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RESUMEN

El objetivo de este trabajo ha sido desarrollar modelos
QSAR aplicando la topologia molecular y el analisis de
regresion multilineal para la prediccion de la repelencia
espacial frente al mosquito de la Fiebre Amarilla, Aedes
aegypti de un grupo de sesquiterpenos naturales. Valida-
dos los modelos, se realiza un cribado molecular y se se-
leccionan nuevos sesquiterpenos potencialmente activos.

Palabras clave: Sesquiterpenos, repelentes de mosqui-
tos, indices topologicos, andlisis de regresion multilineal,
relaciones cuantitativas estructura-actividad, RCEA

SUMMARY

The aim of this study was to develop QSAR models us-
ing molecular topology and multilinear regression analy-
sis for predicting the spatial repellency against the Yellow
Fever mosquito, Aedes aegypti from a group of natural
sesquiterpenes. Validated models, molecular screening is
performed and selected new sesquiterpenes potentially
active.

Key words: Sesquiterpenes, mosquito repellency, topo-
logical descriptors, multilinear regression analysis, quanti-
tative structure-activity relationships, QSAR

RESUM

L’objectiu d’aquest treball consisteix en desenvolupar mo-
dels QSAR aplicant la topologia molecular i I'analisi de re-
gressioé multilineal per a la prediccié de I'activitat repel-lent
espacial front al mosquit de la Febre Groga, Aedes aegyp-
ti, d’'un grup de sesquiterpens naturals. Un cop validats els
models, es realitza un cribatge molecular i es seleccionen
nous sesquiterpens potencialment actius.

Mots clau: Sesquiterpens, Repel-lents de mosquits, in-
dexs topologics, Analisi de regressié multilineal, Relacions
quantitatives estructura-activitat, RCEA
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1. INTRODUCCION

Extensas, y cada vez mas numerosas, son las regiones
del planeta en las que las enfermedades vectorizadas
por mosquitos, tales como la malaria, el dengue, la fiebre
amarilla o el virus del Nilo occidental, representan una rea-
lidad que genera en materia de investigaciéon una frenética
actividad por parte de los investigadores en cuanto a la
busqueda de medidas paliativas frente a estas.

Los mosquitos, a través del olor corporal y la exhalacion
de dioxido de carbono, localizan a sus huéspedes [1].
Partiendo de esta base la proteccion personal frente a
las picaduras de mosquito es una de las mas importantes
medidas de prevenir la transmision de las enfermedades
transmitidas por ellos [2].

El uso de un repelente por parte de una persona, presenta
a esta como no atractiva o inapetente para el mosquito,
siendo este consecuentemente repelido [3]. El repelente
de mosquitos mas usado hasta el momento es un pro-
ducto quimico de origen sintético denominado N,N-dietil-
3-metilbenzamida (DEET).

El DEET es un repelente efectivo, pero se han dado ca-
sos de toxicidad baja-moderada en humanos, tales como
irritacion de mucosas [4, 5]. Ademas se han presentado
resistencias en Drosophila melanogaster [6]. Debido a es-
tos efectos indeseables, la investigacion de repelentes de
origen natural se presenta como una opcion plausible en
la busqueda de medidas, seguras, eficaces y econémicas,
en una epoca, esta en que vivimos, donde las exigencias
en los marcos legislativos y la opinion publica no dejan
mas que ver una negativa conjunta cada vez mayor hacia
los compuestos de sintesis [7, 8].

Las propiedades repelentes de ciertas plantas frente a ar-
trépodos plaga eran ya bien conocidas antes de la apari-
cién de compuestos quimicos de sintesis. Aunque la bus-
queda de nuevos compuestos naturales sea prometedora,
el numero de plantas por estudiar resultaria verdadera-
mente abrumador, ya no sélo en cuanto a la cantidad sino
que también en cuanto al esfuerzo en tiempo y dinero. Es
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en esta perspectiva donde los métodos QSAR constituyen
una alternativa que evita o reduce considerablemente tan
costosos esfuerzos.

La busqueda de modelos QSAR para la prediccién de pro-
piedades fisicas, fisicoquimicas o biolégicas es un area de
investigacion de gran interés [9-10]. El grado de conoci-
miento de la estructura de una molécula es un aspecto im-
prescindible para encontrar eficientes relaciones estruc-
tura-actividad. En este sentido, la topologia molecular se
ha convertido en una herramienta Util en la busqueda de
modelos QSAR. A partir de ella se puede caracterizar de
una forma rapida y sencilla la estructura de una molécula
a través de los correspondientes descriptores topolégicos
[11].

La aplicacién de la topologia molecular en la busqueda de
modelos de prediccién QSAR se ha utilizado con éxito en
el campo del disefio de farmacos antiparasitarios [12-14] y
compuestos activos frente a diversos vectores transmiso-
res de enfermedades parasitarias [15-18].

El objetivo del presente trabajo es la busqueda de mode-
los topolégico-matematicos para la prediccion de la acti-
vidad repelente frente al mosquito de la Fiebre Amarilla de
un grupo de sesquiterpenos de origen natural utilizando el
andlisis de regresion multilineal, y su aplicacién a la bus-
queda de nuevos compuestos potencialmente activos.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Compuestos analizados

En este estudio hemos seleccionado un grupo de 13 ses-
quiterpenos de origen vegetal que han sido aislados, puri-
ficados y ensayados en funcion de su estructura quimica
y su repelencia espacial contra el mosquito de La Fiebre
Amarilla, Aedes aegypti. Todos los compuestos estudia-
dos fueron extraidos de las plantas Amirys balsamifera y
Fokienia hodginsii [19]. La figura 1 muestra las estructuras
quimicas de los sesquiterpenos utilizados en el andlisis
QSAR.
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Figura 1 Estructuras quimicas de los sesquiterpenos utilizados en el analisis QSAR.
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2.2 Ensayos de repelencia

Los bioensayos se realizaron conforme a la metodologia
de Paluch et al [19] durante un periodo de 5 dias. Se tra-
baj6 con grupos de 20 mosquitos Aedes aegypti, (cepa Li-
verpool) de una colonia establecida en el laboratorio. Sélo
se utilizaron mosquitos hembra en las pruebas y tenian
al menos 5 dias. Después de la observacion de la distri-
bucién de los mosquitos dentro del recinto en donde se
utilizé el producto a ensayar, se determiné el porcentaje
de repelencia a diferentes tiempos de exposicion a partir
de la siguiente férmula:

Repelencia espacial promedio (%) = [(n°® mosquitos en
zona sin tratamiento — n°® mosquitos en zona tratada)/20]
x 100

La tabla | muestra los valores promedios (%) de la repe-
lencia espacial experimental de cada compuesto a 60, 90,
120 y 180 minutos de exposicion [19].

2.3 Descriptores topologicos

La caracterizacion de las estructuras de cada uno de los
sesquiterpenos analizados se realizé calculando un con-
junto de indices topoldgicos. Para ello, cada molécula se
asimila a un grafo en donde cada vértice representa a un
atomo y cada eje a las conexiones existentes entre ellos.
A partir del grafo, se construye la matriz topoldgica cuyos
elementos adquieren valores nulos o no en funcién de las
conexiones existentes entre dichos elementos en el grafo.
El tratamiento posterior de la matriz topolégica conduce
a los indices topolédgicos que caracterizan a ese grafo de
una manera rapida y sencilla.

En este trabajo se ha utilizado el programa Dragon [11] a
partir del cual se obtienen un conjunto amplio de descrip-
tores topolégicos.

2.4 Algoritmos QSAR: Analisis de regresion multilineal
La busqueda de los modelos topoldgicos QSAR desarro-
llados en este trabajo se ha realizado mediante analisis
de regresién multilineal, ARML, con la ayuda del programa
Statistica 8.0, [20] utilizando los indices topolégicos como
variables independientes y la repelencia espacial promedia
(%),en su transformacion logaritmica, logRep, a diferentes
tiempos de exposicidon como variables dependientes.

El programa Statistica analizé los indices topolégicos y la
repelencia para cada tiempo (60, 90, 120 y 180 minutos) y
buscé la mejor regresion con 1, 2 y 3 variables. El estudio

estadistico de la funcion seleccionada se hace atendiendo
al numero de casos utilizados (N), el coeficiente de corre-
lacién (R), varianza de la propiedad (R?), el error estandar
de estimacion, (EEE), el valor de Fisher (F) y la significacion
estadistica (p).

La validacién de los modelos de prediccién seleccionados
se ha hecho mediante una validacién cruzada tipo “leave-
one-out” [21, 22].

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La busqueda de relaciones cuantitativas estructura-acti-
vidad con un grupo de sesquiterpenos de origen vegetal
y la actividad repelente espacial frente al mosquito Aedes
aegypti ha sido objeto de estudio recientemente por el
grupo de Paluch et al. [19]. En dicho estudio utilizan como
descriptores de la estructura molecular, parametros fisi-
coquimicos y mecanocuanticos tales como el coeficiente
de particién octanol/agua, logP, presiéon de vapor, logVP,
constante de Henry, refraccién molar, momento bipolar,
polarizabilidad, energias LUMO y HOMO asi como topolo-
gicos como el indice de Wiener y los indices de conectivi-
dad molecular y,. Los primeros se encuentran sujetos a un
error experimental que acompafa su determinaciéon y a un
tiempo de célculo considerable.

Con el objeto de evitar esos problemas, en este trabajo se
utiliza exclusivamente indices topologicos los cuales son
faciles, rapidos y precisos de calcular.

Con la ayuda del programa Statistica y el médulo estadis-
tico de regresién multilineal se buscan las mejores funcio-
nes de prediccién con 1, 2 o 3 variables. La tabla Il recoge
los mejores modelos de prediccién de actividad repelente
obtenidos para cada tiempo de exposicion asi como los
parametros estadisticos que acompanan a cada modelo.
En todos ellos intervienen los indices topologicos ZM1
(primer indice del grupo de Zagreb que se obtiene como
suma del cuadrado de la valencia topolégica de todos los
vértices del grafo molecular) y MPCO5 (suma de todos los
caminos de orden cinco existente en el grafo molecular).
En el modelo obtenido para 180min. aparece una tercera
variable, CX4P=" /* ' que evalla la conectividad entre
los atomos de la molécula separados por cuatro enlaces y
la presencia de heteroatomos (atomos diferentes a C y H).
El calculo pormenorizado de estos indices puede consul-
tarse en la referencia [11].

Tabla | Repelencia espacial experimental y calculada para cada compuesto sesquiterpénico a par-
tir de los modelos topoldgicos de prediccion seleccionados para cada tiempo de exposicion.

Repelencia espacial promedio (%)

60 min 90 min 120 min 180 min

Exp(%) Calc(%) Exp(%) Calc(%) Exp(%) Calc(%) Exp(%) Calc(%)
nootkatone 421 46.6 52.3 51.9 51.7 55.5 62.9 68.1
a-santalol 65.7 60.9 67.7 69.4 80.5 70.2 87.1 79.2
a-bisabolol 61.1 74.9 70.5 81.8 83.6 83.2 84 93.1
farnesol 41.9 42.0 42.6 44.5 50.7 50.3 68.8 68.0
elemol 84.2 85.8 86.3 95.0 84.2 93.8 88.9 92.9
p-eudesmol 72.3 76.7 88.4 86.0 81.6 85.4 86.1 89.1
hedycaryol 100.0 90.1 92.9 98.5 97.7 97.7 95.3 94.8
valerianol 72.5 721 88.8 80.8 81.9 81.0 84.2 86.1
fokienol 81.6 69.3 88.5 74.3 90.8 77.6 93.1 77.2
trans-nerolidol 62.3 69.3 72.9 74.3 68.7 77.6 66.5 75.6
elemeno 40.4 37.9 39.2 41.0 43.3 46.2 48.2 491
10-epi-y-eudesmol 82.2 76.7 88.8 86.0 82.2 85.4 93.3 88.9
turmerona 62.7 62.0 74.2 67.3 80.4 70.7 88.9 81.9
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Tabla Il Modelos topoldgicos de prediccion y parametros estadisticos seleccionados para cada tiempo.

Funcioén de prediccién seleccionada (Log)
Coeficientes

Parametros estadisticos

Tiempo Intercepto ZM1 MPCO05 CX4P R? Q2 EEE F p

60 min -1.540 0.054 -0.027 - 0.880 0.808 0.047 36.7 0.0000
90 min -1.596 0.056 -0.027 - 0.912 0.866 0.041 51.6 0.0000
120 min -1.039 0.047 -0.023 - 0.869 0.770 0.043 33.1 0.0000
180 min -1.426 0.033 -0.014 1.179 0.813 0.636 0.044 13.1 0.0012

La figura 2 muestra los resultados de prediccién obtenidos
para cada tiempo al graficar el logaritmo del porcentaje de
repelencia experimental de cada compuesto, logRep,
frente a logRep_, .. Todos los modelos muestran valores
de R?>0.80 lo que significa una explicacion de la varianza
de la propiedad del grupo de compuestos analizados su-
perior al 80%.
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Figura 2.- Representacion grafica de la repelen-
cia espacial experimental frente a la calculada
para cada compuesto y tiempo analizado.

La Tabla | muestra asi mismo el valor del porcentaje de
repelencia calculado para cada compuesto y tiempo de
exposicion utilizado a partir de las ecuaciones de predic-
cion seleccionadas (con el logRep . obtenido para cada
tiempo y ecuacion, se calcula el porcentaje de repelencia
a través del valor antilogaritmico, 10°%% _ ) Como puede
observarse, en términos generales, los valores calculados
estan en concordancia con los experimentales tanto para
los compuestos con elevado porcentaje de repelencia (ver
hedycaryol), como bajo (ver farnesol y elemeno).

Si nos fijamos en el error estandar de estimaciéon que
acompafa a cada funciéon de prediccién, (EEE= 0.047,
0.041, 0.043 y 0.044 correspondientes a los modelos ob-
tenidos a 60, 90, 120 y 180 min, respectivamente) obser-
vamos que es relativamente bajo en relacion con el inter-
valo numérico en el que se mueve la propiedad estudiada,
logRep, representando el 11.9%, 10.9%, 12.1% y 14.8%
de dicha variabilidad. Si tenemos en cuenta que estamos

Residusl G0

Rasidual 120

trabajando con una propiedad bioldgica sujeta a un dis-
creto error experimental en su determinacion, estos resul-
tados avalan los modelos de prediccion seleccionados.
Para validar las funciones seleccionadas, se realiz6 una
validacién cruzada tipo leave-one-out a cada una de ellas.
La validacién consiste en reservar un caso (compuesto)
del grupo, obtener el modelo con los restantes N-1 com-
puestos y predecir el valor de la propiedad del caso elimi-
nado. El proceso se repite tantas veces como compuestos
hay en el grupo. Con los valores de prediccion obtenidos
de esta forma, se calcula el coeficiente de prediccién, Q?,
de forma similar a como se obtiene R? con el grupo com-
pleto. El valor de Q? es indicativo de la calidad del modelo
seleccionado. Valores de Q?> 0.7 son considerados como
aceptables. En nuestro caso se obtuvieron Q?> = 0.808,
0.866, 0.770 y 0.636 para 60, 90, 120 y 180 min, respec-
tivamente. Todos los modelos, excepto el obtenido a 180
min mostraron valores de Q>> 0.7, lo cual nos indica que
este Ultimo es menos estable que los demas vy, por tanto,
los valores de prediccién obtenidos con el mismo, se han
de tomar con cierta reserva.

La figura 3 muestra los valores de los residuales (logRe-
Peo-l0gRep,, ) obtenidos con la funcion seleccionada
frente a los residuales de la validacién cruzada para cada
compuesto y tiempo de exposicion. En todos los casos
existe una excelente correlacion entre ambos residuales
(R?>0.973) lo cual es indicativo de que los modelos son de
utilidad para la prediccion de todos los compuestos que
forma el grupo de sesquiterpenos analizados.
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Figura 3.- Representacion gréfica de los re-
siduales obtenidos con cada compuesto frente
a los residuales de la validacion cruzada.
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Ademas, los parametros estadisticos que acompafan a
cada funcién son equiparables, incluso mejores que los
obtenidos por Paluch et al. Si comparamos sus coefi-
cientes de regresion y de prediccion, R? y Q?, (a 60 min:
R?=0.82 y @Q?=0.73; 90 min: R*=0.85 y Q?=0.69; 120 min:
R2=0.83 y Q*=0.72; 180 min: R?=0.89 y Q*=0.75) [19] todos
ellos con funciones de tres variables, salvo a 180 min, los
modelos obtenidos en este trabajo y con sélo dos varia-
bles topolégicas son mas predictivos.

El interés méas importante de cualquier modelo QSAR es
poder aplicarlo a la prediccién de la propiedad estudiada
a compuestos diferentes al grupo de trabajo. En nuestro
caso se podrian seleccionar nuevos compuestos poten-
cialmente repelentes y con estructura preferentemente
sesquiterpénica.

En este sentido hemos realizado un pequefio estudio de
prediccion con los compuestos naturales recogidos en la
base molecular MicroSource Discovery Systems, [23] y
centrandonos en los sesquiterpenos presentes en dicha
base (alrededor de sesenta). La Tabla Il recoge algunos

de estos compuestos y los valores estimados de la repe-
lencia espacial a cada tiempo aplicando las ecuaciones
de prediccion seleccionadas. Algunos de los compuestos
seleccionados poseen ademas actividad antiparasitaria
(artemisinina como antimalarico [24], helenina como anti-
helmintico [25] o el cedrol como acaricida [26]) lo que favo-
receria aun mas su utilidad como antiparasitarios.

La siguiente etapa, l6gicamente debe ser la realizacion de
los correspondientes ensayos experimentales de repe-
lencia para corroborar las predicciones obtenidas con los
modelos aqui presentados.
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Tabla 3.- Cribado molecular y seleccion de potenciales sesquiterpenos con actividad repelente.

Repelencia espacial estimada (%)

Sesquiterpeno Estructura
60 min 90 min 120 min 180 min
B-CARYOPHYLLENO ALCOHOL ":% 78.2 89.7 87.2 85.4
HO
AN

15-NORCARYOPHYLLEN-3-ONE o 59.0 64.9 67.8 73.4

ARTEMISININA 64.1 77.5 74.2 -

HELENINA 73.6 84.3 82.7 -
3-NOR-3-OXOPANASINSAN-6-OL g; 35.2 40.4 43.8 76.1

o

a-HUMULENO 51.1 54.9 59.7 55.9
CADIN-4-EN-10-OL 43.8 48.8 52.6 70.6
CARYOPHYLLENO [t(-)] 35.7 38.8 43.9 48.4
CEDROL 37.5 43.0 46.2 70.3
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