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ABSTRACT

___________________________________________________________________________|
A topological-mathematical model has been developed based on Multilinear Regression Analysis in order to search
new active molecules with mosquito repellent activity. The molecular characterization was performed using topo-
logical indexes and a 5-variable model was chosen for prediction of protection times (R* = 0.8457 and Q? = 0.74806).
The model was validated by an internal leave-one-out-type cross-validation and a randomization test. The results
confirmed the predictive power for the property under study. Finally, after carrying out a virtual screening, new

compounds have been proposed with expected higher potency as mosquito repellents.

KEYWORDS: QSAR Analysis, Mosquito repellent activity, Multilinear regression analysis, Molecular ropology, Aedes
aegypti.

RESUMEN
]
Se ha construido un modelo topolégico-matemdtico con el fin de seleccionar nuevos repelentes de mosquito de-
rivados de la N-acylpiperidina. Para ello se ha empleado la técnica estadistica del andlisis de regresién multilineal.
Los compuestos empleados en la elaboracién del modelo han sido caracterizados por medio de indices topoldgicos.
Finalmente, se ha obtenido un modelo de 5 variables capaz de predecir los tiempos de proteccién de diversos repe-
lentes de mosquitos derivados de la N-acylpiperidina (R?=0.8457 y Q*= 0.7486).

El modelo ha sido validado mediante validacién cruzada interna de tipo leave-one-out y un test de aleatoriedad. Los
resultados han confirmado la capacidad del modelo para predecir la propiedad estudiada. Por tltimo, se ha llevado
a cabo un cribado virtual de nuevos derivados de la N-acylpiperidina, proponiéndose nuevos compuestos con mejor
petfil como repelentes de mosquito.

PALABRAS CLAVE: Andlisis QSAR, Actividad repelente mosquitos, Andlisis de regresion multilineal, Topologia Mole-
cular, Aedes aegypti.

INTRODUCCION

Los insectos hematéfagos transmiten enfermedades parasitarias devastadoras para el ser humano, y basan su afinidad por las
personas en el sentido del olfato. A pesar de las medidas profildcticas, tales como repelentes aplicados tépicamente, redes mos-
quiteras y sistemas de fumigacién contra vectores, muchos de ellos logran esquivar todas estas medidas y siguen propagando los
agentes infecciosos causantes de la enfermedad, al poder estos completar libremente sus ciclos bioldgicos. Entre las enfermedades
transmitidas por insectos hematéfagos encontramos la tripanosomiasis (americana y africana), la leishmaniosis y una de las de
mayor impacto en la actualidad, la malaria, la cual se estima que acaba con la vida de un millén de seres humanos anualmente. Las
personas que sobreviven a episodios repetidos o prolongados de malaria son parcialmente inmunes a la infeccién. Sin embargo,
la inmunidad se pierde tras varios afios de haber salido del 4rea endémica, por lo que a pesar de que existen tratamientos eficaces,
constantemente se observan fenémenos de resistencia del pardsito frente a estos. Por otro lado, debido a que no existen hoy por hoy
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vacunas frente a estas enfermedades parasitarias, nos encontramos ante un escenario en el que la lucha frente a estas estd enfocada
al control del vector.

La morbilidad y mortalidad humana asociadas a estas enfermedades a nivel mundial hace prioritaria la bisqueda de nuevos repe-
lentes, puesto que se estdn empezando a desarrollar resistencias frente a los cldsicos comercializados, como los derivados del DEET
(nombre comun de N, N-dietil-m-toluamida), uno de los principios activos de repelentes de insectos mds ampliamente utilizados
a nivel mundial para combatir este tipo de enfermedades. Los distintos repelentes tienen diferentes cantidades de DEET, pero eso
no significa que haya una relacién directa ni proporcional entre la concentracién de DEET y su eficacia, sino que tienen una mayor
duracién en el tiempo. Asf pues, se estdn concentrando los esfuerzos en la sintesis de compuestos optimizados [1].

La prediccién de las propiedades bioldgicas de los compuestos orgdnicos es uno de los principales pilares de los métodos QSAR
(relaciones cuantitativas estructura-actividad), y una de las claves para que el procedimiento sea exitoso es la seleccién de los des-
criptores moleculares adecuados. Dichos descriptores se clasifican en topoldgicos, topo-quimicos, pardmetros geométricos/3D y
descriptores quimico-cudnticos [2]. Hoy en dia se sabe con certeza que la informacién que nos ofrecen los descriptores topoldgicos
y topo-quimicos puede explicar la mayor parte de las propiedades predichas, tales como si un compuesto nuevo es activo o inactivo,
si tendrd una determinada potencia, si serd o no selectivo, cudles serdn sus propiedades farmacocinéticas (LADME) y sus niveles de
toxicidad. En resumen, mejorard nuestro conocimiento de las relaciones estructura-actividad y permitird mejorar nuestro modelo.
Servird para optimizar un lider o cabeza de serie estructural, as{ como para encontrar otros nuevos [3].

El objetivo de este estudio es obtener un modelo topolégico usando solo los descriptores antes mencionados y el andlisis de re-
gresion multilineal, para desarrollar un modelo matemdtico-topoldgico capaz de predecir la actividad repelente de los compuestos
objeto de estudio y aplicarlo en la bisqueda de nuevos que sean potencialmente activos como repelentes.

MATERIAL Y METODOS

Compuestos analizados y ensayos realizados

Han sido analizados 34 compuestos derivados de N-acylpiperidina (figura 1) cuya estructura molecular estd asociada a la activi-
dad repelente de mosquitos, presentando incluso mayores tiempos de proteccion que el DEET (repelente de mosquito mds usado
y extendido en todo el planeta) en su uso tépico. Katritzky ez. al. llevaron a cabo ensayos en un grupo de poblacién del principio
activo a dos concentraciones distintas frente a mosquitos hembras (Aedes aegypti), determinando asi estos tiempos de proteccidn,
niveles de toxicidad, mdrgenes de seguridad, etc. [4]. La tabla 1 muestra las estructuras quimicas y la actividad repelente (tiempo de
proteccién) de los compuestos analizados. A partir de estos se ha obtenido un set de indices topoldgicos, los cuales se han utilizado
para hacer una seleccion de los mejores compuestos y plantear posibles modificaciones con relacién a la estructura base, con el
objetivo de encontrar nuevas estructuras derivadas de la N-acylpiperidina con mejor actividad repelente antimosquito.

Figura 1. Estructura base de N-acylpiperidina.
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Tabla 1. Valores experimentales de actividad repelente de mosquitos (TP = tiempo de proteccién en dias) y resultados de prediccion obtenidos
para cada uno de los compuestos derivados de la N-acylpiperidina analizados.

Comp. R R’ TP“exp s LogTPexp chTPbCalC LogTP“mIC(VC)
DEET 17.5
4a Me 2-Me 2,0 0,30 0,30 0,31
4b Et H 5,0 0,69 0,75 0,78
4c Et 2-Et 5,0 0,69 0,68 0,67
4d n-CeHi3 2-Me 17,0 1,23 1,48 1,50
4e n-CeHi13 3-Me 15,5 1,19 1,37 1,40
4f n-C7H1s 4-Me 48,0 1,68 1,60 1,59
4g n-C7H1s 4-Bn 13,0 1,11 1,19 1.20
4h n-CsHi7 2-Et 43,0 1,63 1,52 1,51
4i n-CoH19 2-Me 49,5 1,69 1,63 1,62
4 n-CoH19 4-Me 41,0 1,61 1,41 1,40
4k CH2=CH(CH2)s H 50,0 1,69 1,81 1,83
41 CH2=CH(CH2)s 2-Ft 53,0 1,72 1,82 1,85
4m CH2=CH(CH2)s 4-Bn 8,5 0,92 1,09 1,17
4n CH2=CH(CHz2)s 4-Me 73,0 1,86 1,69 1,67
4o n-CioH21 H 39,5 1,59 1,42 1,38
4p n-Ci1H23 2-Me 14,5 1,16 1,43 1,46
4q n-Ci11H23 3-Me 19,5 1,29 1,02 0.95
4aa 1-c-CsHo H 17,0 1,23 1,16 1,09
4bb c-CeHi11 H 14,0 1,14 1,10 1,08
4cc c-CeH11 3-Me 17,0 1,23 1,17 1,16
4dd c-CsH11 4-Me 24,5 1,38 1,30 1,29
4ee c-CsHo(CH2)2 H 35,0 1,54 1,79 1,85
4ff 1-Me-c-CsH1o 3-Me 12,0 1,07 1,23 1,38
4gg 4-Me-c-CsHio 2-Me 33,0 1,51 1,36 1,32
4hh c-CsH11 2-Et 21,5 1,33 1,30 1,29
4ii c-CeH11CH2 2-Me 29,5 1,47 1,31 1,27
4jj c-CsH11(CHz2)2 2-Me 47,5 1,67 1,68 1,69
4kk c-CeH11(CH2)2 3-Me 35,0 1,54 1,43 1,42
411 c-CsH11(CH2)2 4-Me 45,5 1,65 1,57 1,56
4mm c-CeH11(CH2)3 4-Me 33,0 1,51 1,55 1,56
4nn c-CsH9o(CH2)2 2-Ft 40,5 1,60 1,62 1,62
400 c-CeH11(CH2)2 2-Et 42,0 1,62 1,54 1,53
4pp c-CeH11CH2 4-Bn 3,0 0,47 0,79 0,97
4qq c-CsH11(CHz2)2 4-Bn 12,0 1,07 0,98 0,95

@ Valores experimentales recopilados de la referencia [4]; ® Valores calculados a partir de la ecuacién Eq. 1; © Valores calculados a partir del

andlisis de validacién cruzada.
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Descriptores moleculares

Los indices topolégicos son descriptores no empiricos calculados a partir de la representacién de las moléculas como grafos
matemdticos. Estos descriptores son capaces de caracterizar las propiedades mds importantes de la estructura molecular, como por
ejemplo el tamafio, ramificacidn, carga intramolecular, etc. El cdlculo de estos indices es bastante sencillo y rdpido y ademds tienen
la ventaja de que se trata de verdaderos invariantes estructurales. Han sido anteriormente empleados con éxito en la prediccién de
propiedades bioldgicas relacionadas con la toxicidad y actividad insecticida, incluso en grupos de compuestos con una diversidad
estructural considerable [5-7].

Cada uno de los 34 compuestos de partida fue caracterizado por un conjunto de 62 descriptores bien conocidos, entre ellos
subgrafos tipo Randic-Kier-Hall de hasta cuarto orden (™, , ™" ) [8,9], indices topoldgicos de carga de hasta quinto orden (] ,
G, J' . G" ) [10], cocientes y diferencias entre los indices de conectividad de valencia y no valencia (*C = ™y /™y "y "D = "y, -
™x.), indice de Wiener [11] y descriptores constitucionales sencillos tales como el nimero de vértices (N), longitud del grafo (L),
ndimero de ramificaciones (R), pares de ramificaciones (PR), etc. Los descriptores usados para ello se obtuvieron con el programa

DESMOLL11 [12].
Algoritmo QSAR: Andlisis de regresién multineal

El propésito general del andlisis de regresién multilineal (ARM) es extrapolar la relacién entre dos o mds variables independien-
tes y una variable dependiente, usando una correlacién lineal. En la prediccién de la actividad repelente contra mosquitos, el ARM
se ha empleado como un método estadistico. Todos los cdlculos se llevaron a cabo utilizando el programa Statistica [13] con el cual
se buscaron las mejores sub-series con hasta 5 variables independientes, selecciondndose aquellas ecuaciones que mostraban un
mejor ajuste de acuerdo con los pardmetros estadisticos. La ecuacién de regresion ha sido obtenida por la correlacién experimental
de los valores logaritmicos del tiempo de proteccién, logTP_ con los ya mencionados indices topoldgicos.

La calidad de prediccién y la robustez del modelo seleccionado deben ser establecidas. Para ello se ha realizado una validacién
cruzada tipo leave-one-out (LOO) y un test de aleatoriedad. El andlisis LOO consiste en la eliminacién en el conjunto de cada uno
de los 34 compuestos de uno en uno; tras cada eliminacién se recalcula el valor del logaritmo del tiempo de proteccidén frente al
mosquito. Con este valor calculado para cada uno de los compuestos se determina el coeficiente de prediccién Q?, que nos indicard
la calidad de prediccién del modelo seleccionado (un valor de Q*>0.700 es indicativo de calidad de la ecuacién de prediccién obte-
nida). El test de aleatoriedad se realiza para evaluar la robustez y estabilidad de la ecuacién de regresién seleccionada, lo que garanti-
za que las predicciones son significativas. Para ello, se intercambia, de forma completamente aleatoria, el valor de la propiedad que
se ha de correlacionar entre las moléculas y se busca la funcién resultante usando los mismos descriptores que los obtenidos con el
modelo seleccionado. Se calcula el valor tanto de R? como de Q?. El proceso se repite varias veces y se comprueba que la calidad de
la regresién es, en todos los casos, muy inferior a la obtenida cuando a cada compuesto se le asigna su valor experimental correcto.

Andlisis de nuevos compuestos propuestos
De los 34 compuestos se seleccionaron los cinco que mayor tiempo de proteccidn presentaban frente al mosquito, para proponer

nuevos derivados de la N-acylpiperidina con pequefias modificaciones estructurales y predecir su actividad repelente. La tabla 2
muestra las estructuras disefiadas para realizar el cribado molecular.
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Tabla 2. Estructura quimica y resultados de prediccién de la actividad repelente obtenidos con el modelo topoldgico seleccionado
para cada uno de los nuevos derivados de la N-acylpiperidina disefiados

Comp. R R’ calc(dfas)
4f1 n-C7Hi1s 4-Prop 22,8
4f2 n-C7H1s 2,4-Met 36,7
4f3 n-C7His H 48,4
4f4 n-C7H1s 4-Fr 30,1
45 n-C7H1s 4-OH 75,2
4h1 n-CsH17 2-Pr 28,1
4h2 n-CsH17 2-Met 44,7
4jj1 c-CsH11(CH2)2 H 51,2
4jj2 c-CeH11(CH2)2 2-Et 34,5
4jj3 c-CsH11(CHz2)2 3,5-Met 16,1
4jj4 c-CeH11(CH2)2 2-But 20,5
4jj5 c-CsH11(CHz2)2 2-Pr 27,9
411 CH2=CH(CH2)s 2-But 36,2
412 CH2=CH(CH2)s 2-Met 100,6
413 CH2=CH(CH2)s 2-Pr 51,3
4nl CH2=CH(CH2)s 4-Fr 31,0
4n2 CH2=CH(CH2)s 3-Met 43,1
4n3 CH2=CH(CH2)s 3,4- Met 43,4
4n4 CH2=CH(CH2)s 2,4- Met 101,6

¢ Valores de prediccion de la actividad repelente (tiempo de proteccién en dias) obtenidos a partir de la Eq. 1

RESULTADOS Y DISCUSION

La eleccién de la ecuacién de regresién se basa en distintas pruebas en las que se cambia el ndmero de variables que hay que tener
en cuenta, para encontrar la ecuacién que proporcione un menor nimero de variables y un r* lo mds cercano a la unidad posible.
La tabla 3 muestra los valores de R? y error estdndar de estimacién (EEE) obtenidos con las mejores agrupaciones de 2, 3, 4y 5

variables.

Tabla 3. Resultados estadisticos obtenidos para las mejores agrupaciones con 2, 3, 4 y 5 descriptores

No var. Descriptores R? EEE
5 GG, G, J,.N 0.8457 0,161
4 GG )N 0.7350 0,207
3 .G, 0.6636 0,229
2 J W 0.4912 0,277
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La agrupacidn con cinco descriptores muestra una varianza superior al 84%, R?=0.8457 y un EEE=0.161, que equivale al 10,3%
de la variabilidad en la que se mueve la propiedad estudiada (logTPCxp max = 1.863 y logTPCxp min = 0.301 para los compuestos 4n

y 4a, respectivamente). Tratdndose de una propiedad bioldgica experimental, un grado de incertidumbre en la determinacién de
logTP del 10,3% es perfectamente admisible).

Asi pues, el modelo propuesto se basa en la siguiente ecuacién:

logTP = 8.225 +0.425G; +5.716 G, - 1.336 G, - 87.070J ; — 0.50I N Eq.1

La tabla 4 muestra los pardmetros estadisticos obtenidos tanto para cada coeficiente como para la ecuacién en su conjunto.

Tabla 4. Pardmetros estadisticos del modelo QSAR seleccionado

Variable Coef. EEE p
Intercepto 8,225 0,860 0,000
G2V 0,425 0,074 0,000
G3 5,716 0,532 0,000
G4 -1,336 0,262 0,000
]3 -87,070 8,069 0,000
N -0,501 0,054 0,000

N= 34 R?=0.8455 EEE=0.161 Q’=0.749  F=30.7 p<0.0001

Todos los descriptores presentes en el modelo son estadisticamente significativos (p<0.0001), lo que indica que todos aportan
informacién para la prediccién de la propiedad. Cuatro de ellos son indices topolégicos de carga, lo que sugiere que la carga inter-
molecular juega un papel importante en la prediccién del tiempo de proteccion.

La tabla 1, columna 6, muestra los resultados de prediccién de logTP obtenidos para cada compuesto, y la figura 2 los resulta-
dos de prediccién del conjunto de la muestra. Se aprecia un buen nivel de prediccién. Ademds, si observamos la figura 3, ningin
compuesto presenta un valor residual (Residual=logTPexp — logTPcalc) superior a +2EEE, lo que es indicativo de que el modelo
es aplicable para la prediccién de la actividad repelente de todos los compuestos estudiados (no existe ningtin outlier).

2.0
|y = 0.8455x+0.2058
R2=0.8455 o ®
o)

1.5
.
:‘n 1.0
Q
=

0.5

o
0.0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

L(’g TPczlc

Figura 2. Representacion grafica de la actividad repelente
experimental y la calculada para cada compuesto analizado.
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Figura 3. Representacién gréfica de los valores residuales frente
al valor experimental para cada compuesto analizado.

Antes de aplicar la funcién de prediccién seleccionada al grupo de moléculas disefiadas, es necesario validarla para evaluar su
robustez y estabilidad. En la columna 7 de la tabla 1 se muestran los resultados del test de validacién cruzada tipo LOO realizado,
donde podemos observar cémo los valores de prediccién para cada compuesto son similares a los correspondientes cuando se traba-
ja con el grupo completo (tabla 1, columna 6). Ademds se aprecia que el valor del coeficiente de prediccién Q?= 0.749, aun siendo
ligeramente inferior a R?=0.8455, estd por encima del umbral del 0,700, lo que avala la solidez del modelo.

Por otra parte, al trabajar con la transformacién logaritmica de la propiedad, logTP, esta se mueve en un intervalo muy estrecho
de valores (logTP, 'max = 1.863 y logTP_ 'min = 0.301 para los compuestos 4n y 42, respectivamente), lo que hace necesario
realizar un test de aleatoriedad para comprobar la estabilidad del modelo QSAR seleccionado. La figura 4 muestra los resultados
del test. Cuando se intercambian los valores de la propiedad entre las moléculas, la funcién de regresién obtenida es muy deficiente
en todos los casos (R?<0.500 y Q?<0.200), salvo cuando a cada compuesto se le asigna su valor real (ver punto negro en la gréfica).
Estos resultados demuestran que el modelo topoldgico seleccionado es robusto y estable, con lo que puede aplicarse a la prediccion
de la actividad repelente (TP) trabajando dentro del entorno estructural en que se ha obtenido.

1.00
0.80

0.60

Q2

0.40

020 |

0.00

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
R2

Figura 4. Test de aleatoriedad realizado con la propiedad log TP
y el grupo de compuestos objeto de estudio.
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El cribado molecular se realiza tomando como referencia las moléculas 4n, 4f, 4h, 4jj y 41, ya que su actividad repelente frente
a mosquitos es de mayor duracién que el resto. A partir de estas moléculas se obtuvieron derivados estructurales a los que se les
calcularon los indices topolégicos seleccionados en la funcién de prediccién. Tras aplicarles el modelo, se obtiene para cada una
de ellas una prediccién de actividad repelente. La tabla 2, columna 4, muestra los valores del tiempo de proteccién predichos para
cada compuesto. En concreto, de todas las nuevas moléculas propuestas se observa que para cada una de las cinco seleccionadas de
partida se consigue al menos una modificacién que confiere mayor tiempo de proteccion frente al mosquito (moléculas marcadas
en negrita). En algunos casos se obtienen incluso valores de hasta 100 dfas de proteccién, muy considerables de cara a llevar a cabo
una segunda fase de sintesis y ensayos de proteccidn.

CONCLUSIONES

La topologfa molecular ha sido usada con éxito para encontrar un modelo QSAR que prediga la actividad expresada en tiempo
de proteccidn frente al mosquito de una serie de compuestos derivados del N-acylpiperidina. Todos los descriptores moleculares
usados son grafo-tedricos, y el modelo matemdtico empleado en este trabajo mantiene las caracteristicas estructurales que involu-
cran la propiedad relacionada, es decir, el tiempo de proteccién. Ademds, el modelo obtenido se ha aplicado a la bisqueda de nue-
vos compuestos activos mediante un cribado molecular, habiéndose propuesto una serie de compuestos con tiempos de proteccién
predichos muy superiores (de hasta 100 dfas) a los convencionales.
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