una gran estabilidad a perturbaciones dentro de la SE,
por lo tanto se trata de un modelo con adecuada calidad.

En el ejercicio de aleatorizacion de la variable respuesta observado en el Grafico
3, se refleja la disminucion del valor de Q y el aumento en los valores de RFA a medida
gue aumenta el porcentaje de compuestos a los cuales se les invierte la clasificacion en
la SE. Este desajuste de los pardmetros estadisticos nos permite afirmar que los valores

obtenidos no se deben a correlaciones casuales ni a redundancia estructural en la SE.
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La predictibilidad de los modelos obtenidos se relaciona sobre todo con los
valores de Q para la SP externa de nuestra base de datos (ver Tabla 4), donde dichos
valores oscilan entre 86,18 y 91,36 % para los 37 modelos individuales. Esto demuestra
el satisfactorio poder predictivo de nuestros modelos basados en relaciones de atomos,
donde el modelo numero 37 alcanza los mayores valores de Q. En la construccion de
SMC que se discutird mas adelante en este mismo epigrafe, se empled una SP externa
mucho mas extensa.

e) Principio 5: Una interpretacion mecanicista, si es posible

En el presente estudio, no es posible esta interpretacion debido a la naturaleza de
los datos usados para confeccionar los modelos QSAR, pues los mismos fueron
desarrollados con el proposito de obtener la clasificacion de los compuestos, por lo que
es dificil hacer una interpretacion quimico-fisica o estructural de ellos.

Todo eso nos animo a combinar estos modelos en un modelo Unico de prediccion
0 SMC que fusione todas las funciones discriminantes obtenidas. La fusion de modelos
independientes para obtener un sistema multicriterial, se realiza con el propdsito de
mejorar la calidad de la clasificacion individual. De esta forma, cada modelo capta por
separado una fraccién de la informacion quimica contenida en la base de datos a través
de los DMs que usa y con la fusion se complementa dicha informacion [173, 174].

Una de las condiciones para obtener buenos SMC es partiendo de clasificadores
individuales lo mas diversos posible [115], por lo que a los 37 modelos obtenidos se les
Ilevd a cabo un estudio de diversidad que permitié escoger los mejores clasificadores a
combinar. De esta forma se seleccionaron los 12 modelos que maximizaron el valor de
DIF,, (ver epigrafe 4.2 de Resultados y Anexo 3), reduciendo asi el nimero de
clasificadores a combinar y garantizando la diversidad necesaria.

Se realizaron 2 métodos para combinar los modelos QSAR en aras de obtener
mejores resultados en la modelizacion molecular de la actividad AM, los cuales fueron
el voto ponderado y el voto no ponderado. Un punto importante para construir los
SMCs es combinar la salida de los modelos individuales para lo cual existen diferentes
formas estadisticas, las cuales dependen de si ésta es categorica (activo o inactivo) o
continua (probabilidad pronosticada de pertenencia a una clase) [15]. Después de
seleccionados los 12 modelos con mayor diversidad se realizd el analisis del voto

ponderado, utilizandose como variable independiente ¢l AP de cada uno de los casos.
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Los resultados expuestos en el Grafico 4 y la Tabla 5 para el voto ponderado y no
ponderado respectivamente, muestran diferencias en los posibles SMC a utilizar ya que
fueron obtenidos por meétodos de ensamblaje diferentes. Por el método del voto
ponderado (Grafico 4) se obtuvo que el numero 6ptimo de clasificadores a combinar era
7'y por el método del voto no ponderado (ver Tabla 5) se obtuvo que el SMC integrado
por 3 modelos mostraba el mejor resultado, con la funcion del minimo como poder de
agregacion. Ambos SMC superaron en calidad el comportamiento del modelo 37 (ver
Tabla 6), sobre todo teniendo en cuenta que los valores de Q fueron mayores que el
alcanzado por el modelo individual en SP. En el caso del SMC del voto no ponderado el
valor de Q fue de 91,35 para la SE, el cual es similar al valor alcanzado por el modelo
37 (91,41). Sin embargo la eleccion de este SMC esta justificado por el hecho de
superar los valores de Spec y en lograr los menores valores de RFA tanto en SE como
en SP, con menor numero de clasificadores individuales.

Como hemos mencionado anteriormente, nuestro objetivo es hacer una seleccién
lo mas eficiente posible de compuestos a evaluar experimentalmente, por tanto, el
criterio de tener valores de RFA lo menor posible, disminuye la posibilidad de evaluar
compuestos que son inactivos y han sido clasificados como activos. De esta forma se
escogid el SMC integrado por los modelos 2, 35y 37 obtenido por el método de voto no
ponderado para ser empleado en los proximos pasos de este estudio.

En la Tabla 11 se muestra una comparacion del comportamiento del SMC
seleccionado en esta Tesis con otros modelos individuales desarrollados por otros
autores [114, 116, 135]. En todos se ha empleado el ADL como técnica de clasificacion
de actividad antimalarica; sin embargo la mayor parte de los trabajos han sido
desarrollados usando una o pocas series de compuestos, 1o que limita el CV de bases de
datos, pues esas predicciones solo son fiables en el espectro de los nucleos bases usados
para entrenar a los modelos. En esta Tabla se observa que los modelos EcA [116] y EcC
[114], logran los mayores valores de Q (superiores a 93%), aunque muy similares a los
obtenidos para el SMC que proponemos en esta Tesis. La principal debilidad de estos
modelos es que estan confeccionados a partir de una base de datos mucho menor que la
nuestra (2.314 compuestos); ademas de que ambos fueron obtenidos solo a partir de
indices cuadraticos estocasticos (ECA) y con indices lineales no estocéasticos (EcC). Por
otro lado, en los modelos representados por EcB [135] y EcD [114], se logra un

comportamiento inferior al obtenido por el SMC en cuestion y en el caso de EcB, la
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base de datos utilizada es muy pequefia, reduciendo el dominio de aplicacién de dicho
modelo.

El éxito del empleo del SMC que proponemos es la obtencién de resultados
excelentes, con el empleo de una base de datos mayor, por consiguiente un mayor
dominio de aplicacion. Ademas se ha logrado a través de combinaciones de modelos
individuales por lo que aporta una informacion basada en multiples criterios. En sentido
general, la utilizacion de SMCs resulta una alternativa eficaz y rapida para la deteccién
de propiedades farmacologicas a nuevas entidades moleculares procedentes tanto de la

diversa y poco explorada naturaleza como del amplio mundo de la sintesis quimica.
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Tabla 11. Comparacion entre el mejor SMC seleccionado y otros modelos publicados para la actividad antimalérica.

Modelos de clasificacion basados en la estructura de compuestos

AMs
Caracteristica del modelo SMC (2-35-37) EcA EcB EcC EcD
N total 2.314 1.562 59 1.562 1.562
N antimalaricos 851 597 25 597 597
Programa TOMOCOMD TOMOCOMD TOMOCOMD TOMOCOMD TOMOCOMD
Técnica ADL ADL ADL ADL ADL
SE
N total 1.735 1.120 41 1.120 1.120
N antimalaricos 638 437 17 437 437
Q (%) 91,35 93,73 90,2 94,02 91,52
SP
N total 579 442 18 442 442
N antimalaricos 213 160 8 160 160
Q (%) 92,06 93,04 83,3 93,42 90,5

donde, Ec A-D corresponden a modelos de prediccion de actividad antimalérica obtenidos en trabajos previos [114, 116, 135].
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El empleo de una extensa SP externa con la obtencidn de una Q del 91,73% para
la prediccion virtual, con respecto a los resultados experimentales reportados por la
GSK para P. falciparum (cepa Dd2), nos aporta una ejercicio que valida aun mas el
poder predictivo de nuestro sistema de clasificacion, evidenciada por la buena
correspondencia entre ambos resultados (véase Anexo 4 del CD que se adjunta en esta

Tesis).

5.2. Protocolo de CVBL para la identificacion de AMs a partir de bases de datos

El diagrama de flujo ilustrado en la Figura 7 resume el protocolo de seleccion
virtual propuesto en nuestro estudio. Esta estrategia de trabajo incluye al SMC obtenido
en este Tesis, como principal “interruptor” para la priorizacion de compuestos en el
proceso de CVBL. Dicho protocolo incluye varios filtros computacionales de forma
integrada y podria servir de guia para los que trabajan en el area de CVBL-QSAR. Se
cribaron 4 bases de datos cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla 3 de Materiales y
Métodos. Algunas de estas bases de datos tienen en su catalogo la lista de empresas que
los produce lo cual es una ventaja ya que permite adquirir los compuestos por la compra
directa a sus propietarios, evitando el proceso de sintesis o0 aislamiento, que es un paso
lento del proceso.

Los resultados mostrados en la Tabla 7 evidencian que este procedimiento
jerarquizado permite reducir la cantidad de compuestos gradualmente después de cada
filtro de forma rapida y precisa. A continuacion se describen los resultados obtenidos
para las 4 bases de datos cribadas en las diferentes etapas del CVBL siguiendo la
estrategia referida.

La limpieza de las bases de datos consiste en la eliminacion de duplicados y
restos de moléculas que puedan afectar el procedimiento de célculos de DMs, asi como
alterar el resultado final. EI primer paso consiste en reducir el nimero de compuestos
(disefio negativo) empleando los filtros de drug-likeness. Estos son muy simples,
rapidos y permiten ademas “optimizar” de alguna manera simultaneamente la potencia y
la farmacocinética [201]. Se utilizaron los limites superiores de algunos filtros descritos
en la literatura, (véase epigrafe 3.2.1 de Materiales y Métodos) seleccionando los
compuestos que cumplieron con los criterios establecidos [22]. Los compuestos que

entran en el préximo paso del CVBL tendran caracteristicas favorables para ser
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empleados como farmacos en caso de tener actividad AM, descartando aquellos que no
posean propiedades adecuadas de ADME.

El siguiente paso reduce la biblioteca de compuestos por el analisis de similitud
con los compuestos de referencias (30 AMs). Este paso solo fue empleado para el caso
de BD1 (Spectrum collection). El resultado de este paso es una quimioteca mas
focalizada (focused library), pues todos los compuestos incluidos en ella presentan
rasgos comunes a los compuestos de referencia segin la medida de comparacion
intermolecular establecida (coeficiente de Tanimoto) [106].

De esta manera, se retuvieron los primeros 154 compuestos segun los criterios
mencionados en el epigrafe 3.2.2 de Materiales y Métodos, para el caso de la BD1.
Estos compuestos se parecen de alguna manera a uno de los 30 compuestos de
referencia (disefio positivo). El paso 3 del protocolo incluye también otro enfoque de
disefio positivo, como puede observarse en la Tabla 7, este filtro computacional es el
que reduce el nimero de compuestos de una forma mas rigurosa, siendo el mas
importante en la seleccion de los compuestos como posibles AMs. Asi por ejemplo, de
la BD3 y BD4 se elimina mas del 90 % de los compuestos que pasan el filtro anterior a
través de los modelos de prediccion. Es evidente que el empleo del filtro de similitud
molecular puede reducir la cantidad de compuestos en el filtro con buena sensibilidad;
pero también se puede correr el riesgo de dejar compuestos fueras que pueden ser
nuevos nacleos bases y no tienen semejanza con los farmacos de referencia. Por este
motivo proponemos su utilizacién o no en proximos protocolos de CVBL.

Finalmente, en el AC empleado descrito en el epigrafe 3.2.4 de Materiales y
Métodos [143], se incluyeron los compuestos procedentes del filtro anterior, asi como
los activos de nuestra base de datos de trabajo. Mediante una inspeccion visual detallada
de las estructuras quimicas, se analiz6 cada cluster formado y se seleccionaron
compuestos semejantes estructuralmente a compuestos activos, tratando de obtener la
mayor representatividad y diversidad de nucleos bases. Es decir, tratando de seleccionar
compuestos disimilares entre si y disimilares a las substancias AMs de referencias para
asi descubrir nuevos ndcleos base con dicha actividad. Es importante sefialar que dentro
de los compuestos eliminados después del AC, estan aquellos cuya actividad
antimalarica ha sido descrita en la literatura, aunque las propias bases de datos no lo
describan. Este hecho corrobor6 la aplicabilidad de nuestro protocolo en el

descubrimiento de nuevos AMs a partir de grandes bases de datos. La decision final
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para ser evaluados experimentalmente se bas6 ademas, en la disponibilidad y precio en
Sigma-Aldrich. En el caso de los compuestos predichos como activos de la base de
datos BD3 los productos se adquirieron directamente de sus laboratorios.

Los farmacos pueden tener mas de una actividad farmacologica, este tipo de “re-
descubrimiento” representa una reduccion para la quimioterapéutica, pues se evitan los
largos lapsos de tiempo que demora un compuesto en entrar en el mercado, pues los
farmacos que son re-descubiertos ya se encuentran en uso Yy sus propiedades
farmacocinéticas y toxicoldgicas son bien conocidas [202].

La utilizacién de esta estrategia de CVBL usando un procedimiento paso a paso
de varios filtros computacionales mostr6 su aplicabilidad en la identificacion de
compuestos con actividad terapéutica diferente a la estudiada (fa&rmacos con otros usos).
Esto brinda una posibilidad hacia la reposicion de farmacos “viejos” con indicaciones
nuevas, en este caso como AM, siendo una estrategia econémicamente atractiva cuando
se compara con el costo de farmacos desarrollados mediante métodos de novo, lo cual
ha despertado el interés de busqueda de los investigadores en farmacopeas [203]
fundamentado principalmente por el limitado gasto experimental, posibilitando

concentrarse rapidamente en las estructuras candidatas mas prometedores.

5.3. Métodos in vitro

Los 15 compuestos que mostraron valores de 1Cso < 20 UM se consideraron como
activos. Esto fue uno de los criterios de inclusion de compuestos en la serie de activos a
la hora de confeccionar la base de datos utilizada para el desarrollo de los modelos
QSAR/ADL. De ellos 12 fueron identificados como AMs por el cribado virtual llevado
a cabo y 3 son nuevas moléculas de sintesis. Ninguno de estos compuestos tenian
descrita actividad experimental directamente frente a Plasmodium spp.

Los compuestos mas activos fueron el 11 y el 26 con valores de I1Cso de 0,31 y
0,43 uM para la cepa 3D7 respectivamente, asi como 0,33 y 0,67 uM frente a la cepa Dd2
respectivamente. Ambos compuestos tuvieron un comportamiento similar frente a las 2 cepas
utilizadas en el estudio 3D7 y Dd2 (sensible y resistente a CQ respectivamente).

El compuesto 11 (Clorhidrato de coralina), que presenta la actividad antimalarica
mas potente de todos los ensayados, muestra semejanza en cuanto a actividad citostatica
con la berberina, conocido AM que actla sobre el ADN [204]. Se ha demostrado que

este compuesto se une selectivamente a la zona (poliA) del ARN; pero no esta claro el
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mecanismo por el cual se lleva a cabo esta unién [205]. También tiene una estructura
similar a otras benzo[c]fenantridinas cuaternarias, las cuales son potentes inhibidores
de topoisomerasas humanas con actividad antimalarica. Sin embargo, para ellas se
describe pérdida de actividad in vitro frente a P. falciparum, con respecto a otras
benzo[c]fenantridinas [155]. Por todo ello se ha sugerido que el modo de accién frente
al parésito para este tipo de compuesto puede ser diferente al efecto producido en las
células cancerosas humanas [155]. De hecho, los resultados obtenidos en el test FBIT
sefialan una capacidad de inhibicion de la biomineralizacion de la B-hematina (ICsp =
28,7 uM) del orden de la que presenta la CQ (ICso = 30,5 uM) en este y ensayos previos
[206], lo que sugiere un mecanismo de accion relacionado con el proceso de la
degradacion de la Hb [22].

El compuesto 26 (A23187 é&cido libre), es producido en la fermentacion por
Streptomyces chartreusensis y forma complejos estables con iones divalentes de calcio,
aumentando su concentracion intracelular y por consiguiente la muerte celular [207].
También interfiere en la fosforilacion oxidativa e inactiva la ATPasa mitocondrial,
induciendo la apoptosis en algunas lineas de células y la previniéndola en otras [208].
La escasa o0 nula actividad registrada en el test FBIT (ICso> 300) no aporta en este caso
informacidn alguna acerca de su mecanismo de accion.

En el caso del compuesto 4 ha sido evaluado frente a Trypanosoma brucei con una
ICs0 de 2,3 UM [209], siendo su actividad antimalarica (ICsg en torno a 12 uM) bastante
inferior a la tripanocida.

Para el compuesto 8 se ha descrito su actividad inhibitoria frente a la enzima
alanina aminopeptidasa de la familia M1 de P. falciparum (M1AAP) mediante un
ensayo que midid la hidrolisis de un sustrato péptico fluorogénico (H-Leu-NHMec)

(http://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/assay/assay.cqi?aid=1445#aDescription) mediante la

fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 370 nm y de emisién de 460 nm.
Sin embargo este ensayo no se lleva a cabo directamente con el parasito cultivado in
vitro, por lo que la actividad frente a la enzima no es una condicion que impida la
evaluacion frente a nuestras cepas de P. falciparum, ya que la misma puede no
corresponderse con la observada en la célula parasitaria. De cualquier forma debemos
tener en cuenta que la enzima M1AAP es una aminopeptidasa citosolica relacionada
con la etapa terminal del proceso de digestion de la Hb en el eritrocito, por lo que puede

ser un posible mecanismo de accion para este compuesto.
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El compuesto 13 es un antipsicotico atipico con accion antagonista de los
receptores D2 y tiene una elevada afinidad por los receptores 5-HT2A en los que inhibe
la liberacion de serotonina y ocasiona un aumento de la transmision dopaminérgica
[210]. Su afinidad por receptores alfal y H1 es moderada, mientras que por los
muscarinicos es casi inexistente [211]. EI mismo estd aprobado por la FDA para el
tratamiento de la esquizofrenia y estados asociados con trastornos bipolares [212]. Sin
embargo el mecanismo de accion de este compuesto, como ocurre con otros
medicamentos utilizados para tratar la esquizofrenia, es desconocido.

Mientras tanto, el compuesto 14 es una dihidropiridina bloqueadora de canales de
calcio que, por lo general, se prescribe para el tratamiento de la hipertension arterial con
el fin de reducir el riesgo de accidente cerebrovascular y ataque cardiaco. Las
investigaciones mas recientes en modelos animales sugieren que este puede tener usos
potenciales para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson [213]. Se ha descrito que
bloqueadores de canales de calcio como el verapamilo, restauran la sensibilidad a CQ en
cepas de P. falciparum resistentes al medicamento, aunque aun se debate si esta
resistencia es producto de una rapida salida de la CQ, o por el contrario de una menor
entrada del farmaco al parasito. De cualquier forma, existe evidencia experimental que
sugiere que el fendmeno esta asociado con alteraciones en el transporte del
medicamento causados por los farmacos que acttan bloqueando los canales de calcio
[214]. Para el compuesto 14 no se ha reportado la accion previamente, aunque la misma
puede deberse al mecanismo descrito para el verapamilo.

El compuesto 23 es un glucocorticoide topico utilizado para tratar el prurito,
enrojecimiento e inflamacion, asociada con varias enfermedades dermatoldgicas como
la dermatitis atépica y la dermatitis de contacto alérgica. Tiene una debil afinidad por el
receptor de progesterona, Yy practicamente ninguna por receptores de
mineralocorticoides, estrégenos o de andrégenos. Los corticosteroides se cree que
actian por la induccion de proteinas inhibidoras de la fosfolipasa A2, Ilamadas
lipocortinas [215].

Los compuestos 13, 14 y 23 se evaluaron frente a enzimas M1AAP de P.
falciparum, mediante el ensayo mencionado anteriormente. Estos también se han
evaluado frente a una aminopeptidasa de la familia M17-leucina (PfM17LAP) y una
M17 aspartil aminopeptidasa (PfM17AAP) de P. falciparum.

http://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/assay/assay.cqi?aid=434965. Dichas enzimas se
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encuentran en todas las etapas intra-eritrocitarios del parasito, y su funcion es completar
la hidrolisis de la Hb en aminoacidos que seran usados para sintesis proteica de ex novo.
En ambos ensayos ninguno de estos compuestos mostraron actividad, por lo que la
actividad encontrada por nosotros puede estar relacionado con otro mecanismo de
accion de dichos compuestos frente a P. falciparum.

El compuesto 21 es un medicamento antipsicético de la clase de las fenotiazinas y
su indicacion es basicamente para los vomitos severos. EI mecanismo propuesto para el
efecto antiemeético es fundamentalmente por bloqueo de los receptores D2 del
neurotransmisor dopamina, en la zona de activacion de los quimiorreceptores en el
centro del vémito. Se ha descrito que bloguea el neurotransmisor dopamina en el nervio
vago en el tracto gastrointestinal. Este compuesto también se une a los receptores de
acetilcolina muscarinicos (M1 y M2) y los receptores triptamina D (5SHT2B). Se ha
descrito en algunas fenotiazinas como es el caso de la clorpromazina y la
trifluroperazina que modulan la resistencia a la CQ in vitro e in vivo en cepas
procedentes de Africa y sureste de Asia [216-219]. En otros estudios sin embargo estas
mismas fenotiazinas han mostrado actividad intrinseca in vitro frente a Plasmodium
[216, 217]. La inhibicién de la falcipaina y la interaccién con el grupo hemo (FPIX) se
ha asociado a la actividad de compuestos de este tipo [220, 221]. Especificamente la
accion de el compuesto 21 no ha sido descrita, pero se suma a la teoria de las
fenotiazinas como cabezas de serie para farmacos AM [222].

El compuesto 20 es una sal de amonio cuaternario que se ha usado como
complemento en el tratamiento de la Ulcera péptica, aunque ha sido sustituido por el uso
de agentes mas eficaces. Dependiendo de la dosis, puede reducir la motilidad y la
actividad secretora del sistema gastrointestinal y el tono del uréter y la vejiga urinaria
ademas de tener una ligera accion relajante sobre los conductos biliares y la vesicula
biliar [223].

Se ha descrito el compuesto 25 como un antagonista selectivo de receptores D3 de
dopamina, siendo 56 veces mas selectivo a estos que a los de tipo D2 en humanos [224].
En modelos animales de adiccion se ha observado que este compuesto presenta su
accion dependiendo de la dosis, por lo que solo bajas dosis fueron efectivas y el efecto
antiadictivo pudo ser revertido aumentando las dosis de cocaina u otra farmaco de este
tipo [225].
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Los compuestos 32 y 36, pertenecen a la base de datos BD3 (Otava Diversity
Libraries PrimScreenl15), la misma ha sido creada con fines investigativos,
especificamente para realizar cribados farmacoldgicos dada la diversidad estructural de
los compuestos que la integran. Estos compuestos no tienen actividad farmacologica
descrita.

Los compuestos 49-51 son nuevos compuestos de sintesis que mostraron in vitro
actividad moderada frente a P. falciparum. Los mismos se cribaron de manera
retrospectiva por los modelos que integran el SMC empleado para el cribado de las 4
bases de datos en estudio. Los resultados de este cribado se muestran en la Tabla 12,
donde se observa que en los tres casos, los compuestos fueron clasificados como activos
en el CV (AP > 0) por cada uno de los modelos que integran el SMC, demostrando la

predictibilidad de el sistema propuesto.

Tabla 12. Clasificacion virtual de los nuevos compuestos de sintesis que mostraron

actividad in vitro frente a P. falciparum.

AP (%)

Compuesto  modelo 2 modelo 35 modelo 37  promedio
MKG C2 68,96 90,52 72,01 77,16
MKG C3 73,50 96,35 89,83 86,56
MKG C5 74,06 95,10 86,42 85,19

En el ensayo de citotoxicidad inespecifica frente a cultivos de macréfagos se
obtuvo como resultado que los compuestos activos frente a P. falciparum, tanto los
seleccionados en el cribado virtual (farmacos con otros efectos bioldgicos ya conocidos)
como los nuevos compuestos de sintesis, no mostraron actividad citotoxica a la maxima
concentracion ensayada (50 puM).

El ensayo de FBIT descrito previamente en el epigrafe de Materiales y Métodos
presenta las limitaciones de que soélo aquellos compuestos que inhiben la
biomineralizacién del grupo hemo muestran actividad en este ensayo, pero no
selecciona compuestos con otros mecanismos de actividad antimalarica. Por ello, su
valor como prueba de descarte de actividad antimalérica es limitado. Por otro lado se
trata de un proceso in vitro que simula las condiciones de la biomineralizacion a un

nivel intimo de interaccion entre los componentes involucrados, sin tener en cuenta que
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una sustancia que eventualmente presente actividad, debera atravesar al menos 3 tipos
de membranas antes de llegar a su sitio de accion: la membrana del eritrocito, del
parasito y de la vacuola digestiva. Por lo que deben realizarse paralelamente a esta
prueba otros ensayos de actividad antimalarica [226].

A pesar de esas limitaciones, es interesante la informacion adicional a la actividad
antimalérica que puede aportar, como es el caso de los dos compuestos méas activos
frente al parasito, el 11 (Clorhidrato de coralina) y el 26 (A23187 acido libre).

El compuesto 20 (Metilbromuro de anisotripina) de los cribados in silico en este
trabajo, y el 51, perteneciente a la serie de los nuevos compuestos de sintesis,
presentaron unos valores de ICso de 250 y 282 uM respectivamente. Estos valores son
similares a los descritos para la quinina en un ensayo similar (ICsp = 324 uM) [193], de
acuerdo con la descripcion de que la quinina tiene un coeficiente de unién débil con la
FPIX [140].

En sentido general, se puede plantear que la estrategia de trabajo que se propone
como objetivo de la presente investigacion, y que ademas se desarrolla, puede ser
utilizada para la busqueda de compuestos con actividad antimalarica. La integracion de
métodos in silico permite cribar grandes bases de datos de forma eficiente, reduciendo
en cada etapa del proceso, el numero de compuestos para ser evaluados
experimentalmente.

En definitiva, respondiendo al objetivo general de esta Tesis, se concluye que la
estrategia de tamizaje farmacoldgico desarrollada para el descubrimiento de potenciales
farmacos antimalaricos, a través del empleo jerarquico de nuevos “filtros” in silico,
permite el cribado eficiente de bases de datos de compuestos quimicos y limita la
posterior corroboracion experimental de dicha actividad exclusivamente a los
candidatos mas prometedores. Asi, s6lo 37 (0,14%) de los 24.928 compuestos de partida
consiguen pasar los sucesivos filtros, lo que da idea del nivel de exigencia del sistema
propuesto, asi como del ahorro que supone en ensayos in vitro.

De estos 37 que superan el cribado in silico, un total de 12, lo que representa un
porcentaje considerable (32,4%), muestran una actividad interesante in vitro. Y de este
grupo, 8 son farmacos con otros usos terapéuticos conocidos, es decir son fruto del
“drug repositioning” o reutilizacion de medicamentos, lo que indica que esos
compuestos ya han superado etapas importantes (y en muchos casos limitantes) en el

desarrollo de farmacos, lo que supondria una ventaja adicional. Estos ultimos son
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potenciales farmacos promiscuos, cuyas propiedades farmacocinéticas y toxicoldgicas

son ya conocidas.
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6. CONCLUSIONES

1. Lautilizacion de descriptores moleculares (DMs) implementados en el programa
TOMOCOMD-CARDD (Disefio computacional topologico molecular, médulo
dedisefio racional de farmacos asistido por ordenador) y Analisis discriminante
lineal (ADL) ha permitido la obtencién de 37 modelos QSAR (Relaciones
Cuantitativas Estructura-Actividad) de actividad antimalarica; habiéndose
efectuado con éxito los ejercicios de validacion interna y externa para demostrar
la robustez y poder predictivo de los mismos.

2. La confeccion de un sistema multiclasificador (SMC), obtenido a partir de los
37 modelos QSAR/ADL mediante el método de voto no ponderado, ha
permitido mejorar la prediccion de los clasificadores individuales para su
utilizacion en el cribado virtual basado en ligando (CVBL).

3. El empleo como serie de prediccion externa, de una base de datos de 13.410
compuestos con actividad antimalarica (GlaxoSmithKline), ha permitido la
prediccion de actividad en el 91,73% de los mismos, lo que demuestra el poder
de seleccion del sistema multiclasificador desarrollado y aporta la validacion
mas exhaustiva.

4. La aplicacion del cribado virtual basado en ligando (CVBL) a un total de casi 25.000
compuestos pertenecientes a cuatro bases de datos, mediante un protocolo que integra
varios filtros computacionales, permitié la seleccién de Unicamente 37 compuestos
(1,6% del total) para ser evaluados in vitro frente a P. falciparum.

5. Un porcentaje considerable (32,4%) de los 37 compuestos que superan el cribado in
silico muestran in vitro una interesante actividad antimalarica, y ocho de ellos (21,6%)
son farmacos con otros usos terapéuticos y por tanto con propiedades farmacocinéticas
y toxicoldgicas conocidas, ventaja adicional que les convertiria en potenciales farmacos
promiscuos.

6. El Clorhidrato de coralina (compuesto 11), asi como el denominado Acido libre
A23187 (compuesto 26) son los méas activos sobre cultivos de P. falciparum. Los
resultados del test de inhibicion de la biomineralizacién de la ferriprotoporfirina IX,
sugieren exclusivamente para el primero un mecanismo de accién relacionado con el

proceso de degradacion de la hemoglobina.




Conclusiones

7. La utilizacion de sistemas multiclasificadores, resulta una alternativa eficaz y
répida para la deteccion de propiedades farmacoldgicas en nuevas entidades
moleculares, tanto de origen natural como obtenidas por sintesis quimica.

8. El protocolo de Cribado Virtual Basado en Ligando (CVVBL) propuesto ha permitido la
identificacion de un numero reducido de compuestos con potencial actividad
antimalarica, que incluye farmacos ya comercializados con otros usos, optimizando el

tiempo y el coste de los ensayos preclinicos.
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7. RECOMENDACIONES

v El protocolo de cribado utilizado puede aplicarse a la seleccion de compuestos
con determinados mecanismos de accion frente a Plasmodium spp., si se enfoca
para este proposito la base de datos.

v Esta estrategia puede ser empleada en el cribado farmacolégico para el
descubrimiento de farmacos con otras actividades biologicas integrando

modelos in silico e in vitro.
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Anexos

Anexo 1. Estructuras antimalaricas de referencia utilizadas para el estudio de similitud molecular con la base de datos 1 (BD1).
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Anexo 3. Valores de la diversidad derivada, DIF; , en la comparacion por pares de todos los modelos.
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