Universidad Cardenal Herrera-CEU

Departamento de Ciencias Biomédicas

Seleccion de moléculas que inhiben la
peroxidacion lipidica mediante

Topologia Molecular

TESIS DOCTORAL

Presentada por:
Carlos Casanova Sorni

Dirigida por:

Dr. Vicente Villar Amigo
Dr. Salvador Mérida Donoso

Valencia 2015






AGRADECIMIENTOS

En este momento de entregar el trabajo realizado, quiero dar las gracias a todas
las personas que han contribuido a la realizaciéon del mismo. Sin ellas hubiera sido
imposible. No querria olvidar a nadie asi que pido disculpas de antemano si omito a
alguien.

Gracias a mis directores de tesis, Vicente Villar y Salva Mérida.

Gracias Vicente por confiar tanto en mi y haberme acompafado dia a dia en esta
aventura. Tu gran apoyo ha sido fundamental para lograr este objetivo. He aprendido
mucho de ti en estos afios y te considero un amigo. Mi mayor agradecimiento entre
todos es para ti.

Gracias Salva por tu ayuda en numerosas ocasiones. Por las charlas y los consejos
a lo largo de estos afios, por tus horas de “bancada” en el laboratorio y tu espiritu
cientifico que me ha obligado a mejorar.

Gracias también a Antonio Falco, por tu tiempo y colaboracidn desinteresada en
el desarrollo informatico. Gracias a tu buen humor, las dificultades han parecido
menores. Nunca olvidaré el intenso dia de Elche y las reuniones en tu despacho con
Vicente.

A Maria Miranda e Inma Almansa, gracias a vosotras ha sido posible la realizacion
de mi parte experimental en el laboratorio. Gracias por vuestra ensefanza, afecto y
paciencia y por las dudas metodoldgicas que siempre me habéis resuelto.

A Tanya y Sole, sin vuestra ayuda hubiera ido al principio literalmente perdido en
el laboratorio. Gracias por haberme hecho sentir tan a gusto durante este tiempo en el
laboratorio. Gracias por vuestro tiempo y paciencia. También quiero agradecer al resto
de companeras del laboratorio que en uno u otro momento me han ayudado. Gracias
Maria, Sara, Laura y Rosa.

Gracias también a Jorge Galvez y Ramdén Garcia-Domenech. Os agradezco
vuestros Utiles consejos y aportaciones en el campo de la Topologia Molecular.

Gracias a Miguel Angel, Eva y Miguel por vuestras desinteresadas ayudas.

Marcelo, gracias por tu aportacidn en el procesamiento estadistico.

Mis agradecimientos también a Victoria y Carmen, que desde Secretaria me

habéis ayudado siempre con la gestién formal de la tesis.

3



En el ambito familiar, quiero dar las gracias primero a mis padres Vicente y Tita.
Nunca os podré dar las suficientes gracias por todo lo que habéis hecho por mi. Gracias
a vuestro apoyo durante toda mi vida he conseguido llegar hasta aqui. Y gracias
también a ti, papd, por tu incondicional apoyo a pesar de haberte tenido que
multiplicar en el trabajo para cubrir mis numerosas ausencias.

Gracias también a mis hermanos Lucia y Vicente y a toda mi familia. Me habéis
escuchado y ayudado siempre.

Para terminar, quiero dar las gracias especialmente a mi mujer. Maria, sin tu
amor y comprensidon habria sido imposible realizar la tesis doctoral. Me has animado
desde el principio a realizar este trabajo y me has acompanado maravillosamente
durante el camino escuchando cada dia mis dudas y preocupaciones asi como los
logros obtenidos. Es por esto, por lo que os la dedico a ti y a nuestros hijos Martina,

Olivia y el esperado Carlos.

GRACIAS



indice

I INTRODUCCION ... ottt ee et eee et eeeeeevesesseevsesssssesssesesssssssesesessessssssssessesssssssessssssssees

1. TOPOLOGIA MOLECULAR.........covrererrrerresianene,

1.1. Generalidades.......cccooevvevevererrrcrennen
1.2. Teoria de grafos......ccceevevevvneiceecennnn,

1.3. Matriz topoldgica.......cccceeevvrecuerennnnns

1.4, INAICES tOPOIOZICOS.....eveververerrreresieies e ir e ssesessessessensess st sns s sns e

1.5. Aplicaciones.......cocovvvererereieieierinenns
2. ANTIOXIDANTES.....eeoteeveeereeree s e e

2.1. Agentes reductores y agentes oxidantes: reacciones redox.................

2.2. Estrés oXidatiVo......cooveeeeiveeeeieeeeeeene
2.2.1. Radicales libres.....................

2.2.2. Peroxidacion lipidica............
2.3. Defensas y tipos de antioXidantes........ccocvcerereeieieinieirseeseese s
2.3.1 Antioxidantes enzimaticos...

2.3.1.1. Superdxido dismutasa.......cccceeveeeceseeseeseesee e

2.3.1.2. Catalasa.................

2.3.1.3. Glutatidon peroxidasa.........ccceeeveeveeveciececece e
2.3.1.4. PeroXiredoXiNa......coceeveeereceeerneenrecirreseeceeeee e eesseenes
0 Tt B T O 1 - 1 J RS
2.3.2 Antioxidantes N0 eNzZiMAtiCOS......cvevriveineie et

2.3.2.1. Vitamina E.............

2.3.2.2. Vitamina C.............

2.3.2.3. GlIULALION.ccieeee ettt ettt et
2.3.2.4. CaroteNOIdES....cccueveeieeeeieeeeiee et et st tesssaree e

2.3.2.5. Compuestos fendl

[[olo 1N

2.3.2.6. Otros antioXidantes......coecvevivneeieeereveeeenseees e sessnens
2.3.2.7. Antioxidantes SiNtELiCOS.....cccvvvvvevireerireee e
2.4. Relevancia en terapéutiCa......ccccueeceiesececceeeesteeee et e e

2.4.0. CANCOruvvvecieerieeeeeeeee e

2.4.2. Funcion cognitiva y demencCia......ccceeereeeeeeenrveiieieesreceeeenreernens
2.4.3. Enfermedades cardiovasculares........cccouuevveveeveeinveesieecsrnenss

2.5. Antioxidantes y QSAR.........ccceceereeuenee.
3. TRABAJO PRELIMINAR......cccootteeeeree e

1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.....v oot eeeeeeeeeeeeeeerererenees

1. MATERIALY METODOS.....movevereeeereeeeeeeceeererenen.

1. SELECCION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA-QUIMICA.......oeeeeeeeeeeeeee s ereererenn.
2. OBTENCION DE LAS MOLECULAS. LIBRERIAS MOLECULARES. .......oeveveeeereeerree.
2.1. Moléculas con actividad antioXidante......ccueeeeeeceeeeee e e eeeens

2.2. Moléculas sin actividad antioxidante

11

13
13
14
17
19
21
25
25
26
26
28
31
32
32
32
32
32
33
33
33
34
34
35
36
37
38
38
38
39
39
39
41

49
53
55
55

55
56



indice

2.3. Moléculas para realizar la busqueda guiada........cccecevevvevvvereveccrereennene.

3. INDICES TOPOLOGICOS.......ouvveereeeierereiressses s ssesssessess s essssessess e sassss s ssssssessaneas
3.1. Obtencidn de [0S archivos .MOl........ccccooeiiiieiccecee e e e

3.2, PADEL-DESCIIPLOr ... uiiciieie ettt ettt ettt e et e e e

3.3. Descripcion de los indices topolOgICOS......cvvvirerervirrerrerce e

4. PROCESAMIENTO DE DATOS.......ooiieeeeeeeee ettt ste et ste e s st sse e s e e n e e e s
4.1. Analisis lineal disCrimiNante........coiieveeeceeiiieiiece et e

4.1.1. Procedimiento €N SPSS.........oovieeeeieee e e

4.1.2. Procedimiento €N R 3.0.1.....cciieeeeeicieeee e

4.2. Redes Neuronales ArtifiCiales.......cuieeeieieecececeies e

4.2.1. Procedimiento €N SPSS.........ooviveeeeeieee ettt

5. CRITERIO DE CLASIFICACION. ..ottt ss s s
6. DISTRIBUCION DE LAS MOLECULAS.........oveeeeeeeve e eeesesesseseesseesees e essasaesss s sesenes
7. BUSQUEDA GUIADA ... eeeeeeeeeeeeee e s s s esa st aes e s s sansensras
8. ESTUDIO EXPERIMENTAL....ccotteeteeeeiee ettt et ee seteae e eetne e esaee e sseseesennneaessennneeenes
8.1 Inhibicidn de la peroxidacion lipidiCa........ccouvveieirininincrcreereceee e

8.1.1. Tratamiento de 105 anNiMales.......cccceeireiervecieeneisrrecee e

8.1.1.1. Condiciones de estabulacion.........cccveevvvereneeennnn.

8.1.1.2. Manejo de los animales.........ccceceveriececiesesecceenaes

8.1.2. Diseno experimental.......ccccceve e ceiceisieecc e

8.1.3. Obtencion de 1as MUESTIIaS........ccvveeieeienicre e

8.1.4. Procedimientos analitiCos.......ccocveieiveivereiiieiee et

8.1.4.1. Determinacion de proteinas........ccoceeeeevuevervecenennas

8.1.4.2. Determinacion de malondialdehido (MDA).............

8.1.5. Exposicidn de 10s resultados.........cccoevevevececeseceeceecee e

8.2 Estudio de la capacidad antioxidante..........ccccevvvieieccncece e,

8.2. 1. FUNAAMENTO....eiitiitieee ettt ettt et et ser e b ee e sbe b e nes

8.2.2. Procedimi@nto......ccuiieeiicereee ettt er e s e

8.2.3. Exposicion de los resultados.........ccceevieieccenne e,

9. PROGRAMAS INFORMATICOS. .....veveeeeeeeee et eeeteseeses e veseesses e ss st ses s s ses s sesane

V. RESULTADOS......ciiiitiii s s s s s

1. SELECCION Y DISTRIBUCION DE LAS MOLECULAS........cooovereeerreeeerereereeseeneeeseeeseone
2. ANALISIS DISCRIMINANTE EN SPSS....eueeueeeteeseeeeeeeeeseseeeseeeseseseseesenesssssenssenenesessesnes
2.1. Criterio de €leCCION......ooveerretececee ettt et er e n e e
2.2, FUNCION diSCrimiNante.......cveveciiiee ettt st et sr s e e saeeae e
2.3. Clasificacion de [0S rupPOS........ccoeeceeeveervereiieerente et ere v
3. ANALISIS DISCRIMINANTE EN R 3.0.1....couooeceeieereeereeeeeeseeeeeesees s s sasssssns s eeseneons
3.1. Criterio d@ EleCCION........oovveerreeecece ettt e ebe et e e e
3.2. FUNCION diSCrimMiNaNTe......ccvevereeeiee ettt st et ees e e sreereennens
3.3. Clasificacion de [0S rUpPOS......cccoeeueeveeeerrieieieeereeere et e e eer e sae b v anes
4, REDES NEURONALES ARTIFICIALES EN SPSS.....ooiiiiteieectiee et e e e enenee
5. RESULTADQOS GLOBALES.......oooii ittt ettt seree s sre e s sebeaesensee e sreae e sneanes
6. BUSQUEDA GUIADA ...t eeeee s eee e eseeee s eseseesseesensesen s see s eneseneneaen



indice

7. ESTUDIO EXPERIMENTAL. ..veuiiiieitecteceieeeeteetteieeseeere e ereeessesseesreeteenessaessessennessresnneneens 101

7.1. Inhibicidn de la peroxidacion lipidica.......ceueeveeveeceeciese e, 101

7.1.1. Seleccién de [as MOleculas..........cocveveeevieeeicevieeeceeeee et 101

7.1.2. CaPLOPTilececeeceeieceeieieetet st s sttt e e 102

7.01.3. NiStatiNa..eee e e e e 103

7. 0.4, ALENOIOL ...t e e e e 104

7.01.5. SIMVASTating....cuee e e e e 105

8 ST Y] o {111 = TRt 106

7.0.7. ProgesteroNa.....coccecee ittt ettt ettt sttt e e e 107

7.1.8. 5-fluorouracilo (5-FU) ...ccoceeierirece et 108

2 T TR 1 T 109

2 T O ] YR 110

2 T S A T 111

7.1.12. ACIO lIPOICO....ouvereeree ettt s 112

7.2. Estudio de la capacidad antioxidante..........ccccecevueieinininincne e 113

V. DISCUSION.....ooveeeetecetere ettt ess e s sss st ees s st et sss s ens e sass st 115

1. CONSIDERACIONES FINALES ACERCA DE LOS ANTIOXIDANTES.......ccccevvrvvereerneene. 117

2. OBTENCION DE FICHEROS .MOL Y CALCULO DE INDICES TOPOLOGICOS........... 118

3. DISCRIMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE .....covevreeereeeeeeeeeeeeeveereseseeeene. 119

3L SPSS e e b s eb s bbb b she b eebbenbeane e ene 119

3.2 R BL0. Tttt bbb e b e er b e s e e nesresneeraenes 121

3.3. Redes neuronales artificiales @n SPSS.........coeviviiiene et 122

3.4. ComMENLArios fINAIES.....cccveiie ettt ettt esr e bbb aesan e 123

4, BUSQUEDA GUIADA ..ot eee et et ses et eeteesees e ses s seeeeseseesera s eeseeseseneenns 128

5. ESTUDIO EXPERIMENTAL. c.utetieeiite e ieieteetreeite st e eeteertesteeesresbeenessseeraes s saesnnesseens 133

5.1. Inhibicidn de la peroxidacidn lipidica y estudio de la capacidad 133
ANEIOXIAANTE. .ttt ettt et et sbeerreeb e ebesbbeaneesbeaerarenbeaes

V1. CONCLUSIONES.......cooeeteettetiree sttt erreerrete st e saestee s eresseesaesbeaeesesse srnesaessensenssestesnnes 143

VIL BIBLIOGRAFIA.......oooeivieireeveneces et sss et ss st e sss st st e sss st 147

VI ANEXOS ... ooveetteeecte e eree st et ee e eesse et s seesbestesns et sesseasesaesbesneansaessessennsessessessssrssensanen 161

ANEXO 1: Equivalencias numero Index Merck y nombre quimico de las moléculas.
ANEXO 2: Resultados obtenidos en SPSS del grupo de entrenamiento activos.
ANEXO 3: Resultados obtenidos en SPSS del grupo de entrenamiento no activos.
ANEXO 4: Resultados obtenidos en R del grupo de entrenamiento activos.
ANEXO 5: Resultados obtenidos en R del grupo de entrenamiento no activos.
ANEXO 6: Resultados de las redes neuronales en SPSS del grupo activos.

ANEXO 7: Resultados de las redes neuronales en SPSS del grupo no activos.
ANEXO 8: Estructuras quimicas restantes de las moléculas clasificadas como
antioxidantes por los tres modelos.



indice

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Tipos y numero de indices topolOgICOS.......cevveververierierererierecere e e

Tabla 2: Ficha técnica de la red neuronal artificial......cccceevverieveriveveeieee e

Tabla 3: Preparacion de [as MUESLIas......c.cccceveieceeceeeeietieer e et e et e

Tabla 4: Coeficientes de la funcion discriminante en SPSS......covvevvevivverevieeenns

Tabla 5: Principales estadisticos €N SPSS........cccceieinieirese et

Tabla 6: Ejemplo de resultados de coeficientes en SPSS.........ccccoveeevveceeveevevennene.

Tabla 7: Resultados del grupo de entrenamiento en SPSS.........cccoevvvevvcvienene,

Tabla 8: Resultados de la validacidn cruzada del grupo de entrenamiento en

Tabla 9: Resultados del grupo test @n SPSS.........coeieeeieceeere et e e

Tabla 10:
Tabla 11:
Tabla 12:
Tabla 13:
Tabla 14:
Tabla 15:
Tabla 16:

3.0.1......

Tabla 17:
Tabla 18:
Tabla 19:
Tabla 20:

Resultados de las moléculas del grupo test activos en SPSS...............
Resultados de las moléculas del grupo test no activos en SPSS.........
Descriptores utilizados €N R 3.0.1....c.ccueieicene e e e
Coeficientes de la funcidn discriminante en R 3.0.1....cccccccevvvvverrenene.
Principales estadisticos €n R 3.0.1.....cccceueieinininiinecnece e e
Resultados del grupo de entrenamientoen R3.0.1......ccccevvvverennnenes

Resultados de la validacidn cruzada grupo de entrenamiento en R

Resultados del grupo test €n 3.0.1......ccvveereceicenee et v
Resultados de las moléculas del grupo test activos en 3.0.1...............
Resultados de las moléculas del grupo test no activos en R 3.0.1......

Resumen de la distribucidon de los grupos en redes neuronales

LA ) Lol 1 T<T R RRRRSPRRRRTIN

Tabla 21:
Tabla 22:
Tabla 23:

Resultados de las redes neuronales artificiales.......cc.coccovevecerceicnnnnns
Resultados de los grupos en redes neuronales artificiales..................

Resultados de la busqueda guiada en los tres modelos.......................

Tabla 24: Actividad farmacoldgica de los 43 principios activos clasificados

COMO ANTIOXITANTES vue ittt ettt st ees st eessre e tesesatessssessssessaseesssesensrens

Tabla 25:

Resultados del estudio de la capacidad antioxidante...........................

59
69
73
82
82
84
85

85

86
86
87
88
89
89
89

90

90
91
92

93

93
94
96



indice

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Representacion del iSOpentano.......cccccccve e veveeseeseeses e 15
Figura 2: Representacion del cicloheXano..........ccce oo e 15
Figura 3: Matriz de adyacencia del isopentano y ciclohexano.........cccccvevireeeenenn. 18
Figura 4: Matriz de distancia del butano.........ccooeeevece e, 18
Figura 5: Esquema de los mecanismos de la lipoperoxidacion...........cccccevevrreenee. 29
Figura 6: Estructura quimica del MDA........coo et 30
Figura 7: Complejo 1:2 MIDA:TBA....c. ettt et st s s e r e s e 30
Figura 8: Estructura quimica del (+)-a-tocoferol.......ccccouuvevecevecieicece e e 33
Figura 9: Estructura quimica del 4cido ascOrbiCo.......cooeeieieieirrieeeee e 34
Figura 10: Estructura quimica del glutation.........cccoeveeeeeeececece e 35
Figura 11: Estructura quimica del betacaroteno.........ccceeeeeveeeeececceccecvece e 35
Figura 12: Estructura quimica del acido cafeiCo.....ccoveeveeveveveiecee e, 36
Figura 13: Estructura quimica de la 2-fenilbenzopirona.......cccccoeeeeveeeeevecece e 36
Figura 14: Estructura quimica de la querceting.......cccoccveceieicicieiciscceese e 37
Figura 15: Estructura quimica y fichero Molfile de la tiourea.......c..ccceveveveene. 57
Figura 16: Esquema tipo de las redes neuronales artificiales......cccecveeeeneeecvecennnnns 66
Figura 17: Ejemplo de recta de regresion MDA: Area........ccoccoveeeveveneseeseeseeneenea. 75
Figura 18: Distribucion de las moléculas del estudio.........cccoeveceecnceccerceenieeeen. 81
Figura 19: Grafico de resultados del grupo de entrenamiento activos................... 83
Figura 20: Grafico de resultados del grupo de entrenamiento no activos............. 83
Figura 21: Estructura quimica del captopril.......ceueeveevecene e 102
Figura 22: Recta de regresion MDA: captopril......cccccevieiecceece e ectesec e se e 102
Figura 23: Estructura quimica de la nistatina.......ccccceeeeeieiieeieeeicccccccrreeee, 103
Figura 24: Recta de regresion MDA: Nistating.........cooeeeeveevieieeieenese e e 103
Figura 25: Estructura quimica del atenolol........ccccceee e, 104
Figura 26: Recta de regresion MDA: atenolol........ccccoeeveeeenreeieciienenee et 104
Figura 27: Estructura quimica de la simvastatina.........ccccoovvivieeiiiniieeeeeciiieeee, 105
Figura 28: Recta de regresion MDA: simvastating.......cccceeeveeeineeeveiecsenee e 105
Figura 29: Estructura quimica de la sertralina.......ccccocvevivininecneciecie e 106
Figura 30: Recta de regresion MDA: sertralina.......c.cccoveeveveecene e e e e 106



indice

Figura 31
Figura 32
Figura 33
Figura 34
Figura 35

: Estructura quimica de la progesterona.........cccoceeeveveeece e eveceeveeeeene.

: Recta de regresion MDA: progesterona.........ccccccueeeveveerisreneereveiesnenens

: Estructura quimica del 5-FU..

: Recta de regresion MDA: 5-F

: Estructura quimica del S-81..

U e

Figura 36: Recta de regresion MDA: S-81........ccceoeeieeevecececee e e e

Figura 37

: Estructura quIimica del S-86.......ccuueueieieiriniinircs e e

Figura 38: Recta de regresion MDA: S-86.........cccevveereeecesee s e eans

Figura 39

: Estructura quimica del 5-123

Figura 40: Recta de regresion MDA: S-123.......cc oo aevaeeaes

Figura 41: Estructura quimica del Acido lip0iCOo.....cccovrerereeee e

Figura 42: Recta de regresion MDA: acido lipoiCO......cceveveeveeceeiecceie e

Figura 43: Estructura quimica de la doxicicling.......cccoecveeeeeeececece e

10

107
107
108
108
109
109
110
110
111
111
112
112
114



11

I. INTRODUCCION



12



Introduccion

1. TOPOLOGIA MOLECULAR

1.1. Generalidades

La topologia es probablemente la mas joven de las ramas clasicas de las
matemadticas. En contraste con el dlgebra, la geometria y la teoria de los nimeros,
cuyas genealogias datan de tiempos antiguos, la topologia aparece en el siglo XVII, con
el nombre de analysis situs, esto es, andlisis de la posicién.

En 1679, G. Leibniz (1646-1716) publica su famoso libro Characteristica
Geometrica, en el cual (en términos modernos) intenta estudiar mas las propiedades
topoldgicas que las puramente métricas de las figuras. Insiste en que, aparte de la
representaciéon coordenada de figuras, “se necesita de otro analisis, puramente
geométrico o lineal, que también defina la posicién (situs), como el dlgebra define la
magnitud” (Macho, 2002).

Los matemadticos en el siglo XVIII muestran poco interés en topologia, con la
excepcion de L. Euler (1707-1783) cuyo genio comprende todas las matematicas y que
inicia el estudio de la teoria de grafos, posteriormente desarrollada por en el siglo XIX
por los matematicos ingleses A. Cayley y J.J. Silvester (Amigé et al., 2007).

Los estudios SAR (Structure Activity Relationship) y QSAR (Quantitative Structure
Activity Relationship) supusieron un importante avance en la caracterizaciéon de las
moléculas. Hansch y sus colaboradores demostraron en 1963 que la actividad bioldgica
de una molécula puede ser cuantitativamente relacionada con parametros fisico-
quimicos (p.e descriptores moleculares), por lo que introdujo la idea de que la
actividad podia ser descrita por mas de un parametro. Mediante este método puede
obtenerse una funcién que relaciona la respuesta bioldégica con parametros
descriptores de la estructura de una serie de analogos en funcién de ciertos factores
fisicoquimicos, definidos como parametros de solubilidad, electrénicos y estéricos
(Hansch et al., 1963).

Uno de los métodos QSAR es la topologia molecular, que caracteriza la
estructura molecular a través de indices topoldgicos llamados indices de Conectividad
gue llevan informacion sobre el nimero de atomos, los enlaces, las insaturaciones, el
ensamblaje topoldgico o conectividad de la molécula.

El origen de la topologia molecular, también conocida como conectividad

molecular, hay que buscarlo en los afos 1970, cuando Kier y Hall y otros investigadores
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Introduccion

comenzaron a utilizar ‘indices’ derivados de las propiedades de conectividad de las
moléculas para estudiar algunas propiedades fisico-quimicas (como el calor de
formacién y la temperatura de ebullicion) de compuestos orgdnicos.

De manera informal, la topologia se ocupa de aquellas propiedades de las figuras
gue permanecen invariantes, cuando dichas figuras son plegadas, dilatadas, contraidas
o deformadas, de modo que no aparezcan nuevos puntos, o se hagan coincidir puntos
diferentes. La transformacion permitida presupone, en otras palabras, que hay una
correspondencia biunivoca entre los puntos de la figura original y los de la
transformada, y que la deformaciéon hace corresponder puntos proximos a puntos
proximos. Esta ultima propiedad se llama continuidad, y lo que se requiere es que la
transformacién y su inversa sean ambas continuas: asi, trabajamos con
homeomorfismos.

El topdlogo considera los mismos objetos que el gedmetra, pero de modo
distinto: no se fija en las distancias o los angulos, ni siquiera de la alineacién de los
puntos. Para el topdlogo un circulo es equivalente a una elipse; una bola no se
distingue de un cubo: se dice que la bola y el cubo son objetos topolégicamente
equivalentes, porque se pasa de uno al otro mediante una transformacién continua y

reversible.

1.2. Teoria de grafos

La teoria de grafos es una disciplina matematica a la que se le han encontrado
multiples aplicaciones interdisciplinares y particularmente en areas de la quimica como
en quimica sintética, quimica de los organometdlicos, quimica del petrdleo,
termoquimica, cinética quimica, mecanica estadistica, equilibrios de fase, etc.

Concretamente, en la quimica estructural la teoria de grafos ha facilitado
enormemente la comprensién del concepto de estructura quimica al representarla
como un grafo.

Un grafo representa las interconexiones de los elementos dentro de un conjunto,
y en el caso de una molécula las conexiones son los enlaces quimicos entre sus
atomos. La aplicacién quimica de la teoria de grafos fue desarrollada por Randi¢

(Randi¢, 1975) y Kier y Hall (Kier et al., 1976; Kier et al., 1986) en una serie de articulos
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publicados en la década de los 70. Siguiendo a estos autores, esta vision parte del

establecimiento de las equivalencias:

MATEMATICA QUIMICA
GRAFO » ESTRUCTURA QUIMICA
ARISTA » ENLACE
VERTICE » ATOMO

A continuacidn se representa la estructura quimica y el grafo de hidréogenos

suprimidos del isopentano y ciclohexano (figura 1y figura 2).

MOLECULA GRAFO
CH, 3
_CH___CHy s
HiC e 5
Hz 1 - 4

Figura 1. Representacion del isopentano.

MOLECULA GRAFO
Hz
P
HC CHa

H:C \\_\C;__,':-Hz & 4

Ha

[g=]

i

Figura 2. Representacion del ciclohexano.

Desde este punto de vista, la cuestidon fundamental es qué dtomo esta ligado a
cualquier otro y cual es el camino para ir de un dtomo a otro dentro de la molécula, sin
necesidad de estudiar aspectos tales como la morfologia tridimensional del
compuesto, la naturaleza y la longitud de los enlaces quimicos que ligan los dtomos o

los angulos entre dichos enlaces.

Un grafo G viene definido por una serie de elementos o términos que se

especifican a continuacion (Amigé et al., 2009):
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¢ Vértice o nodo: cada uno de los puntos que forman parte de un grafo, viene
representado por vi. La letra n se emplea para designar el nimero total de vértices que
constituyen el grafo.

e Arista: cada una de las lineas que conecta dos vértices en un grafo. Una arista
se designa haciendo referencia a los vértices que la limitan (vi,vj), éstos vértices son
llamados extremos. La letra m se emplea para designar el nimero total de aristas que
aparecen en el grafo.

e Grafo de hidrégenos suprimidos: se trata de la representacion del esqueleto
carbonado de una molécula, sin representar los atomos de hidrdgeno, los cuales se
presuponen en funcién de la valencia del carbono.

¢ Grafo libre o de arbol: aquel que no contiene ninguna estructura ciclica en su
representacion, donde se cumple que m=n-1.

e Circuito: Grafo que contiene una estructura ciclica.

¢ Subgrafo: es una porcién de un grafo; entendiendo por tal, cualquier parte de
un grafo constituido por una o varias de sus aristas interconectadas. Los subgrafos se
clasifican segun su orden m y su tipo t. El orden de un subgrafo no es mas que el
numero de aristas que contiene. A su vez, se clasifican en cuatro tipos: path, cluster,
path-clustery chain.

e Tipo PATH (t = p), son aquellos subgrafos en los que los grados de sus vértices
son menores o iguales a 2.

e Tipo CLUSTER (t = c), constituido por aquellos subgrafos que tienen por lo
menos algln vértice con grado 3 o 4, pero ninguno con grado 2.

e Tipo PATH-CLUSTER (t = pc), son los subgrafos que incluyen vértices con grado
2, ademas de alguno con valores 3 0 4.

* Tipo CHAIN (t = ch), formado por secuencias de enlaces conteniendo al menos
un ciclo.

¢ Grado o valencia del vértice vi: se define como el nimero de aristas del que vi
es extremo y se designa como 6i. La suma de las valencias de cada uno de los vértices
de que estd compuesto el grafo es igual al doble del nimero de aristas del grafo: 26i =
2m.

¢ Arista secuencia en G: se define como un grupo de aristas conectadas en G y

representadas por (vi,vj) (vj,vk) (vkvl )... (vm-1,vm) donde cada arista termina en dos
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vértices que son extremos de otras aristas en la secuencia, con la excepcion de los
vértices terminales.

e Longitud de una secuencia es el nUmero de aristas que tiene.

La caracterizacion estructural contenida en el grafo molecular puede ser, a su
vez, encapsulada de muy diversas maneras como, por ejemplo, mediante matrices,
indices numéricos, polinomios, espectros, grupos u operadores (Macho, 2002).

Existen otras categorias de grafos, utilizadas en quimica, conocidos como grafos
de reaccion. Estos grafos se utilizan en cinética quimica y la sintesis de compuestos

organicos asistida por ordenador (Temkin et al., 1996).

1.3. Matriz topoldgica

Para cualquier tipo de grafo, es posible definir una matriz de adyacencia y una
matriz de distancia. Ambas matrices son simétricas.

La matriz de adyacencia es quiza el instrumento algebraico mas sencillo en
nuestro contexto ya que Unicamente da informacion sobre qué pares de nodos estan
unidos mediante aristas. Si la molécula en cuestién consta, pues, de N atomos, la
matriz de adyacencia del grafo molecular G, A = A(G), es una matriz N x N simétrica
(Sylvester, 1878).

Para construir la matriz, en primer lugar se representa el grafo correspondiente a
la molécula estudiada, suprimiendo los hidrégenos (grafo de hidrégenos suprimidos). A
continuacion, se numeran los vértices del grafo sin importar el orden en que se haga.
Finalmente se construye la matriz topoldgica o adyacente A, cuyos elementos
adquieren valores nulos o no en funcién de las conexiones existentes entre los
distintos elementos del grafo.

Esta matriz cuadrada de n filas por n columnas, siendo n el nimero de vértices
del grafo, es simétrica.

El grado topoldgico o valencia de cada vértice, §;, es igual a la suma de los
valores que hay en la fila o columna correspondientes a dicho vértice o lo que es lo
mismo, el numero de aristas que llegan a él, es decir:

m
& =3 aj
=1
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Como se aprecia, es un tipo de expresion matematica que relaciona la estructura
mediante una descripcidn numérica. Su importancia en los estudios estructura-
actividad radica en que a partir de ella se calculan la mayoria de los indices
topoldgicos.

La figura 3 ilustra la construccién de la matriz topoldgica de adyacencia para el
isopentano y el ciclohexano, junto con los valores obtenidos para las valencias de los

diferentes atomos.
ISOPENTANO CICLOHEXANO
4 /1\
| 6 2

NN | |
5\4/3

>

1
o © © = O
(== =
_—— O = O
o © = O O
o o = o <
L ¥ I o )
-0 O o = O
S OO = O~
o O = O = O
S = O = o O
—_ 0 = © o <
S =0 O O =
ST ST SR S S )

Figura 3. Matriz de adyacencia del isopentano y ciclohexano.

La matriz de distancia (fig. 4), D = D(G), es una matriz N x N simétrica cuyas
componentes son las ‘distancias topoldgicas’.

Asi, pues, D proporciona una imagen cualitativa de las relaciones de proximidad
o lejania entre los dtomos de la molécula.

A continuacién se representa el grafo de hidrégenos suprimidos del butano y su

matriz de distancia (figura 4).

" o 1 2 3

o 4 I S I !
N D= 5 1 0 1
1 3 3 2 1 0
Grafo del n-butano Matriz de distancia

Figura 4. Matriz de distancia del butano.
Otras matrices utilizadas en topologia molecular incluyen la matriz de distancias

reciprocas, la matriz detour, la matriz de resistencia, etc.
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1.4. indices topolégicos

Un indice topoldgico o descriptor molecular es el resultado final de un calculo
légico y matematico que transforma la informacidon quimica codificada en una
simbdlica representacion de la molécula, en un nimero util o en un resultado de algun
experimento normalizado (Todeschini et al., 2000).

Estos indices pueden usarse directamente o en combinacién con otros como
descriptores numéricos con el objetivo de obtener relaciones cuantitativas estructura-
propiedad (QSPR) ¢ relaciones cuantitativas estructura actividad (QSAR) (Garcia-
Domenech et al., 2007).

Por lo tanto, la finalidad de los indices topoldgicos es codificar informacion
topoldgica sobre las moléculas de forma puramente numérica. Este formato facilita
enormemente la busqueda automatizada de moléculas con propiedades estructurales
comunes Yy, por tanto, posibles candidatos a compartir propiedades quimicas o
farmacoldgicas deseadas. La relacidon entre grafos e indices topolégicos no es univoca,
de manera que dado un indice topolégico o un conjunto de ellos, en general no es
posible identificar el grafo molecular correspondiente; esto es lo que se Illama el
problema de degeneracion. Es esta degeneracion, justamente, la que permite
identificar grupos de moléculas con propiedades comunes mediante indices
topoldgicos. El adjetivo ‘topolégico’ hace referencia a que la informacion contenida en
los indices es invariante respecto a propiedades ‘no esenciales’, como pueden ser la
numeracion de los nodos, las distancias reales entre atomos o todas aquellas
distorsiones de la molécula que no modifiquen el grafo subyacente.

Para evitar el uso indiscriminado de este tipo de indice, Randic propusd una serie
de atributos deseables para los indices topolégicos (Randic, 1991);

1. Interpretacion estructural directa. indices basados en conceptos estructurales
sencillos ayudan a interpretar propiedades en términos de estructura quimica.

2. Buena correlaciéon con al menos una propiedad. Esto sugiere el aspecto
estructural dominante en la propiedad.

3. Buena discriminacion de isémeros. Necesario cuando la propiedad en estudio

cambia con el isdbmero.
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4. Localmente definidos. Es decir, que no se obtengan de forma global, sino
localmente como en los indices de conectividad, en que se definen por la conectividad
de cada atomo.

5. Generalizable a analogos superiores. Por ejemplo, los indices 1x, 2x, 3X,...,etc.

6. Linealmente independientes. Permite describir informaciéon estructural no
contenida en otros indices.

7. Simplicidad. Facilita su interpretacion.

8. Que no estén basados en propiedades fisico-quimicas.

9. Que no estén relacionados de manera trivial con otros indices.

10. Eficiencia de construccidn. Facilita su calculo.

11. Basados en conceptos estructurales familiares.

12. Mostrar una dependencia correcta con el tamafio. Las propiedades que
dependen del tamafio y en general, la selectividad de los indices disminuye con el
tamafio del grafo.

13. Tener cambios graduales con cambios graduales en la estructura.

El primer indice fue propuesto por Wiener en 1947 para la caracterizacién de
moléculas con ramificaciones (Wiener, 1947). Otros muchos indices se han definido
desde finales de los 40, entre los que destacan el de Hosoya (Hosoya, 1971), el de
Randi¢, los indices de conectividad de Kier y Hall, el de Balaban (Devillers et al., 1999).
Posteriormente Kier y Hall modifican los indices de conectividad con el fin de
introducir la contribucion de los heteroatomos.

Cada autor introduce dentro de su modelo pardmetros que considera
importantes para tratar de explicar algunas de las caracteristicas propias de las
moléculas, lo cual ha conducido al desarrollo de indices muy elaborados que incluyen
el anadlisis de la informacién tridimensional.

Como ejemplo se pueden citar el propuesto por Hahn-Rogers, como una nueva
técnica para usar modelos receptores de superficies como descriptores para QSAR, y
por medio de este modelo se pueden establecer también técnicas 3D-QSAR (Hahn et
al., 1995).

Pogliani usa una combinacién lineal de indices de conectividad (LCCI) y una

combinacion lineal de indices ortogonales de conectividad (LCOCI), definidos a partir
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de bases minimas y extendidas de dichos indices, para relacionar la estructura con la
solubilidad y puntos de ebullicién de homdlogos de la cafeina (Pogliani, 1995).
Actualmente, se utilizan miles de descriptores topoldgicos para estudiar
propiedades y actividades en las moléculas. Los principales programas informaticos de
calculo de estos indices son Approbe, Codessa, ClujTopo, Dragon, Molgen, Molconn-Z,
Tops-Mode (Garcia-Domenech et al., 2007). Mas recientemente se dispone de PaDEL-

Descriptor.

Siguiendo a Lowell Hall y Lemont Kier podemos clasificar los indices en:

1. indices de Conectividad Molecular: codifican el tamafio, ramificaciones,
insaturacién, presencia de heterodtomos y ciclos en las moléculas objeto de estudio.
Recogen informacién electrénica a través del recuento de electrones sigma, pi asi
como de pares libres de electrones.

2. indices Kappa: representan atributos referentes a la forma de la
molécula y se derivan del recuento de los diferentes enlaces sencillos, dobles y triples
presentes en las moléculas.

3. indices del estado topoldgico: recogen informacién del entorno de un
atomo debido al resto de atomos presentes en la molécula y mds o menos proximos a
él. Se basa en cada una de las secuencias de dtomos y enlaces que emanan del mismo.

4, indices del estado electrotopoldgico: codifican la informacién referente
tanto al entorno topoldgico de un atomo como a las interacciones electrénicas debidas
a la presencia del resto de atomos de la molécula. Permiten caracterizar la polaridad
presente en la molécula asi como la capacidad de la misma de formar enlaces por
puente de hidrégeno

5. Hay otros indices como los topoldgicos geométricos, de carga, basados

en la teoria de la Informacidn...

1.5. Aplicaciones

La topologia molecular sirve para encontrar relaciones cuantitativas entre una
propiedad fisica, quimica o bioldgica y estructuras moleculares, basdndose en la
caracterizacion numérica de las mismas a través de unos indices o descriptores

topoldgicos (Galvez et al.,, 1995). Una vez calculados estos descriptores topoldgicos
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para los compuestos con la determinada actividad farmacoldgica se obtienen las
funciones de prediccidn para cada uno de los compuestos activos, y las de clasificacidon
gue permiten discriminar entre compuestos activos e inactivos. A continuacién se
disefian los modelos de actividad farmacolégica, haciendo uso de las funciones
seleccionadas, y se aplican a bases de datos moleculares para la selecciéon de
sustancias potencialmente activas. Los resultados obtenidos con las funciones de
prediccién informan que tedricamente presentan un buen perfil farmacolégico, lo que
nos induce a considerar a estas moléculas como posibles cabezas de serie para el
disefo de nuevos farmacos.

Finalmente, se realizan los ensayos experimentales in vivo o in vitro encaminados
a detectar la posible actividad de los compuestos seleccionados.

En los ultimos afios la Topologia Molecular ha demostrado ser una poderosa
herramienta para la generacion in silico de nuevos farmacos. Un rasgo importante de
la Topologia Molecular es la posibilidad de descubrir o disefar nuevos farmacos sin el
conocimiento exacto del mecanismo de accion, a diferencia de otras técnicas (Galvez
etal, 2012).

El disefio de farmacos y la prediccién de nuevas propiedades biolégicas o
farmacoldgicas se han extendido en los Ultimos afios a todos los ambitos de la
terapéutica. A continuacién se citan algunos de estos estudios.

En el campo de la terapia antiinfecciosa se han realizado numerosos estudios con
resultados interesantes:

Se ha realizado un analisis discriminante con el objetivo de encontrar nuevas
moléculas con propiedades antimalaricas, y su posterior validacion in vitro (Mahmoudi
etal., 2008).

Mediante analisis lineal discriminante se ha realizado una seleccién de
compuestos para estudiar su actividad frente Mycobacterium avium (Garcia-Garcia et
al., 2004).

Se ha desarrollado un modelo topolégico-matematico para la busqueda de
nuevos derivados bisfosfonatos activos frente a la hexokinasa de Trypanosoma cruzi
con nuevas moléculas potencialmente activas propuestas (Garcia-Domenech et al.,

2008).
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Usando el analisis de regresion multilineal, se ha propuesto un modelo
topoldgico-matemadtico de prediccion de la actividad anti-VIH-1 para un grupo de
compuestos analogos al aciclovir y ganciclovir (Garcia-Domenech et al., 2010).

Otro estudio selecciond nuevos potenciales agentes antibacterianos tras realizar
una andlisis lineal discriminante de la actividad antibacteriana en una amplia base de
datos (De Gregorio-Alapont et al., 2000).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion desarrollé un modelo topoldgico
con el objetivo de obtener nuevos compuestos con potencial actividad acaricida
(Mérida et al., 2013).

A continuacion se cita brevemente algunos estudios de diversos campos de la
terapéutica.

Se ha realizado un analisis discriminante con el objetivo de encontrar nuevas
moléculas con propiedades antihipoglucemiantes, y su posterior validacion in vitro
(Calabuig et al., 2004).

Se ha estudiado el disefio de nuevos antihistaminicos demostrando la
complejidad y las diferencias de los cuatro receptores de la histamina (Galvez et al.,
2013).

Se han determinado nuevos compuestos con actividad broncodilatadora
utilizando la teofilina como farmaco de referencia (Rios-Santamarina et al., 2004).

Se ha aplicado también el analisis lineal discriminante en la prediccién de nuevos
compuestos con actividad anticonvulsivante (Bruno-Blanch et al., 2003).

En el campo de la terapéutica analgésica el uso de la topologia molecular ha
alcanzado interesantes resultados (Galvez et al., 1994).

También se ha realizado una aproximacion de los descriptores topoldgicos en
relacion a la actividad antioxidante de las moléculas (Velkov., 2009).

Se dispone de numerosos estudios en relacién a diversas familias quimicas y el
cancer en estudios QSAR. También existen revisiones de los distintos estudios (Malik et

al., 2007).
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2. ANTIOXIDANTES

Es generalmente aceptado que inmediatamente después de los catastréficos
acontecimientos que dieron lugar a la formacién del planeta Tierra, aparecieron
grandes cantidades de oxigeno molecular y con él, los radicales libres. Asi como estas
condiciones tan violentas pudieron ser facilmente el impulso para la adaptacién de los
primeros organismos, sin la presencia de poderosos antioxidantes, la vida no habria
podido seguir adelante (Gutteridge et al., 2010).

Desde la Antigliedad, el ser humano ha hecho uso de los vegetales como
remedios medicinales. Estos remedios se atribuyen particularmente a los efectos
biolégicos de sus metabolitos secundarios con actividad antioxidante, como son la

vitamina Cy E, los carotenoides y los compuestos fendlicos (Ndhlala et al., 2010).

2.1. Agentes reductores y agentes oxidantes: reacciones redox

El término “oxidacion” originalmente se referia a la combinacion de una
sustancia con el oxigeno. Esto provoca un aumento en el nimero de oxidacién de un
elemento de dicha sustancia. Las reacciones en las cuales las sustancias experimentan
un cambio en el nimero de oxidacién se conocen como reacciones de éxido-reduccién
o simplemente, reacciones redox.

Se define a los agentes oxidantes como las sustancias que experimentan
disminucion del niumero de oxidacién (ganan electrones) y oxidan a otras sustancias.
Los agentes oxidantes siempre se reducen.

Se define a los agentes reductores como las sustancias que experimentan
aumento del nimero de oxidacién (pierden electrones) y reducen a otras sustancias.
Los agentes reductores siempre se oxidan (Whitten, 1992).

A continuacién se expone un ejemplo de reacciéon redox, donde se aprecia el

cambio en el nimero de oxidacién de los 4&tomos de hierro (Fe) y cloro (Cl).

0 0 +3 -1
2Fe+3 Clz =2 FeCI3
agente agente

reductor oxidante
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2.2. Estrés oxidativo

La vida aerobia se caracteriza por una formacién constante de prooxidantes
balanceada por la desaparicidon de los mismos debida a los antioxidantes. Se define
estrés oxidativo como una situacion de desequilibrio entre agentes oxidantes y
antioxidantes a favor de los primeros (Sies, 1991).

También se puede definir como una alteracién producida por un desequilibrio
entre la generacidn de radicales libres y la defensa antioxidante, que puede conducir a

un estado dafiino para el organismo (Kehrer, 1993).

2.2.1. Radicales libres

Se denominan radicales libres a cualquier especie quimica de existencia
independiente que posee uno o mads electrones desapareados en sus orbitales
atdmicos externos. Esta configuracion, electroquimicamente muy inestable, le confiere
la propiedad de ser altamente reactiva y de corta vida (Halliwell, 1987).

Una vez formados, los radicales libres interactiian con otras moléculas a través
de reacciones redox con el fin de lograr una configuracion mas estable. De esta forma,
desestabilizan la configuracion electrénica de las moléculas con las que reaccionan,
convirtiéndolas a su vez en especies reactivas y pudiendo producir reacciones en
cadena.

La terminologia empleada para designar estas especies quimicas presenta
cierta confusion. En el organismo y en condiciones normales, la mayoria de los
radicales libres (RL) proceden de la respiracion aerobia y contienen oxigeno, como el
anién superoxido (0,), el radical hidroxilo (OHe), el radical peroxilo (ROQOe®) y el radical
alcoxilo (ROe). Por este motivo muchos autores los llaman “especies reactivas de
oxigeno” (ROS). Estas dos denominaciones (RL y ROS), no son exactamente sindnimos,
puesto que algunas ROS no son radicales, como el perdxido de hidrégeno (H,0,), el
acido hipocloroso (HCIO) o el oxigeno singlete (*0,). Otros autores hablan de oxidantes.
Por todas estas razones lo habitual es referirse indistintamente a los radicales libres,
las ROS o los oxidantes.

Existen también las especies reactivas de nitrogeno (RNS) que derivan del
metabolismo del éxido nitrico. El éxido nitrico, debido al electrén desapareado que

presenta en su orbital mas externo es por si mismo un radical, pero ademas, en su
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metabolismo tienen lugar reacciones con el oxigeno molecular, ROS, metales de
transicion o tioles que daran lugar a la produccién de RNS como el peroxinitrito
(ONOQO)), trioxido dinitrégeno (N,03), didéxido de nitrogeno (NO,), o nitratos (NO3’) y
nitritos (NO,), destacando entre ellas el primero por su alta reactividad. Por lo tanto,
también existe el concepto de estrés nitrosativo, que se produce cuando existe una
produccién excesiva o desregulada del o6xido nitrico y las especies reactivas del
nitrégeno que de él derivan (Hausladen et al., 1999).

Otros RL descritos contienen carbono o fésforo como centro reactivo.

Los radicales libres, como se describe a continuacion, intervienen tanto en
situaciones fisioldgicas como patoldgicas en el organismo vivo.

Se ha demostrado la funcidn de los radicales libres en la defensa antimicrobiana
y antitumoral, también como mensajeros e inductores genéticos (Satriano et al., 1993;
Zimmerman et al., 2002). Pueden intervenir en la inactivacion o activacion de ciertas
enzimas, (Fillebeen et al., 2002; Minamiyama et al., 2007) o, contribuir a la regulacién
de la extension del proceso inflamatorio (Bourbon et al., 2004). Ademas, se ha
postulado que el balance oxidante-antioxidante puede intervenir en el proceso de la
apoptosis (Svensk et al., 2004; Gupta et al., 2007). El 6xido nitrico interviene en la
regulacién de funciones en los sistemas inmunolégico, cardiovascular y nervioso
(Mayer et al., 1997).

Los radicales libres pueden relacionarse, entre otros, con la hipertensién
(Touyz, 2004), el cancer (Dreher et al.,, 1996; Valko et al., 2006), la disfuncién
cardiovascular (Ramachandran et al., 2003a), la inflamacién (Telfer et al., 2004), y
enfermedades como la diabetes (Arnal et al., 2010; Muriach et al., 2006), el SIDA
(Jareno et al., 2002) etc. Estos radicales pueden alterar directa o indirectamente varios
mecanismos celulares y fisioldgicos, pudiendo conducir a alteraciones de
macromoléculas vitales para los seres vivos, entre ellas el DNA (provocando
mutaciones), lipidos de membrana (provocando su peroxidacién) o proteinas
(alterando actividades enzimaticas) y pudiendo producir en ultimo término apoptosis y
muerte neuronal (Li et al., 2002; Paravicini et al., 2008).

Los RL y ROS proceden de fuentes metabdlicas enddgenas o de agresiones

oxidativas externas.
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Dentro de las fuentes enddgenas de produccion de radicales libres podemos

incluir las siguientes:

1. La cadena electrénica mitocondrial (Kas et al., 1986).

2. Una excesiva actividad de la NADPH fagocitaria (Gabig et al., 1979).

3. La activacién del metabolismo del acido araquiddénico en procesos
inflamatorios (Winyard, 1999).

4. La deslocalizacién de metales de transicién (Fe** y Cu®) de sus sitios de

depdsito (Halliwell et al., 1986).

5. La hiperactividad de la xantina oxidasa (Chambers et al., 1985).

6. La activacion de la enzima 6xido nitrico sintetasa (Beckman et al., 1990).

7. Menor capacidad de los mecanismos protectores antioxidantes (Giugliano et

al., 1996)

Algunas de las fuentes exdégenas de dano oxidativo son:
1. Radiaciones ionizantes (Fridovich, 1983).
2. Aumento en la disponibilidad de metales de transicion en algunas
enfermedades metabdlicas y en procesos inflamatorias (Halliwell et al., 1986).

3. Accidn de xenobidticos y farmacos (Trush et al., 1982).

2.2.2. Peroxidacion lipidica

Se define como el deterioro oxidativo de grasas oxigeno dependiente, y sobre
todo de los acidos grasos poliinsaturados. Generalmente ocurre cuando el radical
hidroxilo (OHe) es generado en la proximidad de las membranas y ataca a los acidos

grasos poliinsaturados de los fosfolipidos, como el acido araquiddnico.
Lipido-H + OHe - H20 + Lipidoe
Existen tres etapas en la peroxidacidén lipidica: iniciaciéon, propagacién vy
terminacion. Un ¢OH puede convertir cientos de acidos grasos de la membrana en

lipidos hidroperoxidados, que son muy inestables y rdpidamente se descomponen en

otros productos, pudiéndose producir nuevos radicales libres que pueden a su vez
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iniciar nuevas cadenas de peroxidacion. Es precisamente en la propagacion del dafio
oxidativo donde radica la mayor importancia de los RL.
En el siguiente esquema se aprecia el mecanismo de la peroxidacién lipidica

(figura 5).

Radicales de DANO
axigeno CELULAR
S
|
Reaccion OH — Aldehidos
AGPI — en LOOH LO—  vyotros
cadena (Hidroperoxidos) LOO —» productos
I
!
Radicales DANO
xenobioticos CELULAR

AGPI: Acidos Grasos Poliinsaturados

Figura 5. Esquema de los mecanismos de la lipoperoxidacion (Janero, 1990).

Entre los diferentes aldehidos que se producen en la peroxidacion de lipidos,
los mas intensamente estudiados han sido el malondialdehido (MDA) y los 4-
hidroxialquenales, en particular el 4-hidroxinonenal (HNE) y el 4-hidroxihexenal
(Esterbauer et al., 1991).

El MDA es una molécula volatil, de bajo peso molecular (PM = 72,07), con un
grupo 1,3-dicarbonilo siendo moderadamente acido. En solucidn y en fase gaseosa, el
MDA estd enteramente enolizado manteniéndose a través de un enlace de hidrégeno
intramolecular un equilibrio entre dos formas asimétricas. Resulta de la
degradacion oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados, especialmente del acido
araquidonico. Han sido varias las rutas propuestas para esta formacion (Pryor et al.,
1975; Wilson, 1979), pero todas implican una primera ciclacion del acido graso
poliinsaturado originario, que tras sucesivos intermediarios, se rompe para formar,
entre otros productos de degradacion, el MDA. Dado que este compuesto es un
producto final comun de la peroxidacién lipidica independientemente del acido graso

poliinsaturado oxidado, su determinacion ha sido aceptada ampliamente como
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marcador de este proceso (Bosch-Morell et al., 1998; Halliwell, 2000; Bunnag, 2006;
Surekha et al., 2007).

Figura 6. Estructura quimica del MDA (Janero, 1990).

Desde que el estrés oxidativo y la peroxidacion de lipidos han sido implicadas
causalmente en la patogénesis de algunas enfermedades humanas, la determinacién
de productos remanentes de la peroxidaciéon de lipidos, como el MDA, en tejidos o
fluidos humanos, ha recibido considerable atencién. Hasta ahora se han utilizado
mayoritariamente técnicas que se basan en la reaccion del MDA con el acido
tiobarbiturico (TBA). En la siguiente figura se observa la formacién del complejo de dos

moléculas de TBA con una molécula de MDA (Figura 7).

o S
o 8] P\
] It + 2 6 2
HC — CHy — CH |

azN
0
MDA TBA
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(HEAT)
S N OH HO SH
Y AN N
| + 2H,0
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™ NN
OH OH

1:2 MDA:TBA PIGMENT

Figura 7. Complejo 1:2 MDA:TBA
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La literatura sefala a la determinacion de MDA por HPLC como una de las mas
adecuadas para reflejar el indice de peroxidacion lipidica de una muestra bioldgica,

siendo ésta precisamente la utilizada en nuestro estudio.

2.3. Defensas y tipos de antioxidantes

Dado que los RL se producen constantemente de forma inevitable en los
procesos metabdlicos, el organismo ha desarrollado un poderoso y complejo sistema
de defensa para limitar la exposicidn a estos agentes (Yu, 1994).

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando estd presente
a concentraciones bajas en comparacidon con las del sustrato oxidable, retrasa o
previene significativamente la oxidacién de dicho sustrato (Halliwell et al., 1986).
También se han definido como sustancias que, a bajas concentraciones, previenen o
retrasan la oxidacion de moléculas facilmente oxidables como lipidos, proteinas y ADN
(Becker et al., 2004).

Generalmente se clasifican como antioxidantes enzimaticos o no enzimaticos.

Los antioxidantes no enzimaticos se han clasificado también como (Hurrell,
2003):

- Minerales: son los cofactores de las enzimas antioxidantes. Se incluye el
selenio, cobre, hierro, zinc y manganeso.

- Vitaminas: necesarias para gran mayoria de funciones metabdlicas. A destacar
vitamina C, vitamina E y vitaminas del grupo B.

- Fitoquimicos: compuestos fendlicos que no son vitaminas ni minerales y que
proporciona la naturaleza. Ejemplos de los mismos son los flavonoides, catequinas,
carotenoides, terpenoides, etc.

Asimismo, se clasifica a los antioxidantes no enzimaticos como hidrosolubles
(vitamina C y compuestos fendlicos) o liposolubles (vitamina E y carotenoides).
También se pueden clasificar en base al mecanismo que utilizan para ejercer su accién
protectora o en base al lugar donde ejercen la accidn, ya sea intra o extracelularmente
(Chihuailaf, 2002).

Un componente adicional en la defensa antioxidante son las proteinas de
almacén y transporte de iones metalicos, cuya acciéon es secuestrar y limitar la

. . 3+ 2+ .,
exposicion a los iones Fe”" y Cu”’, ya que su exceso promueve la generacién de RL. Las
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proteinas que desarrollan esta funcién son ferritina, transferrina, lactoferrina,
ceruloplasmina, haptoglobina, metalotioneina, hemopexina y carnosina (Halliwell et

al., 1992; Morrisey et al., 1998).

2.3.1. Antioxidantes enzimaticos
Estas enzimas catalizan la transferencia de electrones desde un sustrato hacia
los RL. Posteriormente, los sustratos o agentes reductores empleados en estas

reacciones se regeneran para ser nuevamente activos (Chaudiere et al., 1999).

2.3.1.1. Superodxido dismutasa
Es una metaloproteina presente en células aerobias y fluidos extracelulares. Su
funcion es catalizar la dismutacion del radical superdxido a perdxido de hidrégeno.

Presenta tres isoformas, segun el metal que contenga.

2.3.1.2. Catalasa
Es una hemoproteina que contiene cuatro grupos hem. Se concentra
principalmente en peroxisomas y mitocondrias para catalizar la descomposicion del
perdxido de hidrégeno, que procede de la dismutacién del radical superdxido, en agua

y oxigeno.

2.3.1.3. Glutation peroxidasa

Es una selenoproteina que, en las células animales, se ubica en la matriz
mitocondrial y el citosol. En presencia de glutation, como agente reductor, cataliza la
reduccion del peréxido de hidrégeno y otros hidroperdxidos orgdnicos en agua y
alcohol, respectivamente. Existen cuatro isoformas que difieren tanto en su ubicacién
como en la especificidad de sustrato, tres de las cuales presentan estructura

tetramérica.
2.3.1.4. Peroxiredoxina

Es una familia de enzima con seis isoformas muy abundante en las células de los

mamiferos. Se ha demostrado que reduce hidroperéxidos y peroxinitritos mediante la
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cesion de electrones procedentes de grupos tiol fisiologicos. Desempenan multiples

funciones que ayudan a regular al balance oxidativo (Rhee et al., 2011).

2.3.1.5 Otras
Existen otras enzimas que forman parte indirectamente de la defensa
antioxidante, como la glutation reductasa y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

(Ratnam et al., 2006).

2.3.2. Antioxidantes no enzimaticos

2.3.2.1. Vitamina E

La actividad propia de la vitamina E estd asociada a ocho compuestos naturales
presentes en las plantas, que se caracterizan por poseer un anillo cromano y una
cadena lateral: en los tocoles, la cadena lateral es un fitol, y en los trienoles, la cadena
lateral tiene, ademas, tres dobles enlaces en posicion 3°,7" y 11°. El d-a-tocoferol es la
forma mas activa.

Su principal acciéon antioxidante seria la de inhibir oxidaciones y mediadas por
radicales libres, y muy particularmente las de 4cidos grasos poliinsaturados por ser los
elementos mds susceptibles a la autooxidacion. Puesto que d4cidos grasos
poliinsaturados forman parte importante de los fosfolipidos de membrana, su
oxidacion en cadena significa un grave deterioro en las funciones de la membrana.
Resulta significativa la abundante presencia de a-tocoferol en la membrana (Florez,
2008, A).

Se considera que el a-tocoferol es el antioxidante liposoluble mds importante y
constituye una primera linea de defensa de las membranas celulares frente al estrés

oxidativo en las primeras etapas de ataque de los RL (Ndhlala et al., 2010).

CHj3

...\\\\\\\/Y\/Y\/\rcm

HO CHs CHj CH3
CHs

Figura 8: Estructura quimica del (+)-a-tocoferol.
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Nota: las estructuras quimicas se han dibujado mediante el uso del programa

ChemDraw Ultra 12.0 (ChemDraw, 2010).

2.3.2.2. Vitamina C

La vitamina C ¢ acido L-ascérbico es un azucar acido derivado del acido gulénico,
que se sintetiza a partir de la glucosa. Su principal caracteristica es la de oxidarse en
acido deshidro-L-ascérbico para formar un sistema redox, que constituye la base de
sus principales acciones fisioldgicas.

Se encuentra abundantemente en frutas, verduras y drganos animales, como el

higado y el rifidn.

milie)
I

HO A 0

Z
-
2

HO
OH

Figura 9: Estructura quimica del acido ascérbico.

Se comporta, entre otras funciones fisioldgicas, como agente neutralizador de
radicales libres (Flérez, 2008, B). Estos procesos transforman el ascorbato en
deshidroascorbato. El retorno a su forma original requiere la accién enzimatica por
sustratos tidlicos (Powers et al., 1999).

Asimismo, participa en el reciclaje de los radicales producidos por la oxidacién de
la vitamina E, convirtiendo el tocoferoxilo en vitamina E.

Se ha observado que la vitamina C puede actuar como pro-oxidante bajo

determinadas circunstancias y producir dafio celular (Baydar et al., 2007).

2.3.2.3. Glutation

El glutatidon es un tripéptido (constituido por acido glutdmico, cisteina y glicina)
de interesantes propiedades biolédgicas debido a dos caracteristicas estructurales: el
enlace y-glutamilo que lo protege de las peptidasas, y la presencia de un grupo tiol

libre (-SH) que lo convierte en un compuesto muy reactivo con todo tipo de sustancias
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e incluso, consigo mismo (Meister et al., 1983). Es el tiol no proteico mas abundante en
practicamente todas las células animales (Dringen, 2000) y su presencia se puede
explicar por su funcién de proteccién frente a la toxicidad del oxigeno. Se considera
estado del glutation al equilibrio entre las distintas formas en las que este tripéptido se
puede presentar (Kosower et al., 1978). Podemos encontrarlo en forma de tiol
reducido (GSH), en forma oxidada (GSSG) y en forma de disulfuros mixtos en su
mayoria GS-S-proteina. Se denomina sistema glutatién, al conjunto formado por el
glutatién y los enzimas relacionados con su metabolismo, que son ademas

responsables del mantenimiento de su estado redox en condiciones fisiologicas

(Meister et al., 1983).

SH
OH O OH

ZT

O
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I
N

Figura 10: Estructura quimica del glutation.

2.3.2.4. Carotenoides

Son pigmentos orgdnicos del grupo de los isoprenoides que se encuentran de
forma extensa en la naturaleza. Son compuestos lipéfilos que se caracterizan por un
extenso sistema de dobles enlaces conjugados responsable de sus propiedades
antioxidantes. Protegen frente al oxigeno singlete por un mecanismo directo e inhiben

también las reacciones de los RL (Sies et al., 1995). El mas abundante es el B-caroteno.

Figura 11: Estructura quimica del betacaroteno.
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2.3.2.5. Compuestos fendlicos

La gran diversidad de los compuestos fendlicos presentes en la naturaleza estdn
ampliamente representados en el reino vegetal. Todos ellos presentan en comun un
anillo bencénico que puede estar unido a grupos hidroxilos libres o combinados en
forma de éster, éter, heterdsidos, etc.

Las estructuras mds sencillas corresponden a los fenoles simples (catecol,
guaiacol, etc.) y a los acidos fenoles. De estos ultimos, destacan los derivados del acido
benzoico (acido galico, acido vanillico, acido siringico, etc.) y los derivados del acido
cindmico (acido p-cumarico, acido cafeico, acido sinapico, etc.) (Villar del Fresno, 1999,

A). En la siguiente figura se expone la estructura quimica del acido cafeico (figura 12).

HO

T

HO

Figura 12: Estructura quimica del acido cafeico.

Los polifenoles son compuestos fendlicos con al menos dos anillos bencénicos
sustituidos por al menos un grupo hidroxilo en cada anillo.

De entre ellos, destaca la familia de los flavonoides. Estos compuestos,
intervienen en los vegetales en la formacidn de pigmentos, en la proteccion frente a la
radiacion UV, en la defensa durante la interaccién planta-patégeno y, posiblemente,
modificando la accién de diversas hormonas vegetales. Son particularmente
abundantes en las plantas vasculares como las presentes en las Familias Asteraceae,
Rutaceae, Fabaceae, Umbelliferae y Lamiaceae, entre otras. En la siguiente figura

(figura 13) se observa la 2-fenilbenzopirona, nucleo basico de los flavonoides.

0]

Figura 13: Estructura quimica de la 2-fenilbenzopirona.
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Dependiendo del grado de oxidacién del anillo piranico central se clasifican en
flavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas, chalconas, auronas, catequinas,
leucoantocianos y antocianos (Villar del Fresno, 1999, B).

Se ha sugerido que diversos compuestos, como los polifenoles, son procesados
por el organismo como xenobidticos. Estos polifenoles estimulan las sefiales celulares
de estrés resultando en un aumento de la expresién de genes citoprotectores en las
células. El factor nuclear (erythroid-derived 2) like 6 Nrf2, codificado por el gen
NFE2L2, conduce finalmente a un aumento de enzimas con funciones antioxidantes y
detoxificantes, como las glutation peroxidasas y la tioredoxina reductasa-1 (Visioli et
al., 2009).

Finalmente, se ha estudiado la actividad de los polifenoles en la microflora
intestinal bacteriana en dos sentidos. Por un lado, la microflora intestinal bacteriana
modifica la estructura quimica, y por tanto, la biodisponibilidad y actividad de los
polifenoles. Por otro lado, los polifenoles y sus metabolitos son capaces de modular
dicha microflora (Rastmanesh, 2011).

En la siguiente figura se presenta a modo de ejemplo la estructura del flavonoide
quercetina (figura 14).

OH

OH

HO (0]
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Figura 14: Estructura quimica de la quercetina.

2.3.2.6. Otros antioxidantes

Otros compuestos en los que se ha estudiado y demostrado la capacidad
antioxidante son, entre otros, el acido urico (Miller et al., 1993), ergotioneina y acido
lipoico (Powers & Lennon, 1999; Mérida et al., 2014), fibrindgeno (Olinescu et al.,

2001), glucosa (Yu, 1994), albumina y bilirrubina.
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Por otro lado, en la naturaleza existen miles de compuestos antioxidantes que

responden a diversas estructuras quimicas.

2.3.2.7. Antioxidantes sintéticos

Debido a los beneficios de los antioxidantes, es habitual suplementar los
productos farmacéuticos y los alimentos con antioxidantes sintéticos, como el
butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA), tert-butilhidroxiquinona (TBHQ),
etc. Sin embargo, los antioxidantes naturales parecen ser mas efectivos debido a su
accién sinérgica con otros antioxidantes como la vitamina C y E, carotenoides,
terpenoides, etc (Podsedek, 2007; Serrano et al., 2007). Ademas, la ingesta en la dieta
de antioxidantes sintéticos podria provocar carcinogenicidad y genotoxicidad a altas

concentraciones (Gutteridge et al., 2010; Prasad et al., 2009).

2.4. Relevancia en terapéutica
El uso de antioxidantes se ha generalizado en la poblacién de los paises mas
desarrollados, si bien es cierto que los resultados, en muchas ocasiones no han sido

clinicamente significativos.

2.4.1. Cancer

En relacidn al cancer, una profunda revisién de Dolora et al.,, concluye que la
mayoria de estudios finalizaron sin variaciones significativas en la mortalidad por
cualquier causa. Concretamente, estudiaron aportes de betacaroteno, vitamina E,
complejos polivitaminicos y minerales, y selenio. En general, el aporte extra de estos
compuestos no evidencid efectos significativos, a excepcidn del selenio en individuos
con valores bajos (Dolora et al., 2012).

El aporte de betacaroteno, en muchas ocasiones debido a las dosis altas
empleadas, se ha relacionado con aumento de la incidencia de cancer de pulmén y de
prostata (Albanes et al., 1996; Virtamo et al., 2000). Por el contrario, el aporte exégeno
de selenio en individuos con bajas concentraciones fisioldgicas, mostré un efecto
beneficioso en la reduccién de la incidencia del cancer gastrointestinal y pulmonar

(Duffield-Lillico et al., 2002; Fritz et al., 2011).
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2.4.2. Funcién cognitiva y demencia

En relacién al efecto de los antioxidantes en la funcidn cognitiva y la demencia
(incluida la enfermedad de Alzheimer), se han realizado multiples revisiones. Crichton
et al. seleccionaron en base a determinados criterios 21 estudios distintos para
estudiar los efectos de la vitamina C, vitamina E, carotenoides y flavonoides con
disparidad de resultados (Crichton et al, 2013).

Se ha propuesto también el uso de antioxidantes como agentes
neuroprotectores en base a dos mecanismos de accién. Por un lado, el mecanismo de
accién antioxidante intrinseco de los mismos y por otro, al relativo al creciente interés
de los ultimos afios de la posibilidad de ciertos antioxidantes (principalmente
compuestos fendlicos) de estimular las senales celulares de estrés resultando en un
aumento de la expresion de genes citoprotectores en las células factor nuclear

(erythroid-derived 2) like 6 Nrf2, codificado por el gen NFE2L2 (Kelsey et al., 2010).

2.4.3. Enfermedades cardiovasculares

En relacion al posible efecto beneficioso de los antioxidantes en las
enfermedades cardiovasculares O’Mathuna, después de un extenso meta-analisis de
estudios aleatorizados, no encontré evidencias que apoyaran el uso de suplementos
de vitaminas o antioxidantes para la prevencién primaria o secundaria de eventos
cardiovasculares mayores (O’"Mathuna, 2013).

En otro meta-analisis de 50 estudios randomizados se analizé la eficacia de los
suplementos de vitaminas y antioxidantes en la prevencién de enfermedades
cardiovasculares. Como conclusiones, no se observaron efectos beneficiosos en la
reduccion del riesgos de eventos cardiovasculares mayores en ninguno de los
subgrupos del meta-andlisis (tipo de prevencidn, tipo de vitaminas o antioxidantes,

etc.) (Myung et al., 2013).

2.5. Antioxidantes y QSAR

El estudio de la actividad antioxidante en los compuestos a través de las técnicas
QSAR se viene desarrollando desde hace muchos afios. Se han publicado multitud de
estudios en relacidn a los distintos tipos de antioxidantes y cdmo, las variaciones en la

estructura molecular, pueden modificar la actividad antioxidante de las moléculas.
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Existe, por tanto, una tendencia actual hacia el disefio de antioxidantes mas potentes
(Zhang et al., 2006).

Diversos trabajos han estudiado las relaciones SAR y QSAR de los flavonoides,
con objeto de dilucidar los mecanismos mediante los cuales ejercen sus efecto
antioxidantes y disefiar nuevas y eficientes estructuras que puedan utilizarse como
agentes terapéuticos (Amic et al., 2007; Supratim et al., 2007).

Otros autores han destacado en el estudio QSAR de los carotenoides distintos
descriptores como los potenciales de ionizaciéon y las energias de los orbitales
moleculares (Soffers et al., 1999).

También se ha analizado mediante una combinacién de técnicas quimio-
informaticas la prediccion en la inhibicion de la peroxidacién lipidica realizada por
derivados del acido cafeico y cinamico (Mitra et al., 2012).

Se ha revisado los diversos estudios QSAR de diversos grupos de moléculas con
capacidad de actuar frente a los RL, con el fin de entender los mecanismos que
subyacen entre los RL y las moléculas antioxidantes, resaltando la importancia de la
distribucién electrénica molecular, la lipofilia, el tamafio y la orientacion de los
sustituyentes (Kontogiorgis et al., 2005; Roy et al., 2009).

Pérez-Garrido et al., propusieron un modelo general de prediccién de la
capacidad de bloquear los radicales libres de compuestos fendlicos basada en el
analisis del disefio topolégico molecular de las sub-estructuras y las contribuciones de
cada enlace. Obtuvieron una ecuacidn con diez pardmetros y un porcentaje de acierto
en la clasificaciéon superior al 90% (Pérez-Garrido et al., 2012).

Otro trabajo ha estudiado la capacidad predictiva de bloguear los radicales libres
de varios tipos de familias de antioxidantes. El método utilizado ha sido la regresion

lineal multiple y el uso de redes neuronales artificiales (Fatemi et al., 2013).
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3. TRABAJO PRELIMINAR

Se desarrollé un modelo topoldgico-matematico para la busqueda de potenciales
compuestos antioxidantes activos a partir del estudio de la eficacia de ciertos
antioxidantes en la inhibicidon de la peroxidaciéon lipidica en homogenados de retina
humana. Utilizando el andlisis lineal discriminante se selecciond una funcién para
predecir la capacidad antioxidante en los compuestos de una libreria molecular.

Se procedio a estudiar el posible efecto inhibitorio de la peroxidacidn lipidica en
homogenados de retina humana por parte de distintos antioxidantes naturales
(vitamina C y E, glutation, acido lipoico) y dos antioxidantes artificiales ampliamente
utilizados (ebselen y Trolox). Las concentraciones de antioxidantes utilizadas fueron
aquellas que la literatura al respecto nos indicé para que todos los compuestos
tuvieran un efecto inhibitorio dentro del mismo rango.

A partir de un estudio realizado en nuestro laboratorio con retina humana, en el
cual el tejido retiniano se extrajo por raspado con una espatula tras extirpar la cdrnea,
el cristalino y el vitreo, y se congeld a -80°C. Tras este procedimiento, se homogeneizd
en tampon fosfato 0.1 M, pH 7.0 en un homogenizador manual Potter-Elvehjem para
evitar la contaminacion mitocondrial de la fraccidn citosdlica.

La capacidad de inhibir la peroxidaciéon lipidica de los distintos compuestos
antioxidantes se determind por un procedimiento clasico. Se dispuso de un tubo de
incubacién en el que se afiadid una cantidad determinada, y siempre la misma (150 ul),
del homogenado fresco de retina humana preparado en tampdn fosfato 0.1 M, pH 7.0,
al cual se afiadid primeramente el compuesto antioxidante a estudiar, y seguidamente

una mezcla de Adenosildifosfato (ADP) y FeSO, (previamente acomplejados), siendo
respectivamente 2 mM y 54 uM las concentraciones de estos dos compuestos en el

medio de incubacién. El complejo ADP-Fet2 es frecuentemente utilizado como
inductor de peroxidacién.

Se procesaron de igual manera tres tubos mas:

-Tubo tp: contiene Unicamente homogenado de retina, y en el momento de
comenzar la incubacion se le afiade la solucion de trabajo de MDA para detener la
reaccidon de peroxidacion inducida por ADP-Fet2 (que indica el nivel de peroxidacion

inicial).
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-Tubo Blanco: contiene homogenado de retina pero ningun antioxidante ni
ADP-Fet2 (nos indica la peroxidacién espontanea a 37°C).

-Tubo Control: contiene homogenado de retina y ADP-Fe*2 pero ningin
antioxidante (nos indica el nivel de peroxidacion lipidica maxima, luego se considera
como el 100% de peroxidacion).

La incubacién se llevd a cabo, inmediatamente después de la adicidon del

complejo ADP-Fet2, a una temperatura de 37°C durante 30 minutos en continua y
ligera agitacién. Al final de la misma se extrajo una muestra alicuota (100ul) que se
procesd segun el procedimiento de determinacion de MDA.

La capacidad de inhibir la peroxidacion lipidica de cada uno de los compuestos
antioxidantes nombrados se determind comprobando el grado de inhibicidon en la
produccién de MDA considerando el tubo control como indice de peroxidacién

maxima (100 % de peroxidacion).

El disefio de nuevos farmacos por Conectividad Molecular se realiza a través de
las siguientes etapas:
1) Seleccién del grupo farmacoldgico a investigar.
2) Obtencion de las funciones topoldgicas.
3) Obtencion de las funciones discriminantes.
3) Seleccion de los compuestos con tedrica actividad antioxidante.
Esta etapa consiste en la busqueda de la relacion estructura-actividad, es decir,
el establecimiento de una correlacién entre una propiedad ya sea fisica, quimica o
bioldgica con los descriptores de la estructura molecular, en este caso, los descriptores
son los indices topoldgicos (IT). Mediante correlacién de valores experimentales de la
propiedad y haciendo uso de paquetes estadisticos de correlacién multilineal, se
obtienen las funciones de regresion que describen una propiedad P(IT). Dichas
funciones se conocen como funciones de conectividad, puesto que los indices
topoldgicos utilizados, son derivados de la matriz de conectividad, es decir:
m
P(IT) = Ag + SA(IT);
i=1
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donde Ay el conjunto de términos A, representan los coeficientes de regresion

de la ecuacion obtenida e IT representa cada uno de los indices topolégicos.

Las correspondientes ecuaciones de regresion se obtienen entre la propiedad a
estudiar y los distintos indices de conectividad, y por cada ecuacién de regresion se
acompafia de una serie de pardmetros estadisticos:

N = Numero de moléculas empleadas en la regresion.

r = Coeficiente de correlacion.

SE = Error estandar de la regresion.

Cp = Pardmetro de Mallow.

F = Pardmetro de Snedecor.

p = Significacién estadistica de la regresion.

Si se sustituyen los valores de los indices en la funcién de conectividad, para
moléculas no utilizadas en la correlacion, se puede predecir el valor tedrico de la
propiedad P para ese compuesto.

Primeramente se realizd un analisis lineal discriminante con el objetivo de
obtener una ecuacion de tipo lineal capaz de clasificar los compuestos por su actividad
farmacoldgica, en nuestro caso actividad antioxidante.

Para ello se selecciond un grupo amplio de compuestos y se distribuyé en dos
subgrupos: uno con actividad antioxidante contrastada (el de los antioxidantes del
estudio) al que llamamos en nuestro estudio “grupo de moléculas activas” y otro con
el mismo u otro numero de moléculas, para las que no se habia descrito actividad
antioxidante alguna, al que llamamos “grupo de moléculas inactivas”. Todas estas
moléculas se obtuvieron de la base de datos del Index Merck’, gue tiene mas de trece
mil moléculas en formato .mol.

El calculo de los indices de conectividad se realizé mediante la utilizacién del
programa Molconn-Z versién 3.0.

Hay varias opciones disponibles para la entrada de informacion de la estructura
molecular en el programa Molconn-Z. Ademas de poseer formas flexibles de entrada
de datos, el programa Molconn-Z también los posee para la salida de informacién.

El programa Molconn-Z estd disefiado para realizar el calculo de una amplia

gama de indices topoldgicos de una estructura molecular. Estas variables de la
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estructura molecular incluyen, entre otros, los indices de conectividad chi, ™x:y "x¢";
los indices de forma kappa, "k y "ke; los indices de estado electrotopoldgico, T;; los
indices de estado electrotopolégico de hidrégeno, HES;; indices tipo de atomo de
estado electrotopoldgico e indices tipo de enlace de estado electrotopoldgico, indices
de equivalencia topoldgica e indice topolégico total; alguna informaciéon de otros
indices como los indices de Shannon y los de Bonchev-Trinajsti¢, conteniendo
fragmentos de grafo, de dtomos, de tipo de atomos, de tipo de enlace, etc,. Estos
indices se han utilizado extensamente en analisis QSAR y otros tipos de relaciones
entre la estructura de las moléculas y sus propiedades.

La seleccidn de descriptores esta basada en el pardmetro F-Snedecor, y el criterio
de clasificacion es la distancia de Mahalanobis mds corta. Esta distancia de
Mahalanobis es el recorrido que hay desde cualquier valor considerado hasta el
promedio de la ecuacidn de regresion.

La calidad de la Funcién Discriminante esta evaluada por la funcién Lambda de
Wilks o U-Estadistica (una ANOVA de multivarianza) que comprueba la igualdad de los
promedios de los grupos para las variables en la Funcién Discriminante.

Después de realizar los calculos de los indices elegimos los que nos dieron
mejores valores (en cuanto a la discriminacion de grupos) y los copiamos para realizar
otra operacién de discriminacion y asi obtener las moléculas mas convenientes.

Las funciones de conectividad se obtuvieron empleando un programa incluido en
un paquete estadistico informatico denominado BMDP (Biomedical Computer
Program) creado bajo la direccion de W.J. Dixon de la Universidad de California en

1982.

Los resultados del estudio de la capacidad inhibitoria de distintos antioxidantes
sobre la peroxidacidn lipidica inducida por ADP/Fe** en homogenados de retina
humana se exponen a continuacion.

La siguiente tabla muestra las concentraciones de MDA (nmols/mg), el
porcentaje de inhibicidon de la peroxidacion lipidica, la desviacion estandar (S.D) y el
numero de muestras en los homogenados de retina humana expuestos a diversos

antioxidantes previa induccion de la peroxidacién lipidica con ADP-Fe”".
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% inhibicion de la

MDA
COMPUESTOS peroxidacién
(nmols/mg) 5.D.
lipidica
“Blanco” 0,134 - 0,052
“Control” 0,255" 0% 0,038
Vitamina E 0,038**# 85,09 % 0,036
Vitamina C 0,054***.# 78,82 % 0,047
Trolox C 0,113# 55,68 % 0,053
Glutatién 0,116%# 54,50 % 0,072
Acido lipoico 0,127# 50,19 % 0,073
Ebselen 0,142# 44,30 % 0,027

* p<0,001, ** p<0,005, T p<0,05 frente al tubo Blanco

#<0,001, ## p<0,005 frente al tubo Control

Como se observa en la tabla la vitamina E ha dado los mejores resultados de
inhibicion de la peroxidacién lipidica con casi un 85%, seguido de la vitamina C (79%) y

el Trolox C (56%). Ebselen ha obtenido el menor porcentaje de inhibicion de la

peroxidacion lipidica con un 44%.
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La funcidén discriminante obtenida para las moléculas con actividad antioxidante

después de realizar el andlisis lineal discriminante fue la siguiente:

DF=-0.894 — 2.521 * ¢35 + 1.488 * hes11 + 0.557 *nt33

VARIABLE F VALUE U-STATISTICS F-STATISTICS DEGREES of FREEDOM

Hes11 10.318 0.8317 10.318 51.0
c35 11.493 0.6763 11.967 50.0
nt33 8.042 0.5809 11.782 49.0

El significado de los indices que conforman la funcién es:
ec35: Atomo tipo contado para el radical CsNH2.

Atomo tipo para los Indices del Estado Electropotoldgico

Para el set de datos con una amplia variedad de atomos tipo, es util tener un
Indice del Estado Electropoldgico para cada tipo de 4tomo tipo. El programa Molconn-
Z calcula el Estado Electropoldgico para cada atomo con hidréogenos afiadidos y luego
suma los valores para todos los atomos de un tipo concreto considerado.

eHesll: Valor del indice para el estado electrotopoldgico de Hidréogeno del
atomo 11.

El Estado Electrotopoldgico para atomos de Hidrégeno

Se utiliza I(H) para ser primariamente dependiente del 4&tomo al que va enlazado
y se ha utilizado la siguiente ecuacion para determinar este Estado:

I(H) = (8w - §)2/8

nt33: numero total de path de pares de ramificaciones adyacentes

Nos da informacidn de los vértices de valencia 3 unidos a vértices de valencia 3y

del ensamblaje topolégico.

Mediante el anadlisis de regresion multilineal la funcidn de conectividad que se

obtuvo para las moléculas antioxidantes fue la siguiente:

F= 0.1311-0.0145%*s3

46



Introduccion

©S3: Es el indice del Estado Electrotopolégico para el atomo tercero.

El Indice del Estado Electrotopoldgico es un valor numérico calculado para cada
atomo en una molécula, y tiene informacién codificada con respecto a su ambiente
circundante topoldgico de ese atomo concreto y las interacciones electrdnicas debidas
a los demas dtomos de la molécula. La relacidon topoldgica estd basada en el grafo de
distancia a cada uno de los demas datomos. El aspecto electrénico estd basado en un
estado intrinseco ademas de en la perturbacién debida a las diferencias del estado

intrinseco entre los atomos de la molécula.

Los potenciales antioxidantes encontrados mediante las técnicas topoldgicas
después de aplicar las Funcién Discriminante y sucesivas validaciones cruzadas, y con
unas Distancias de Mahalanobis suficientemente pequefias para resaltar son los
siguientes:

1. Daunorubicina.

. Ditazol.
. Sertralina.
. Oxprenolol.

. Cefoperazona.

2

3

4

5

6. Ajmalina.
7. Borneol.

8. Hexoprenalina.
9. Simvastatina.

10. Sobrerol.

La metodologia empleada fue descartada para el actual trabajo realizado debido
a la no disponibilidad de la licencia del programa BMDP, la posibilidad de trabajar sin
coste econdmico con homogenados de higado y el deseo de introducir mejoras en el

disefio del modelo (revisién de la bibliografia, seleccién de los grupos, etc.).
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Hipodtesis y Objetivos

La hipdtesis sobre la que se fundamentan los objetivos del presente estudio es la
relacion entre la estructura molecular, caracterizada a través de descriptores

topoldgicos, y la actividad antioxidante de los compuestos.

Los objetivos del presente trabajo son los siguientes:

- Obtener modelos matematicos, basados en la obtencién de los descriptores
topoldgicos, a través de la Topologia Molecular, que permitan predecir de forma
general la actividad antioxidante de las moléculas, con el fin de relacionarla con la
inhibiciéon de la peroxidacién lipidica. La técnica empleada es el andlisis lineal
discriminante.

- Validar estos modelos con la aplicacion de otra herramienta estadistica.

- Obtener, mediante el uso de los modelos, la tedrica actividad antioxidante del

conjunto de principios activos comercializados en Espafia en enero de 2013.

- Validar estos resultados con ensayos experimentales relacionados con la

inhibicidn de la peroxidacion lipidica y la capacidad antioxidante de las moléculas.
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1. SELECCION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA-QUIMICA

En primer lugar hemos elegido la actividad antioxidante debido al gran interés
actual en combatir el estrés oxidativo, el cual esta estrechamente relacionado con
multiples y diversas patologias, entre otras, las enfermedades degenerativas.

Por otro lado, es reconocible en el mundo mas desarrollado econémicamente el
auge del consumo de antioxidantes para combatir el envejecimiento.

Estas razones, junto a la dilatada experiencia en el estudio de la peroxidacidn
lipidica y el manejo de antioxidantes en el laboratorio del grupo de nuestro
Departamento de Ciencias Biomédicas, asi como la posibilidad de realizar los
correspondientes ensayos experimentales, nos llevaron a seleccionar esta actividad

antioxidante.

2. OBTENCION DE LAS MOLECULAS. LIBRERIAS MOLECULARES

El presente estudio requiere el uso de un grupo de compuestos con actividad
antioxidante contrastada y un grupo de compuestos sin dicha actividad antioxidante
reconocida, con el fin de seleccionar a través del analisis lineal discriminante, aquellas
caracteristicas que permitan clasificar a los compuestos segln presenten o no dicha
actividad.

Posteriormente, se procede a realizar una busqueda guiada, basada en nuestro
modelo, de nuevas moléculas con esta actividad, en una libreria o base de datos
molecular.

En nuestro caso, hemos optado por realizar esta busqueda en los principios
activos comercializados en Espafia en enero de 2013. Esto nos va a permitir encontrar
una nueva actividad bioldgica de la principal o inicialmente descrita en algunas

moléculas.

2.1. Moléculas con actividad antioxidante

Se ha realizado una busqueda bibliografica de moléculas con reconocida
actividad antioxidante. Para ello, se ha utilizado la herramienta en internet ChEBI
(Chemical Entities of Biological Interest), diccionario gratuito de entidades moleculares
centrado en compuestos quimicos “pequefios”. ChEBI forma parte de The European

Bioinformatics Institute (EBI), que depende de The European Molecular Biology
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Laboratory (EMBL), una organizacién intergubernamental sin fines lucrativos fundada
en 1980 con sede actual en Welcome Trust Genome Campus en Hixton, Cambridge
(Reino Unido).

ChEBI facilita una informacion completa de cada molécula mostrando ante una
busqueda los siguientes campos:

- Identificador ChEBI. Ontologia ChEBI

- Nombre ChEBI (nombre recomendado para su uso en bases de datos
bioldgicas).

- Estructura (representacién grafica), fichero MOL, texto SMILES asociado.

- Férmula molecular, carga eléctrica, masa.

- Nombre IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) y
Denominaciéon Comun Internacional (DCI). Numero de Registro (CAS, Beilstein,
Gmelin).

- Sindnimos y denominaciones comerciales.

- Enlaces a bases de datos, citas.

Esta herramienta dispone también de la posibilidad de agrupar conjuntos de
moléculas segun patrones de actividad. Por tanto, permite de una forma sencilla y
eficaz acceder a un gran nimero de moléculas con la actividad deseada, en nuestro
caso, actividad antioxidante. Se selecciona un nimero amplio de compuestos y se
descarta compuestos muy similares estructuralmente, y otros compuestos que se
utilizan como principios activos en la terapéutica, y se les haya descrito actividad

antioxidante recientemente.

2.2. Moléculas sin actividad antioxidante

Este grupo de compuestos se ha obtenido de la decimosegunda edicion del
Merck Index en CD-ROM. Nos facilita, al igual que ChEBI, los archivos en formato mol.

En el anexo 1 se relaciona el numero del Index Merck con el nombre de su

estructura quimica.

2.3. Moléculas para realizar la bisqueda guiada
El Catdlogo de Medicamentos 2013 del Consejo General de Colegios

Farmacéuticos nos permite obtener el listado de principios activos comercializados en
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enero de 2013 (aproximadamente 3000 principios activos). Esta eleccion obedece a
varias razones. La primera, realizar una revision de la potencial actividad antioxidante
del conjunto de principios activos disponibles actualmente en Espafia. La segunda, la
disponibilidad y facil accesibilidad debido a mi dedicacién profesional actual, como
cotitular de una oficina de farmacia comunitaria.

A partir de estos listados, es la herramienta en internet ChEBI la que nos

facilitard los archivos en formato .mol mediante una descarga individualizada de cada

molécula.

3. INDICES TOPOLOGICOS

3.1. OBTENCION DE LOS ARCHIVOS .MOL

La obtencion de los indices topolégicos se realiza a partir de los ficheros o
archivos.mol que nos proporciona la organizacién ChEBI de cada una de las moléculas
de su base de datos.

Los archivos formato mol o MDL Molfile se utilizan para almacenar toda la
informacién de la estructura molecular y ser utilizada en los sistemas software
informaticos. Aparte de formato .mol, MDL Molfile también utiliza la extensién SDF.

Se guardan todos los archivos .mol de las moléculas seleccionadas para
posteriormente ser procesadas informaticamente.

Como ejemplo, se presenta la estructura de la tiourea junto a su fichero Molfile

(figura 15).

HoN NH,

430000 999 V2000

0.0000 0.0000 0.0000C 0OOOOOOOOOGOO
0.7145 -0.4125 0.0000N 0OOOOOOOOOOO
0.0000 0.8250 0.0000S 00OOOOOOGOOOO
-0.7145 -0.4125 0.0000N 000O0OOO0O0O0OO0O0OO
4110000

3120000

2110000

M END

Figura 15: Estructura quimica y fichero Molfile de la tiourea
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3.2. PaDEL-Descriptor

Para el cdlculo de los indices topoldgicos se utiliza el programa PaDEL-Descriptor.
PaDEL-Descriptor nos permite calcular actualmente 1875 indices, de los cuales 1444
son indices uni- y bidimensionales y 431 tridimensionales. Se calculan a partir de la
CDK (Chemistry Development Kit), una libreria cientifica que utiliza el lenguaje de
programacion Java.

PaDEL-Descriptor es un software de acceso libre y gratuito y forma parte del
Pharmaceutical Data Exploration Laboratory (PaDEL). PaDEL fue iniciado en 2008 en el

Departamento de Farmacia de la National University of Singapore (Yap CW, 2011).

3.3. Descripcidn de los indices topoldgicos

Se ha trabajado con un total de 657 indices topoldgicos uni- y bidimensionales
disponibles clasificados en distintos grupos como aparece en la tabla 1.

- Los tipos de indice topoldgico Numero de grupos acidicos, Nimero de dtomos
aromaticos, Niumero de enlaces aromaticos, NUmero y tipos de atomos, y Nimero y
tipos de anillos, hacen referencia al recuento numérico de sus respectivos enunciados.

- Los descriptores Tipos de enlace permiten conocer de cada molécula el nimero
total de enlaces y el nimero de enlaces simples, dobles, triples o cuadruples.

- Los descriptores Tipos de carbono proporcionan informacién de los enlaces de
los atomos de carbono entre ellos.

- El indice eccéntrico de conectividad combina informacién de adyacencia y
distancia entre los dtomos de la molécula (Sharma V., 1997).

- Los indices de estado electrotopoldgico facilitan informacién relacionada con el
estado electrénico y topoldgico de cada atomo en la molécula. De ellos derivan los
indices de estado electrotopoldgico por tipo de dtomo. Se calculan sumando los
valores de E-estado de todos los atomos del mismo tipo de atomo dentro de una
molécula (Hall L.H., 1995).

- Los Indices topoquimicos ampliados del atomo (ETA, Extended Topochemical
Atom) son un conjunto de descriptores heterogéneos que miden la electronegatividad,
las insaturaciones, los electrones en resonancia, la electronegatividad relacionada con

el peso molecular, etc.
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-El indice FMF (Fragment Molecular Connectivity Indices) cuantifica la
complejidad de la molécula (Yang, 2010) relacionando el nimero de dtomos sin incluir

el hidrégeno, el nimero de enlaces y el nimero de heterodtomos. Asimismo, el indice

fragC mide la complejidad por fragmentos en la molécula.

TIPO DE iNDICE TOPOLOGICO NUMERO
Numero de grupos acidicos 1
Numero de atomos aromaticos 1
Numero de enlaces aromaticos 1
Numero y tipos de dtomos 14
Tipos de enlace 10
Tipos de carbono 9
indice eccéntrico de conectividad (ECCEN) 1
Estado electrotopoldgico por tipo de atomo 488
indices topoquimicos ampliados (ETA) 43
indice FMF 1
indice complejidad por fragmentos 1
Numero de aceptores de enlaces de
hidrégeno !
Numero de donantes de enlaces de
hidrégeno ?
indice ratio de hibridacién 1
indices de cadenas largas de 4&tomos 3
Numero Petitjean 1
Numero y tipos de anillos 68
indice regla del cinco 1
Indices Topoldgicos 4
indices de Wiener 2
indice Zagreb 1

Tabla 1. Tipos y numero de indices topolégicos.
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- El Numero de aceptores de enlaces de hidrogeno y el Nimero de donantes de
enlaces de hidrogeno hacen referencia a la posibilidad de los dtomos de aceptar o
donar electrones y se calcula en base a distintos algoritmos de la CDK y de la definicién
de Lipinski (Lipinski C.A., 2000).

- El Indice ratio de hibridacién representa la relacién entre carbonos con
orbitales hibridos sp3 frente a carbonos con orbitales hibridos sp2.

- Los Indices de cadenas largas de 4tomos proporcionan informacién del nimero
de dtomos en distintos tipos de cadenas de atomos.

- El NUdmero Petitjean es un descriptor de anisometria, entendida como la
desviacioén de la molécula respecto a la forma esférica (Todeschini & Consonni, 2000).

- El indice regla del cinco indica el nimero de fallos en la molécula segun la regla

del cinco de Lipinski, la cual predice cualitativamente si un compuesto es

adecuado para realizar una actividad bioldgica y/o farmacoldgica en el ser
humano, teniendo en cuenta el proceso de absorcidn, distribucion, metabolismo

y excrecion de la molécula (Lipinski et al., 2001).

- Los indices topoldgicos presentan informacién de los radios, didmetros y cargas
de las moléculas, asi como de la forma molecular.

- Los indices de Wiener indican el nimero de caminos y el nimero de polaridad
de cada molécula.

- El indice Zagreb representa la suma de cuadrados de los grados de &tomos

frente a todos los atomos pesados.

4. PROCESAMIENTO DE DATOS

Una vez obtenidos los distintos indices a través del programa PaDEL-Descriptor
que describen la estructura de una molécula, el siguiente paso es establecer una
relacion entre éstos y la actividad o propiedad estudiada de las moléculas.

En nuestro trabajo, hemos estudiado esta relacidon a través del analisis lineal
discriminante y el uso de redes neuronales.

Para realizar en analisis discriminante se ha trabajado con dos programas
informaticos con el fin de conseguir unos resultados mds completos. Estos son el

programa estadistico IBM SPSS Statistics 19 y el programa libre y colaborativo R 3.0.1.
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4.1. Anadlisis lineal discriminante

El andlisis lineal discriminante tiene sus origenes en las formulaciones del calculo
de distancias entre grupos, primero por Karl Pearson (1920), quien propuso el término
de “coeficiente de parecido racial” y mas tarde por Mahalanobis (1930), cuyo nombre
ha mantenido la medida de distancia entre grupos. A partir de estos trabajos, R.A.
Fisher (1936) introduce el término discriminacién y da forma a la idea de combinacién
lineal de variables independientes para la discriminacion de grupos. Desde ese
momento, esta técnica se aplica a multiples dmbitos disciplinares (Torrado-Fonseca,
2013).

El andlisis discriminante se puede considerar como un analisis de regresion
donde la variable dependiente es categérica y tiene como categorias la etiqueta de
cada uno de los grupos, y las variables independientes son continuas y determinan a
qué grupos pertenecen los objetos. Se pretende encontrar relaciones lineales entre las
variables continuas que mejor discriminen en los grupos dados a los objetos.

Es una técnica multivariante orientada fundamentalmente a lograr dos objetivos
basicos:

a) explicar la influencia de un conjunto de variables cuantitativas sobre una
variable cualitativa.

b) predecir la pertenencia de los sujetos u objetos a una de las categorias de la
variable de agrupacion a partir de los valores registrados en las variables predictivas.
Se utiliza una ecuacién denominada ‘funcidn discriminante’ que expresa la
combinaciodn lineal de las variables predictivas (denominadas variables candnicas).

Y=2a0+al* X1+ a2*X2+....+ap*Xp

X = las variables independientes

a0 = la constante

ap = los coeficientes de discriminacion

Es necesario considerar una serie de restricciones o supuestos:

- Se tiene una variable categorica y el resto de variables son de intervalo o de
razén y son independientes respecto de ella.

- Es necesario que existan al menos dos grupos, y para cada grupo se necesitan

dos o mas casos.
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- El nimero de variables discriminantes debe ser menor que el nimero de
objetos menos 2: x1, ..., xp, donde p < (n - 2) y n es el nimero de objetos.

- Ninguna variable discriminante puede ser combinacidn lineal de otras variables
discriminantes.

- El nimero maximo de funciones discriminantes es igual al minimo entre el
numero de variables y el nimero de grupos menos 1 (con g grupos, (q - 1) funciones
discriminantes).

- Las matrices de covarianzas dentro de cada grupo deben ser aproximadamente
iguales.

- Las variables continuas deben seguir una distribucidn normal multivariante.

4.1.1. Procedimiento en SPSS

SPSS permite realizar analisis lineal discriminante a pesar de no cumplir alguna
de los supuestos anteriormente citados.

Introducimos como variable de agrupacién la variable dependiente, esto es, la
actividad antioxidante. Esta variable sélo puede tomar valores enteros, de tal manera
que indicamos el valor madximo y el valor minimo. En nuestro caso introducimos la
variable denominada “ANTIOX ACT” y definimos los rangos como minimo, el 0 (sin
actividad antioxidante reconocida), y como maximo, el 1 (actividad antioxidante
reconocida).

Como variables independientes introducimos todas las variables que queremos
utilizar para formular el modelo, en nuestro caso, los 657 indices topoldgicos.

Se selecciona en el visor de probabilidades previas la opcién calcular segun
tamano de grupos si los grupos no tienen el mismo nimero de casos.

También elegimos en el programa la opcién método de seleccion de variables por
pasos, que nos permite introducir en cada etapa la variable que mejor discrimina los
grupos. De los distintos estadisticos que nos ofrece se elige la Lambda (A) de Wilks. Por
defecto se calcula con un estadistico F de entrada de 3,84 y un F de salida de 2,71.

A partir de los datos, el programa calcula los siguientes descriptivos vy

estadisticos:
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- Medias: muestra la media y desviacion tipica totales y las medias y desviaciones
tipicas de cada grupo para las variables independientes. Las medias deben ser
diferentes y los valores de las desviaciones tipicas pequenos.

- Correlacion intra-grupos: permite reconocer variables que presenten un alto
grado de correlacién y por tanto, redundantes.

- M de Box: contrasta la igualdad de las matrices de covarianza de los grupos.
Este test parte del supuesto de que las matrices de varianza-covarianza poblacionales
correspondientes a cada grupo son iguales entre si. El output ofrece su transformacion
en un estadistico F. La significacion del test confirma que uno de los grupos es mas
variable que otro.

- Matriz de coeficientes estandarizados y matriz de estructuras, que representa
las correlaciones entre las funciones discriminantes y las variables. Permiten estudiar
qué variables son mds influyentes en las funciones discriminantes.

- Coeficientes no tipificados: son los coeficientes utilizados para calcular las
puntuaciones discriminantes y la ubicacién de los centroides de los grupos.

- Coeficientes de clasificacion de Fisher: obtienen una funcién de clasificacién
para cada grupo (0 y 1), y se asigna el caso al grupo para el que tiene una mayor
puntuacion discriminante.

Los estadisticos que permiten validar fundamentalmente la funcién lineal son:

- Autovalor: estima la variabilidad entre los dos grupos explicada en la funcién
discriminante. Cuanto mas alto es su valor, mas eficaz serd el andlisis para clasificar a
los sujetos. El valor minimo es cero y no tiene un valor maximo.

- Correlacion candnica: recoge la pertenencia de los sujetos a los grupos
mediante un coeficiente que oscila entre 0 y 1. Interesa que presente un valor lo mas
préximo a 1.

- A de Wilks: representa la diferencia entre los grupos. Los valores préximos a 1
indicardn similitudes entre los grupos. Si su valor es cercano a 0 deberd interpretarse
que los grupos son diferentes y, por lo tanto, la funcidn discriminante puede
pronosticar adecuadamente a los casos.

- Chi-cuadrado: representa la significacién estadistica de la A de Wilks.

El programa SPSS ofrece en el visor de resultados:
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- Resultados para cada caso: muestra para cada caso el grupo real de
pertenencia, el grupo pronosticado, las probabilidades posteriores y las puntuaciones
discriminantes.

- Tabla de resumen: nimero de casos correcta e incorrectamente asignados a
cada uno de los grupos, basandose en el analisis discriminante.

Para validar el modelo topoldgico realizaremos un estudio de estabilidad y una
validacion externa.

El estudio de estabilidad, también llamado de validacion cruzada, consiste en
eliminar un compuesto del conjunto con su correspondiente propiedad, y volver a
correlacionar utilizando como grupo de entrenamiento el conjunto de N — 1
compuestos y las mismas variables obtenidas con el conjunto inicial, prediciendo el
valor de la propiedad del compuesto eliminado. El proceso se repite tantas veces como
compuestos formen el grupo. El estudio de estabilidad de la funcién lineal
discriminante se obtiene facilmente activando la opcion Clasificacion dejando uno
fuera mediante la cual se clasifica cada caso del andlisis mediante la funcidn derivada a
partir de todos los casos, excepto el propio caso.

La validacion externa se obtiene tras procesar la funcidn lineal discriminante a un
grupo de antioxidantes de reconocida actividad, que no hayan sido utilizados para la

obtencidn de dicha funcion.

4.1.2 Procedimiento en R 3.0.1

R versién 3.0.1 es un proyecto colaborativo y gratuito que pertenece a The R
Foundation for Statistical Computing.

R 3.0.1 es un software que requiere unas minimas habilidades de programacion y
a través de comandos permite conocer al usuario exactamente cada paso del analisis.

Por otro lado, precisa del cumplimiento de las restricciones matematicas
expuestas anteriormente para poder realizar el andlisis discriminante. Asimismo,
requiere de una preparacion de los datos exhaustiva. Esto supone, entre otras
premisas, rechazar las variables colineales ya que no aportan informacién al modelo
que se pretende crear.

Una vez importados los datos lo primero es analizar la igualdad de las medias de

los grupos a través de un test de Wilks. Si el valor de Pr<0,05 habrd diferencias entre
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las medias y el analisis discriminante es aplicable. De esta forma, la variable que mayor
poder discriminante tiene es la que presenta menor Pr (probabilidad en el test de
Wilks) o mayor valor de F.

R 3.0.1 nos facilita unos primeros resultados de clasificacion del grupo de
entrenamiento y una validacién cruzada de este grupo a posteriori.

Una vez obtenido el modelo con los coeficientes de las funciones candnicas
discriminantes, que en este caso, son tantos como variables se ha incluido en el
analisis, se procede a validarlo con el grupo test de moléculas.

El modelo nos servird para identificar moléculas antioxidantes en la busqueda

guiada.

4.2. Redes Neuronales Artificiales

Estas redes se utilizan para el tratamiento de la informaciéon cuya unidad de
procesado se inspira en la neurona bioldgica. La Red Neuronal Artificial es un
entramado de neuronas con una capacidad determinada de procesamiento, que
debido a su alto grado de conexién le proporciona al sistema neuronal una altisima
capacidad de procesamiento paralelo, por lo que las Redes Neuronales son capaces de
resolver problemas que de otro modo serian dificiles de resolver.

La neurona artificial dispone de entradas y salidas de informacion. Las neuronas
del cerebro humano tienen entradas preferentes de informacién segun el tipo de
estimulo al que responden, y esta preferencia se simula en las redes neuronales
artificiales mediante los pesos. Esta ecuacidn encargada de tratar cada uno de estos
pesos, multiplicados por el valor de la entrada de informacién, es la funcién de
propagacion, y define el estado interno de la neurona. En el presente estudio la
funcion de propagacion utilizada es una funcién de tipo sumador. El valor obtenido de
la funcion de propagacion se trata mediante la denominada funcién de activacién,
generando un valor de salida en la neurona. En este trabajo la funcién de activacién
utilizada es una funcién de tipo no lineal, la funcién tangencial.

Frank Rosenblatt comenzé en 1957 el desarrollo del Perceptron o Maquina de
Aprendizaje, que es la red neuronal mas antigua y capaz de entrenarse y reconocer

una serie de patrones; y se diferencian de las computadoras en que el Perceptrén es
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mas flexible, ya que puede adaptarse a las situaciones no previstas por las
instrucciones programadas (Rosenblatt, 1957).

Para establecer una analogia entre la actividad neuronal humana y las redes
artificiales determinaremos que las sefales que llegan a la sinapsis son las entradas,
gue son ponderadas, atenuadas o amplificadas, por un pardmetro que denominamos
peso. Estas entradas pueden excitar a la neurona por su peso positivo, o inhibirla por
su peso negativo. La suma de las entradas ponderadas es el efecto; la neurona se
activa si la suma es mayor que el umbral. Y las sefiales se ajustan por un mecanismo de
aprendizaje.

La regla de propagacién combina los valores de entrada a una neurona con los
pesos de las conexiones que llegan a la misma. Y también se necesita una regla que
combine las entradas con el estado actual de la neurona para producir un nuevo
estado de activacidn. Esta funcién de activacidon puede ser de tipo escaldn, lineal o de
identidad, lineal mixta o sigmoidal.

A continuacién se representa el esquema del mecanismo de trabajo de las redes

neuronales artificiales (Trujillano et al., 2005) (figura 16).

CAPA CAPA CAPA
ENTRADA OCULTA SALIDA

nodos pesos nodos pesos nodos

Variables

de entrada RESULTADO

l

S Comparar resultado
observado-esperado
ERROR ¢

Figura 16: Esquema tipo de las redes neuronales artificiales.
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La estructura de su organizacion consta de tres capas de elementos basicos vy la
llamaremos Unidad Umbral Légica o TLU (Threshold Logic Unit), que son unidades
binarias que suman los pesos de las sefiales de entrada y se excitan sélo si la suma de
estos pesos sobrepasa los valores umbrales prescritos. La primera capa de entrada ¢
sensora 0 S estd compuesta por unidades sensoriales que, en nuestro caso, son los
cientos de indices topoldgicos utilizados, que estdn conectados con una segunda capa
de TLU compuesta de unidades de Asociacidon 6 A, que es una capa llamada oculta,
porque a diferencia de la tercera y ultima capa de Respuesta 6 R, esta capa oculta
recibe senales de entrada fijas; la capa de respuesta recibe intensidades o valores
regulables y cambiantes conforme se va produciendo el entrenamiento de las redes.
Las Unicas salidas que vamos a dar son +1 y -1, es decir antioxidante o no antioxidante,
en nuestro estudio. Para ello necesitamos un método de adiestramiento para adaptar
los pesos de las entradas de A a las unidades R, para obtener la respuesta correcta en
cada situacion, después de haber aprendido a discriminar.

La sefal de un nodo neuronal puede ser entrada de otro elemento de proceso o
incluso ser conexidon de si mismo, es lo que se llama conexion autorrecurrente. Cuando
la salida de las neuronas puede ser conectada como entradas de neuronas del mismo
nivel o de niveles precedentes la red de propagacidn es hacia atrds o feedback; en
cambio, si es hacia adelante la propagacién es feedforward. Las del Perceptrén son de
propagacion feedforward, es decir, que no utiliza neuronas con conexiones
autorrecurrentes o laterales. La Unica neurona de salida realiza la suma ponderada de
las entradas, resta el umbral y envia el resultado a una funcién de activaciéon de tipo
escalon, y si pertenece al primer patrén se le da el valor de +1 y si no, de -1. Se
representa en un mapa las regiones de decisidon creadas con los valores de salida
finales, en el espacio multidimensional de entradas. El Perceptron o Maquina de
Aprendizaje separa estas dos regiones con un hiperplano, cuya ecuaciéon queda fijada
con los pesos de las conexiones y el umbral de la funcién de activacién; y estos valores
de los pesos pueden adaptarse con diferentes algoritmos de entrenamiento. Es de tipo
supervisado porque son resultados evaluados y con sucesivas modificaciones, y
ademas el investigador determina a priori qué salidas se esperan de las entradas de
entrenamiento. La regla de aprendizaje adapta los pesos de las conexiones de tal

manera que el error entre la salida real y la deseada es el minimo. Al presentar una
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nueva muestra, o indices topoldgicos de una nueva molécula, la clasificara
correctamente porque ha aprendido las caracteristicas que tienen los antioxidantes.
Dentro del aprendizaje supervisado de una red neuronal multicapa, que es lo que
estamos estudiando, uno de los mas utilizados es el algoritmo de retropropagacién del
error o backpropagation. Los errores que se dan en la propagacion se transmiten hacia
atrds partiendo de la capa de salida recibiendo el porcentaje de error aproximado a la
participaciéon de la neurona intermedia de la capa oculta. Los pesos de cada neurona se
reajustan, con lo cual los errores van disminuyendo.

Los métodos QSAR se han desarrollado tradicionalmente utilizando métodos de
regresion lineal. La gran ventaja de las redes neuronales es que son capaces de
reconocer relaciones no lineales.

Se ha utilizado una red neuronal tipo Perceptrén Multicapa alimentada hacia
adelante, es decir de propagacién hacia adelante, feedforward. En nuestro estudio se
utiliza un aprendizaje supervisado, ya que conocemos su salida y la regla de
aprendizaje consiste en adaptar los pesos para conseguir que el error final sea minimo.
Esta fase de entrenamiento o aprendizaje se da por finalizada después de la realizacion
de un determinado nimero de iteraciones, o cuando el error esta por debajo de un
limite prefijado.

El algoritmo de aprendizaje de retropropagacidon del error se realiza en dos
pasos, uno hacia adelante y otro hacia atras. El error de salida se propagara hacia atras
pasando a la capa o capas ocultas hasta llegar a la capa de entrada. Usando el
algoritmo estandar de retropropagacién del error se debe utilizar una funcién continua
y diferenciable como es la funcién tangente hiperbdlica que proporciona una salida
entre -1y +1. Los datos de entrada se normalizan para facilitar el aprendizaje de la red
neuronal artificial.

Por otro lado, en teoria de la informacién, el error de entropia cruzada entre dos
distribuciones de probabilidad mide la media de bits necesarios para identificar un
evento de un conjunto de posibilidades, si un esquema de codificacion esta basado en

una distribucion de probabilidad dada g, mas que en la verdadera distribucion p.
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4.2.1. Procedimiento en SPSS

En nuestro estudio, introducimos la variable dependiente denominada “ANTIOX
ACT” y definimos los rangos como el minimo el -1 (sin actividad antioxidante
reconocida), y como maximo el +1 (actividad antioxidante reconocida).

Como covariables independientes introducimos todos los descriptores que
queremos utilizar, en nuestro caso los 657 indices topoldgicos.

El nimero de iteraciones que se realizan para el aprendizaje del modelo es el
necesario hasta obtener un porcentaje de error global inferior al 5%.

Obtendremos el error de entropia cruzada de cada grupo entrenamiento o
prueba, el porcentaje de aciertos, y la categoria junto a la pseudoprobabilidad
pronosticada de la variable dependiente para cada caso.

Finalmente, introduciremos en el modelo los principios activos que hayan sido
clasificados como antioxidantes en base al analisis discriminante de SPSS 6 de R, o de
ambos. Cada principio activo se introducird en el modelo individualmente con el
objetivo de no desvirtuar las propiedades aprendidas del mismo. La red neuronal
artificial facilita la pseudoprobabilidad de pertenencia a cada grupo de cada principio
activo.

A continuacién se expone las principales caracteristicas técnicas de la red

neuronal artificial que hemos elegido.

FICHA TECNICA DE LA RED NEURONAL ARTIFICIAL

Escala de covariables Normalizada
Particion aleatorio de los casos 70% entrenamiento, 30% prueba
Numero minimo de unidades 1
. de la capa oculta
Arquitectura 7 P
NUmero maximo de
. 50
unidades de la capa oculta
Tipo de entrenamiento Lote
Algoritmo de optimizacién Gradiente conjugado escalado
Lambda inicial 0,0000005
Opciones de Sigma inicial 0,00005
entrenamiento Centro de intervalo 0
Desplazamiento de intervalo 10,5
Numero maximo de pasos sin una disminucién del 1
error

Tabla 2. Ficha técnica de la red neuronal artificial
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5. CRITERIO DE CLASIFICACION

A partir de los resultados obtenidos con la funcién discriminante se clasifica a las
moléculas de acuerdo a su puntuacion.

SPSS: Las moléculas que presenten valor superior a 0 en la funcién discriminante
se clasifican como antioxidantes. En redes neuronales nos indica una probabilidad de
pertenencia a cada grupo.

R: El programa nos clasifica como 0 a las moléculas no antioxidantes y como 1 a

las antioxidantes. También nos indica una probabilidad en el andlisis discriminante.

6. DISTRIBUCION DE LAS MOLECULAS

Para hacer el analisis discriminante se elige un grupo lo mds amplio posible de
moléculas con actividad antioxidante contrastada. De este grupo, que llamamos grupo
de activos, se utiliza aproximadamente el 70% como grupo de entrenamiento y el 30%
restante como grupo test.

Se realiza lo mismo con un grupo de moléculas sin actividad antioxidante
contrastada. A este grupo lo llamamos grupo de inactivos.

De esta forma, se trabaja repetidamente el grupo de entrenamiento para
obtener la mejor funcion lineal discriminante posible. Posteriormente se procede a

validar esta funcioén lineal discriminante con el grupo test.

7. BUSQUEDA GUIADA

A partir de la funcién discriminante obtenida mediante SPSS y R, se realiza una
busqueda de principios activos en el Catdlogo de Medicamentos 2013 del Consejo
General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos.

En todo caso, se eliminan inicialmente de la busqueda los principios activos que
cumplan alguno de los siguientes criterios:

- Principios activos que se utilizan en enfermedades graves o agudas, en las que

pueda estar comprometida la vida del paciente. Por ejemplo, no se ha incluido a

la adrenalina, dobutamina y similares utilizados en el manejo hemodinamico del

shock u otras situaciones en las que la actividad antioxidante ha sido considerada

como indiferente.
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- Vitaminas, aminoacidos, azucares. Muchos de los cuales son antioxidantes
reconocidos.

- Alérgenos, antidotos, agentes quelantes del hierro,  farmacos
antihiperpotasémicos y antihiperfosfatémicos, desintoxicantes de citostaticos, agentes
para diagnostico, medios de contraste y radiofarmacos para diagndstico (grupo V.
Varios).

Las moléculas que, en uno u otro modelo, se clasifiquen como antioxidantes, se
seleccionaran para validarlas mediante el uso de redes neuronales en SPSS.

Finalmente, se procede a seleccionar un nimero de moléculas para estudiar su
capacidad antioxidante en el laboratorio.

Las moléculas que presenten actividad antioxidante en dos de los tres modelos
de clasificacion, seran seleccionadas para validarlas experimentalmente en el

laboratorio.

8. ESTUDIO EXPERIMENTAL

8.1. Inhibicion de la peroxidacidn lipidica

8.1.1. Tratamiento de los animales

8.1.1.1. Condiciones de estabulacién

Para este trabajo se han utilizado ratones macho C-57. Los animales utilizados se
solicitaron teniendo un peso al inicio del experimento de unos 20-25 g. En todos los
casos se dejaron aclimatar al menos una semana antes de iniciar los experimentos.

Durante la estabulacion, los animales se mantuvieron en jaulas en condiciones
controladas de temperatura (20°C) y humedad (60%), bajo ciclos constantes de luz-
oscuridad de 12 horas, de 08:00 a 20:00 y de 20:00 a 08:00. Durante su estabulacién y
hasta el inicio del experimento tuvieron libre acceso a agua y a una dieta estdndar para
pequefios animales de laboratorio, fabricada y distribuida por Letica (Hospitalet,

Barcelona).

8.1.1.2. Manejo de los animales
La manipulacién y cuidado de los animales se realizd siguiendo las normativas
internacionales de la Comunidad Econémica Europea ("Orden 86/609/CEE") y se tuvo

la precauciéon de evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los mismos. Los
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ensayos experimentales llevados a cabo fueron aprobados por el comité ético de la
Universidad CEU Cardenal Herrera y el nimero de animales se redujo al minimo
necesario para garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos. El sacrificio de los
animales se llevé a cabo mediante la técnica mas incruenta, rdpida e indolora que, por
otra parte, no influyera en las variables consideradas en cada experimento. Las ratas
fueron sacrificadas con una sobredosis de anestésico (ketamina 100 mg/kg peso +

azepromazina 2,5 mg/kg peso).

8.1.2. Disefio experimental

El objetivo es medir la inhibicidn de la peroxidacién lipidica de varios principios
activos mediante la reduccion de la concentracion de MDA en las muestras
procesadas. Una vez sacrificados los animales, se disecciona y se extirpa el higado.
Posteriormente, se obtiene un homogenado de higado. Se han utilizado alrededor de

25 ratones macho C-57 para el estudio.

8.1.3. Obtencion de las muestras

Se prepara una concentracion inicial de 5 mM de cada uno de los principios
activos disueltos en dimetilsulféoxido (DMSO), y a partir de aqui, concentraciones
intermedias de 0,50, 100, 200, 400, 800 y 1000 microM de cada principio activo a
analizar en DMSO.

Se ha empleado los siguientes reactivos:

- FeSO4¢7H,0 1,5 mM (4,17 mg en 10 mL de PB)

- Acido ascérbico 7,9 mM (13,91 mg en 10 mL de PB)

Las muestras de cada concentracidn se realizan por triplicado. A cada tubo se le
afiade por este orden:

- 268 pL de homogenado de higado (concentracién proteica de 12 mg/ml).

- 3 L de muestra de principio activo.

- 19 pL de FeSO427H,0.

- 10 pL de acido ascdrbico.
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De esta forma obtenemos las siguientes concentraciones finales.

Concentracion final (um) | Volumen DMSO (uL) | Volumen principio activo (uL)

0 500 0

0,5 495 5

1 490 10

2 480 20

4 460 40

8 420 80

10 400 100

Tabla 3. Preparacién de las muestras.
Las muestras finales se incuban a 372C durante dos horas con los viales abiertos.
Posteriormente se congelan las muestras a -802C hasta su andlisis para la

determinaciéon de malondialdehido.

8.1.4. Procedimientos analiticos
A continuacién se describe los distintos protocolos de estudio desarrollados en

este trabajo de investigacion.

8.1.4.1. Determinacion de proteinas
Se realizé segun el procedimiento descrito por Lowry (Lowry et al., 1951), con las
modificaciones utilizadas habitualmente en nuestro laboratorio, y que a continuacidn

se detallan.
Se emplearon las siguientes soluciones:
- Solucion A: Na,C034%, NaOH 0.8%
- Solucién B: CuS0,41.25 mM, C4H;KNaOg1.42 mM.
Las soluciones Ay B se conservan a 42C hasta su utilizacion.
- Solucién C: Reactivo de Folin-Ciocalteu 1N.

- Solucidn D: Solucién estandar de albumina sérica bovina (BSA) 1 mg/mL.

La solucion D se conserva a —209C hasta su utilizacion.
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Se preparan tubos de ensayo con cantidades diferentes de la solucion D (0, 10,

25, 50, 75 y 100 pL) y con dos cantidades distintas de cada muestra (10 y 25 uL). Se

afiade agua bidestilada hasta 200 pL. Se mezclan las soluciones A y B a partes iguales y

a cada tubo de ensayo se le afiade 1 mL de esta mezcla. Se deja reaccionar durante 10

minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se afladen 100 pL de la solucién C a cada
uno de los tubos. Se agita bien y se espera durante 25 6 30 minutos.

Se mide la absorbancia de cada una de las soluciones en un espectrofotémetro,

a una longitud de onda de 696 nm. La absorbancia a 696 nm es directamente

proporcional a la concentracién de proteinas. Con los valores de absorbancia de los

distintos estdndares obtenemos la recta patron y por intrapolacién obtenemos las

concentraciones de proteinas que queriamos conocer.

8.1.4.2. Determinacion de malondialdehido (MDA)

Para la cuantificacion del malondialdehido de las muestras de homogenado de
higado, se utiliza una modificacidon del método de Richard (Richard et al., 1992) hecha
por nuestro grupo de investigacion (Romero et al., 1998), en el cual se determina el
nivel del complejo formado entre el malondialdehido (MDA) con el acido tiobarbiturico
(TBA), en base a la reaccién de dos moléculas de TBA con una de MDA. Se ha utilizado
un equipo de HPLC (Waters) que consta de los siguientes componentes:

- Bomba cromatografica: Waters 1525 binary HPLC Pump.

- Detector de fluorescencia Waters 2475 fluorescence.

- Inyector: Waters 717 plus Autosampler con loop de 50 pl.

- Controlador Multiport modelo RS-232.

- Ordenador IBM Windows.

- Software: Breeze.

La columna cromatografica de separacién empleada es una Kromasil C18 5 um
de 250 x 4,6 mm (Analisis Vinicos S.L.). El flujo de la fase moévil es de 1 ml/min. La
longitud de onda de excitacién utilizada es de 532 nm y la de emisiéon 553 nm. El
voltaje del detector de fluorescencia empleado es de 600 y la respuesta de 2 sg.

La fase movil se prepara con tampon fosfato 50 mM a pH 6.0 y metanol (580 ml
de tampdén y 420 ml de metanol). Posteriormente, se filtra a través de un filtro-

membrana (Scheicher und Schuell) de 0,45 um de poro y 47 mm de didmetro.
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La solucién madre de calibracidén se prepara diariamente. Dicha solucién madre
consiste en una concentracion 20 mM de 1,1,3,3-tetraetoxipropano en etanol
absoluto.

La solucion de trabajo consiste en una preparacion de dacido tiobarbiturico
(0,37%) y acido perclérico (6,4%), 2:1 v/v respectivamente. La solucion de trabajo
también se prepara de forma diaria.

En tubos eppendorf de 2 ml se pipetean 0.1 ml de la muestra y 0,75 ml de la
solucion de trabajo. A continuacion se mezclan bien y se mantienen 60 min en un bafio
de agua a 952C. Pasado este tiempo se enfrian los tubos a 42C durante 10 min con
objeto de detener la reaccién. Posteriormente se centrifugan 10 min a 12.000 rpm.
Hasta su inyeccién en el equipo HPLC los tubos se mantienen a una temperatura
constante de 4°C.

Puesto que el aducto MDA-TBA es inestable a pH neutro cada muestra se
neutraliza unos minutos antes de la inyeccién en el equipo de HPLC. Se afiaden
aproximadamente 0.1 ml de hidréxido potdsico 0.7 M a 0.2 ml de la mezcla que
acabamos de centrifugar hasta obtener un pH de 6,0. Inmediatamente después de
neutralizar se centrifuga durante 1 min para ayudar a precipitar sales insolubles que
podrian interferir en la determinacion y se procede, previo filtrado con filtros de
jeringa no-estériles (3 mm, 20 micras, membrana de teflén, suministrados por Corning
Laboratory Sciences Company), a inyectar en el equipo de HPLC.

En cada experimento se prepard un blanco y una curva de calibracion de
estandares (0; 0,25; 0,5; 1 y 2 uM). El area del pico obtenido es directamente
proporcional a la concentracion de MDA en la muestra, que se calcula por

intrapolacion en la recta de regresién obtenida con los estandares.

'R2=0,9959

O T T 1
0 1000000 2000000 3000000

AREA DEL PICO

Figura 17: Ejemplo de recta de regresiéon MDA:Area.
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8.1.5. Exposicion de los resultados

Los resultados obtenidos finalmente se exponen en una grafica de regresién que
refleja el porcentaje de disminucién de la concentracion de MDA respecto a la
determinada inicialmente, frente a las distintas concentraciones experimentadas con

cada principio activo.

8.2. Estudio de la capacidad antioxidante
8.2.1. Fundamento
La capacidad antioxidante total se mide mediante un kit comercial de ELISA
(Antioxidant Assay kit, Cayman Chemical Company). El método se basa en la habilidad
de los antioxidantes de la muestra para inhibir la oxidacion de ABTS (2,2"- Azino-di-[3-
ethylbenzthiazoline sulphonate]) a ABTS" por la metmioglobina. La cantidad de ABTS"
producido puede ser estimado leyendo la absorbancia a 750nm y 405nm. Bajo las
condiciones de la reaccidén, los antioxidantes de la muestra causan una supresion de la
absorbancia a 740nm o 405nm proporcional a su concentracién. La capacidad de los
antioxidantes de la muestra para prevenir la oxidacion de ABTS se compara con la del

Trolox, un tocoferol hidrosoluble andlogo, y es cuantificada en milimolar equivalentes

de Trolox.

8.2.2. Procedimiento

En primer lugar se reconstituyen los componentes del kit. Se diluyen 3 ml de la
solucién tampodn 10X (5mM de fosfato potasico pH 7.4, 0.9% cloruro de sodio y glucosa
0,1%) con 27 ml de agua bidestilada (H,04q4). Se reconstituye el cromdégeno con 6 ml de
H,0,44. A continuacion se afiade 600ul de la solucién buffer 1X al vial de la
metmioglobina. Adicionar 1ml de H,0q4q al vial del Trolox. Este serd empleado para
realizar la curva patrdn. Diluir 10ul de perdxido de hidrégeno 9,82 M con 990 ul de
H,0,44, seguidamente pipetear 20 pl y diluirlos en 3.98 ml de H,04q4 para conseguir una
solucién de trabajo de 441uM.

Se prepara los patrones de Trolox en el disolvente elegido para las muestras
para obtener las concentraciones finales en mM (0, 0,045, 0,09, 0,135, 0,18, 0,225,
0,33).
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A continuacion se adiciona 10 ul de metmioglobina, 150 pl de cromégeno y 10
ul de los patrones y de las muestras. Por ultimo se afiade 40 pl de H,0, y se incuba en
oscuridad y agitando durante 5 minutos. Pasado este tiempo se mide inmediatamente
la absorbancia a 405 nm en el lector de placas, 2030 Multilabel reader VICTOR x3

(PerkinElmer).

8.2.3. Exposicion de los resultados
Se expresan los resultados del estudio de la capacidad antioxidante en TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), esto es, mM de trolox equivalentes a 1 mM

del compuesto.

9. PROGRAMAS INFORMATICOS
A continuacion enumero los programas informaticos utilizados durante el
presente estudio y lo que han aportado:

- MOLCONN-Z: célculo de los indices topoldgicos en el trabajo preliminar.

- BMDP: obtencién de la funcidn discriminante en el trabajo preliminar.

- INDEX MERCK CD-ROM: obtencién de las moléculas no activas del grupo de
entrenamiento y test.

- CHEMDRAW: validacién de las moléculas y obtencién de los nombres quimicos
de la seleccion de moléculas del Index Merck y dibujo de las estructuras
quimicas del estudio.

- PaDEL-Descriptor: calculo de los indices topoldgicos del estudio.

- SPSS: obtencion del andlisis lineal discriminante y de la prediccién con redes
neuronales artificiales.

- R 3.0.1: obtencidn del analisis lineal discriminante.

- BREEZE: referente al HPLC en la determinacion de MDA.

Ademads, se ha utilizado extensamente la pagina web ChEBI para obtener los ficheros

.mol de cada una de las moléculas del estudio (grupo activos y Catdlogo de

Medicamentos 2013), excepto las obtenidas a través del Index Merck.
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Asimismo, se ha utilizado ampliamente el portal de busqueda de PubMed para la
revision bibliografica. También se ha hecho uso de los recursos electrénicos Ebsco

Host, Scopus y Web of Science.

78



79

IV. RESULTADOS



80



Resultados

1. SELECCION Y DISTRIBUCION DE LAS MOLECULAS
Una vez seleccionado las moléculas y los ficheros .mol de las moléculas en el

estudio, estds se han distribuido de acuerdo al siguiente esquema:

TOTAL
235 MOLECULAS

GRUPO ENTRENAMIENTO GRUPO TEST
189 MOLECULAS 46 MOLECULAS
ACTIVOS NO ACTIVOS ACTIVOS NO ACTIVOS
91 MOLECULAS 98 MOLECULAS 21 MOLECULAS 25 MOLECULAS

Figura 18: Distribucidn de las moléculas del estudio.

2. ANALISIS DISCRIMINANTE EN SPSS

2.1. Criterio de eleccién

El criterio para la seleccidn de la mejor funcidn discriminante se realizd en base a
tres pardmetros:

- Comparacién de los valores de autovalor, correlacidn candnica, A de Wilks y chi-
cuadrado.

- Determinacién del porcentaje de moléculas correctamente clasificadas en el
grupo de entrenamiento (activos y no activos).

- Prediccion de la clasificacion de las moléculas del grupo test (activos y no
activos).

El programa SPSS realiza multiples correlaciones y se selecciona aquella que

presenta la mejor relacion entre los tres pardmetros anteriormente citados.

2.2. Funcion discriminante

Se han utilizado la totalidad de indices topoldgicos obtenidos.
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La mejor funcion discriminante se ha obtenido con los siguientes descriptores

topoldgicos y coeficientes no tipificados expuestos en la siguiente tabla.

Variables Coeficientes no
independientes tipificados
C3sP2 0,196
nHBd 0,402
nHdsCH 0,136
nsCH3 0,115
nssSe 5,589
minHsOH 2,706
minHssNH -2,891
mindS 5,784
ETA_Epsilon_3 -58,288
ETA Psi 1 -10,584
nHBAcc -0,202
topoShape 1,364
Constante 28,545

Tabla 4: coeficientes de la funcion discriminante en SPSS

Por tanto, el analisis lineal discriminante nos facilita la siguiente funcion
discriminante:

FD = 28,545 + 0,196C3SP2 + 0,402nHBd + 0,136nHdsCH + 0,115nsCH3 + 5,589nssSe +
2,706minHsOH - 2,891minHssNH + 5,784mindS -58,288ETA_EPSILON_3 -
10,584ETA_Psi_1 — 0,202 nHBAcc + 1,364topoShape

A continuacidon se muestra los resultados de los principales estadisticos.

Autovalor Correlaciéon candnica A de Wilks Chi-cuadrado

4,082 0,896 0,197 293,45

Tabla 5. Principales estadisticos en SPSS
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A continuacién se puede observar graficamente la distribucién de los resultados del
grupo de entrenamiento activos (figura 19) y no activos (figura 20) segun los valores
obtenidos en la funcidn discriminante.

Funcién discriminante canénica 1

ANTIOX ACT =1
207 ] Media = 2,09
| Desviacion tipica = 0,909
N=91

157
107

5

0 T T T T

-5,0 -2,5 0,0 25 50

Figura 19: Grafico de resultados del grupo de entrenamiento activos.

Funcion discriminante canénica 1
ANTIOX ACT=0

257 Media =-1,94
Desviacion tipica = 1,078
N=98

20

157 ]

5

’_1’

0 T I T T
5,0 25 0,0 25 5,0

Figura 20: Grafico de resultados del grupo de entrenamiento no activos.
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La descripcion de los indices que conforman la funcién discriminante es la siguiente:

- C€3SP2: 4tomos de carbono con un doble enlace unidos a otros tres 4tomos de
carbono.

- nHBd: recuento de E-estados para los atomos donantes de enlaces de
hidrégeno.

- nHdsCH: recuento de E-estados de tipo de &tomos =CH-.

- nsCH3: recuento de E-estados de tipo de &tomos —CH3.

- nssSe: recuento de E-estados de tipo de dtomo —Se —.

- minHsOH: minimo E-estado de tipo de atomos —OH-.

- MinHssNH: minimo E-estado de tipo de atomos —NH-.

- MindS: minimo E-estado de tipo de dtomo =S.

- ETA_Epsilon_3: medida de la electronegatividad de los atomos.

- ETA_Psi_1: medida de la predisposicion a formar enlaces de hidrégeno de las
moléculas y/o el area de superficie polar.

- nHBAcc: recuento de atomos aceptores de enlaces de hidrégeno.

- topoShape: medida de la forma molecular.

En la siguiente tabla se expone como ejemplo los resultados de los diferentes

coeficientes para cinco compuestos del grupo activo de entrenamiento.

C3SP2 nHBd nHdsCH nsCH3 nssSe minHsOH minHssNH mindS ETA_Epsilon_3 ETA_Psi_1 nHBAcc topoShape

Alfamangostin 6 3 2 5 0 0,34 0 0 0,44 0,55 1 0,86
Alfatocopherol 4 1 0 8 0 0,36 0 0 0,44 0,65 0 0,90
Bellidin 2 4 0 0 0 0,57 0 0 0,44 0,47 1 1,00
Betacarotene 8 0 14 10 0 0,00 0 0 0,44 0,71 0 0,92
Caffeic acid 1 3 2 0 0 0,66 0 0 0,43 0,48 2 1,00

Tabla 6. Ejemplo de resultados de coeficientes en SPSS
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2.3. Clasificacion de los grupos
En las siguientes tablas se muestran los resultados del conjunto de las moléculas
activas y no activas del grupo de entrenamiento y sus respectivas validaciones

cruzadas segun los criterios de clasificacion elegidos.

GRUPO ENTRENAMIENTO ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)
ACTIVOS 86 94,5
NO ACTIVOS 5 5,5
TOTAL ACTIVOS 91 100
GRUPO ENTRENAMIENTO NO ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)
NO ACTIVOS 93 94,9
ACTIVOS 5 5,1
TOTAL NO ACTIVOS 98 100
TOTAL GRUPO ENTRENAMIENTO 94,71

Tabla 7. Resultados del grupo de entrenamiento en SPSS.

A continuacién se muestra los resultados de la validacion cruzada en el grupo de
entrenamiento, donde cada caso se clasifica mediante las funciones derivadas a partir

del resto de los casos.

VALIDACION CRUZADA GRUPO ENTRENAMIENTO ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)

ACTIVOS 86 94,5
NO ACTIVOS 5 5,5
TOTAL ACTIVOS 91 100

VALIDACION CRUZADA GRUPO ENTRENAMIENTO NO ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)

NO ACTIVOS 91 92,85
ACTIVOS 7 7,15
TOTAL NO ACTIVOS 98 100
TOTAL ENTRENAMIENTO VALIDACION 93.64
CRUZADA !

Tabla 8. Resultados de la validacidn cruzada del grupo de entrenamiento en SPSS.

En los anexos 2 y 3 se detalla los valores de la funcién discriminante de cada
molécula en su grupo correspondiente. Se utiliza el nombre en inglés tal como figura
en la base de datos ChEBI para el grupo de entrenamiento de activos y el nimero del
Index Merck para el grupo de entrenamiento de no activos. De igual forma, se utilizan
estas denominaciones en el resto del estudio.

En la siguiente tabla se exponen los resultados de las moléculas del grupo test.
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GRUPO TEST ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)
ACTIVOS 20 95,24
NO ACTIVOS 1 4,76
TOTAL ACTIVOS 21 100
GRUPO TEST NO ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)
NO ACTIVOS 23 92
ACTIVOS 2 8
TOTAL NO ACTIVOS 25 100
TOTAL GRUPO TEST 93,48

Tabla 9. Resultados del grupo test en SPSS.

A continuacién se detalla los valores de la funcién discriminante en el grupo test
activos y no activos (tabla 10 y 11). También se clasifican cualitativamente segun el

criterio de clasificacion (A= activo, N= no activo).

NUMERO MOLECULA VALOR FD CLASIFICACION

1 AMBUROSIDEA 1,80 A

BAICALEIN 1,73 A
3 BIXIN 3,40 A
4 BUTEIN 2,55 A
5 CATIGUANINA 2,31 A
6 CROCETIN 3,17 A
7 ELLAGIC ACID 2,38 A
8 ESCULIN 2,01 A
9 HISPIDIN 2,11 A
10 ICARIIN 2,18 A
11 MIQUELIANIN 2,63 A
12 MYRICETIN 3,18 A
13 NARIRUTIN 1,87 A
14 PHLORIZIN 2,25 A
15 PINOCEMBRIN 0,57 A
16 QUERCETAGETIN 2,95 A
17 RHAMNETIN 1,97 A
18 SILIBININ 1,70 A
19 SPERMINE -1,19 N
20 SWERTIANIN 1,96 A
21 ASCORBIC ACID 2,68 A

Tabla 10. Resultados de las moléculas del grupo test activos en SPSS.
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NUMERO MOLECULA VALORFD CLASIFICACION

1 3605 -0,69 N
2 3614 -2,51 N
3 6802 -2,59 N
4 6807 -3,05 N
5 6810 -2,62 N
6 6826 -1,34 N
7 6841 1,12 A
8 7272 -2,21 N
9 7550 -2,64 N
10 7577 -0,96 N
11 7588 -3,50 N
12 7589 -3,51 N
13 4969 -3,02 N
14 5052 -1,43 N
15 5065 0,54 A
16 5118 -2,59 N
17 5140 -2,78 N
18 5464 -3,06 N
19 5526 -2,53 N
20 5580 -1,29 N
21 5611 -0,56 N
22 5617 -2,73 N
23 5647 -3,49 N
24 5028 -1,97 N
25 5116 -3,56 N

Tabla 11. Resultados de las moléculas del grupo test no activos en SPSS.

3. ANALISIS DISCRIMINANTE EN R 3.0.1
3.1. Criterio de eleccion
Para poder cumplir las restricciones matematicas sujetas al modelo del andlisis

discriminante se ha realizado una reduccién del numero de indices. Los criterios de
eliminacion utilizados son los siguientes:
- Descriptores que presentaban un valor Pr del test de Wilks superior a 0,05, es

decir, descriptores de variables que no discriminan.
- Descriptores procedentes de variables colineales.

- Descriptores con todos sus valores iguales a cero.
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Se ha obtenido, en base a estos criterios, 31 descriptores topoldgicos agrupados
en 11 tipos de indices topoldgicos para realizar el analisis discriminante.

En la siguiente tabla se muestran los mismos y el grupo al que pertenecen.

DESCRIPTORES EN R

TIPO DE iNDICE TOPOLOGICO NOMBRE
Numero de grupos acidicos nAcid
Tipos de enlace nBondsD
Tipos de carbono C1SP2, C2SP2, C3SP2, C1SP3, C3SP3,
C4sP3

nHBd, nHBa, nHsOH, nHssNH, nsCH3,
nssCH2, naaCH, ndssC, naasC, ndO,
nsSH, nddssS, SssSe, hmin

Estado electrotopolégico por tipo
de atomo

Indice topoquimicos ampliados ETA_AlphaP, ETA_epsilon_3, ETA_Psi_1

(ETA)
Numero de enlaces de hidrégeno nHBACC
aceptores
NG "

Uumero de enlaces de hidrégeno nHBDonN
donantes
I'ndlces de cadenas largas de nAtomLC
atomos
indices Topoldgicos topoShape
indices de Wiener WPATH
indice Zagreb Zagreb

Tabla 12. Descriptores utilizados en R 3.0.1.

3.2. Funcion discriminante
En la siguiente tabla se muestran los coeficientes de cada uno de los descriptores

topoldgicos utilizados en la obtencién de la funcion lineal discriminante en R.
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INDICE TOPOLOGICO COEFICIENTE INDICE TOPOLOGICO COEFICIENTE
nAcid 0,82 ndssC -0,26
nBondsD 0,69 naasC -0,04
C1SP2 0,14 ndO 0,13
C25P2 7,92x10° nsSH 0,42
C3SP2 -0,022 nddssS -0,90
C1SP3 -0,11 SssSe -3,40x10°
C35P3 -0,49 hmin 4,78x10"
C4sP3 -0,35 ETA_AlphaP 10,92
nHBd 0,34 ETA_epsilon_3 -87,90
nHBa -0,44 ETA Psi_1 -17,36
nHsOH 0,37 nHBAcc -0,28
nHssNH -0,44 nHBDon -0,13
nsCH3 0,13 nAtomLC -0,02
nssCH2 -0,013 topoShape 2,52
naaCH -0,16 WPATH 6,23x10°
Zagreb 0,03

Tabla 13. Coeficientes de la funcion discriminante en R 3.0.1.

A continuacién se muestra los resultados de los principales estadisticos.

Pr en Test de Wilks (igualdad de medias)

Valor F

<2,2x10%®

16,54

Tabla 14. Principales estadisticos en R 3.0.1

3.3. Clasificacidon de los grupos

En las siguientes tablas se muestra los resultados del conjunto de las moléculas

activas y no activas del grupo de entrenamiento, de la validacion cruzada del grupo de

entrenamiento y del grupo test segln los criterios de clasificacion elegidos.

GRUPO ENTRENAMIENTO ACTIVO

CLASIFICACION

N2 MOLECULAS

ACIERTO (%)

ACTIVOS 85 93,40
NO ACTIVOS 6 6,60
TOTAL ACTIVOS 91 100
GRUPO ENTRENAMIENTO NO ACTIVO

CLASIFICACION

N2 MOLECULAS

ACIERTO (%)

NO ACTIVOS 97 99
ACTIVOS 1 1
TOTAL NO ACTIVOS 98 100
TOTAL GRUPO ENTRENAMIENTO 96,30

Tabla 15: Resultados del grupo de entrenamiento en R 3.0.1.
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A continuacion se muestra los resultados de la validacidén cruzada en el grupo de
entrenamiento, donde cada caso se clasifica mediante las funciones derivadas a partir

del resto de los casos.

VALIDACION CRUZADA GRUPO ENTRENAMIENTO ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)

ACTIVOS 83 91,20
NO ACTIVOS 8 5,5
TOTAL ACTIVOS 91 100

VALIDACION CRUZADA GRUPO ENTRENAMIENTO NO ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)

NO ACTIVOS 92 93,90
ACTIVOS 6 6,10
TOTAL NO ACTIVOS 98 100
TOTAL ENTRENAMIENTO VALIDACION 92 60
CRUZADA ’

Tabla 16: Resultados de la validacidn cruzada del grupo de entrenamiento en R 3.0.1.

En los anexos 4 y 5 se detalla los valores en porcentaje de acierto de la validacién

cruzada o a posteriori de cada molécula en su grupo correspondiente.

GRUPO TEST ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)
ACTIVOS 19 90,50
NO ACTIVOS 2 9,50
TOTAL ACTIVOS 21 100
GRUPO TEST NO ACTIVO
CLASIFICACION N2 MOLECULAS ACIERTO (%)
NO ACTIVOS 23 92
ACTIVOS 2 8
TOTAL NO ACTIVOS 25 100
TOTAL GRUPO TEST 91,31

Tabla 17: Resultados del grupo test en 3.0.1.

A continuacion se detalla los valores de la funcién discriminante en el grupo test

activos y no activos (tablas 18 y 19).
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NUMERO MOLECULA CLASIFICACION
1 AMBUROSIDEA A
2 BAICALEIN A
3 BIXIN A
4 BUTEIN A
5 CATIGUANINA A
6 CROCETIN A
7 ELLAGIC ACID A
8 ESCULIN A
9 HISPIDIN A
10 ICARIIN A
11 MIQUELIANIN A
12 MYRICETIN A
13 NARIRUTIN A
14 PHLORIZIN A
15 PINOCEMBRIN N
16 QUERCETAGETIN A
17 RHAMNETIN A
18 SILIBININ A
19 SPERMINE N
20 SWERTIANIN A
21 ASCORBIC ACID A

Tabla 18: Resultados de las moléculas del grupo test activos en 3.0.1.
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NUMERO MOLECULA CLASIFICACION

1 3605 N
2 3614 N
3 6802 N
4 6807 N
5 6810 N
6 6826 A
7 6841 N
8 7272 N
9 7550 N
10 7577 N
11 7588 N
12 7589 N
13 4969 N
14 5052 N
15 5065 N
16 5118 N
17 5140 N
18 5464 N
19 5526 N
20 5580 A
21 5611 N
22 5617 N
23 5647 N
24 5028 N
25 5116 N

Tabla 19: Resultados de las moléculas del grupo test no activos en R 3.0.1.

4. REDES NEURONALES ARTIFICIALES EN SPSS

Se ha realizado el estudio con los 657 indices topoldgicos obtenidos a través
PaDEL-Descriptor.

Se ha utilizado para el aprendizaje de la red un grupo de 189 moléculas, de las
cuales 91 son antioxidantes y 98 no lo son. A partir de aqui, y en base a la particiéon

requerida (70/30) se han distribuido aleatoriamente de la siguiente forma:
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N Porcentaje
Muestra Entrenamiento 132 69,8%
Prueba 57 30,2%
Validos 189 100,0%
Excluidos 0
Total 189

Tabla 20: Resumen de la distribucién de los grupos en redes neuronales artificiales.

En la siguiente tabla se observa el porcentaje de prondsticos incorrectos vy el

error de entropia cruzada de los grupos entrenamiento y prueba.

Entrenamiento Error de entropia 17,389
cruzada
Porcentaje de 3,0%
prondsticos
incorrectos
Regla de parada 1 pasos
utilizada consecutivos sin
disminucion del
error
Tiempo de 00:00:01,154
entrenamiento
Prueba Error de entropia 10,442
cruzada
Porcentaje de 7,0%
prondsticos
incorrectos

Variable dependiente: ANTIOX ACT
Tabla 21: Resultados de las redes neuronales artificiales.

Finalmente, se muestra los porcentajes correctos desglosados por grupo de

compuestos y la actividad antioxidante esperada.
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Pronosticado
Porcentaje

Muestra Observado 0 1 correcto

Entrenamiento O 68 0 100,0%
1 4 60 93,8%
Porcentaje 54,5% 45,5% 97,0%
global

Test (prueba) O 29 1 96,7%
1 3 24 88,9%
Porcentaje 56,1% 43,9% 93,0%
global

Variable dependiente: ANTIOX ACT
Tabla 22: Resultados de los grupos en redes neuronales artificiales.

El resultado en conjunto de este modelo ha alcanzado un porcentaje de acierto
de 95,79%.

El modelo obtenido definitivo contiene 10 capas ocultas. Se ha validado el
modelo con un Unico aprendizaje al haber cumplido con el limite de error establecido.

En los anexos 6 y 7 se puede observar los resultados de las redes neuronales en

SPSS del grupo activos y no activos, respectivamente.

5. RESULTADOS GLOBALES

Los modelos desarrollados, con sus limitaciones, permiten obtener una primera
aproximacion a la potencial actividad antioxidante de las moléculas con un porcentaje
global de acierto de 95,89%.

Asimismo, los resultados obtenidos en el grupo test presentan un porcentaje de

acierto global de 93,03%.

6. BUSQUEDA GUIADA

Una vez realizado el analisis lineal discriminante a través de SPSS y R, el siguiente
paso es obtener los resultados de los descriptores seleccionados en los dos programas
y calcular la puntuaciéon de cada farmaco del Catdlogo de Medicamentos 2013 del

Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos.
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Por lo tanto, en SPSS se ha utilizado la funcion discriminante con 12 indices
topoldgicos, y en R, con 31 indices topoldgicos seleccionados.

Finalmente, introduciremos en el modelo de redes neuronales artificiales de
SPSS los principios activos que hayan sido clasificados como antioxidantes en base al
analisis discriminante de SPSS 6 de R, o de ambos.

En la siguiente tabla (tabla 23) se expone el resultado de los tres modelos de
discriminacion realizados para los farmacos clasificados como antioxidantes en base al
analisis discriminante de SPSS 6 de R, o de ambos (VALOR FD: resultado de la funcién
discriminante; PPROB (%): pseudoprobabilidad de acierto en porcentaje). Los
principios activos se han introducido por orden de aparicion en el Catdlogo de

Medicamentos 2013.
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ANALISIS DISCRIMINANTE | REDES NEURONALES | TOTAL
SPSS R SPSS CLASIF.
FARMACO VALOR FD | CLASIF. | CLASIF. | PPROB (%) | CLASIF. | ACTIVOS

CARBENOXOLONA -0,41 N A 50,3 A 2
FIDAXOMICINA 2,23 A A 90,3 A 3
MESALAZINA 1,82 A A 95,5 A 3
NISTATINA 1,88 A A 99,3 A 3
RIFAXIMINA 0,09 A A 66,8 A 3
SILIBININA 1,70 A A 97,2 A 3
TRIAMCINOLONA 0,26 A N 51 A 2
AC. ACETILSALICILICO 1,70 A A 84 A 3
ATENOLOL 0,07 A N 52,1 A 2
CANDESARTAN -0,06 N A 92,8 A 2
CAPTOPRIL 0,59 A A 87,3 A 3
CELIPROLOL 0,08 A N 26,3 N 1
DIOSMINA 2,07 A A 98 A 3
DOCONEXENTO 1,82 A A 72,8 A 3
EPROSARTAN 0,06 A A 12,6 N 2
ESCINA 0,48 A A 99 A 3
FLUOCINOLONA 0,55 A N 67,9 A 2
FLUVASTATINA 0,31 A A 96,3 A 3
GEMFIBROZILO 1,10 A A 66,6 A 3
ICOSAPENTO 1,62 A A 99,6 A 3
IRBESARTAN -2,65 N A 77,7 A 2
ISOSORBIDA

MONONITRATO 0,14 N A 98,6 A 2
ISOSORBIDA DINITRATO 1,21 A A 98,4 A 3
LABETALOL 0,29 A N 34,2 N 1
LOSARTAN -0,69 N A 56 A 2
NADOLOL 0,68 A N 58,7 A 2
PITAVASTATINA 0,43 A A 95,9 A 3
PRAVASTATINA 0,67 A A 98,3 A 3
TELMISARTAN -0,52 N A 60,5 A 2
TROXERUTINA 1,51 A N 99,5 A 2
VALSARTAN -0,17 N A 74,3 A 2
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ANALISIS DISCRIMINANTE REDES NEURONALES | TOTAL
SPSS R SPSS CLASIF.
FARMACO VALOR FD | CLASIF. | CLASIF. | PPROB (%) | CLASIF. | ACTIVOS
AC. AZELAICO 1,97 A A 98,7 A 3
ACITRETINA 2,72 A A 89,2 A 3
CICLOPIROX 0,22 A N 15 N 1
CLORTETRACICLINA 1,04 A N 71,3 A 2
DIFLORASONA 0,08 A N 51,2 A 2
HIDROQUINONA 1,51 A A 80,5 A 3
MEQUINOL 1,44 A A 72,9 A 3
METRONIDAZOL 1,80 A A 82,9 A 3
MUPIROCINA 0,26 A A 95,6 A 3
NITROFURAL -2,03 N A 75,6 A 2
TRETINOINA 1,88 A A 81,7 A 3
BAZEDOXIFENO 0,11 A N 77,1 A 2
RALOXIFENO 0,09 A N 4,1 N 1
RITODRINA 0,41 A A 66,4 A 3
AC. CLAVULANICO 0,94 A A 68,1 A 3
AMIKACINA 0,66 A N 99,9 A 2
CEFIXIMA -0,64 N A 17,1 N 1
DOXICICLINA 0,73 A N 98,4 A 2
ESTREPTOMICINA 1,37 A N 95 A 2
ETAMBUTOL 1,00 A N 17,1 N 1
FOSFOMICINA 1,78 A A 61,1 A 3
GENTAMICINA -0,23 N A 85,5 A 2
MINOCICLINA 0,56 A N 59,8 A 2
NITROFURANTOINA -2,59 N A 67,2 A 2
RIFABUTINA 0,10 A N 49,8 N 1
RIFAMPICINA 0,57 A A 71,6 A 3
TETRACICLINA 0,73 A N 97 A 2
TIGECICLINA 0,35 A N 54,5 A 2
TOBRAMICINA 1,36 A N 97,6 A 2
ALOPURINOL 0,32 A N 90,3 A 2
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ANALISIS DISCRIMINANTE REDES NEURONALES | TOTAL
SPSS R SPSS CLASIF.
FARMACO VALOR FD | CLASIF. | CLASIF. | PPROB (%) | CLASIF. | ACTIVOS
CAPSAICINA 0,08 A N 30,8 N 1
DEXIBUPROFENO 0,58 A N 75,4 A 2
DEXKETOPROFENO 0,49 A N 50,8 A 2
DIACEREINA 1,04 A A 83,4 A 3
IBUPROFENO 0,58 A N 75,4 A 2
KETOPROFENO 0,49 A N 50,8 A 2
NAPROXENO 0,94 A A 75,5 A 3
ACAMPROSATO 0,38 A A 89,7 A 3
AC. VALPROICO 1,39 A A 96,7 A 3
BACLOFENO 1,12 A A 80,8 A 3
CITICOLINA 0,04 A A 96,6 A 3
FLUVOXAMINA 0,22 A N 74,2 A 2
GABAPENTINA 0,92 A A 65,3 A 3
OXITRIPTAN 1,71 A A 88,2 A 3
PIRISUDANOL 0,86 A N 76 A 2
VIGABATRINA 2,39 A A 69,2 A 3
TINIDAZOL -0,88 N A 68,6 A 2
ACETILCISTEINA 0,73 A A 93,9 A 3
AC. CROMOGLICICO 0,79 A A 97,9 A 3
CARBOCISTEINA 2,29 A A 98,7 A 3
FORMOTEROL 0,56 A N 23 N 1
GUAIFENESINA 1,57 A A 74,9 A 3
MONTELUKAST -0,66 N A 15,2 N 1
NEDOCROMILO 1,09 A A 82 A 3
SALBUTAMOL 0,86 A N 80,2 A 2
SOBREROL 0,72 A A 82,9 A 3
TERBUTALINA 1,27 A A 95,1 A 3
BROMFENACO 0,12 A N 55,8 A 2
CARTEOLOL 0,01 A N 23,9 N 1

Tabla 23: Resultados de la busqueda guiada en los tres modelos.

En el anexo 8 se representa la estructura quimica de los 43 compuestos

clasificados como antioxidantes por los tres modelos utilizados (a excepcién de las

estructuras ya representadas a lo largo del trabajo).
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Resultados

En

farmacoldgicas de los princ

la siguiente tabla (tabla 24) se muestra

las principales actividades

ipios activos que, en uno u otro modelo, se han clasificado

como antioxidantes en relacién a su clasificaciéon anatémica.

GRUPO A: TRACTO ALIMENTARIO Y METABOLISMO

PRINCIPIO ACTIVO

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

CARBENOXOLONA ANTIULCEROSO, ANTIINFLAMATORIO
FIDAXOMICINA ANTIBACTERIANO MACROLIDO INTESTINAL
MESALAZINA ANTIINFLAMATORIO INTESTINAL
NISTATINA ANTIFUNGICO ANTI-CANDIDA

RIFAXIMINA ANTIBACTERIANO INTESTINAL

SILIBININA PROTECTOR HEPATICO

TRIAMCINOLONA

ANTIINFLAMATORIO CORTICOSTEROIDE

GRUPO B:

SANGRE Y ORGANOS HEMATOPOYETICOS

PRINCIPIO ACTIVO

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

ACIDO ACETILSALICILICO

ANTIAGREGANTE PLAQUETARIO, AINE

GR

UPO C: APARATO CARDIOVASCULAR

PRINCIPIO ACTIVO

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

ATENOLOL ANTIHIPERTENSIVO, ANTIARRITMICO, ANTIANGINOSO
CANDESARTAN ANTIHIPERTENSIVO

CAPTOPRIL ANTIHIPERTENSIVO

CELIPROLOL ANTIHIPERTENSIVO, ANTIANGINOSO

DIOSMINA VASOPROTECTOR, ANTIVARICOSO

DOCONEXENTO HIPOLIPEMIANTE

EPROSARTAN ANTIHIPERTENSIVO

ESCINA VASOPROTECTOR, ANTIVARICOSO

FLUOCINOLONA

ANTIINFLAMATORIO CORTICOSTEROIDE

FLUVASTATINA

HIPOLIPEMIANTE

GEMFIBROZIL HIPOLIPEMIANTE
ICOSAPENTO HIPOLIPEMIANTE
IRBESARTAN ANTIHIPERTENSIVO

ISOSORBIDA DINITRATO

ANTIANGINOSO

ISOSORBIDA MONONITRATO

ANTIANGINOSO

LABETALOL ANTIHIPERTENSIVO
LOSARTAN ANTIHIPERTENSIVO
NADOLOL ANTIHIPERTENSIVO, ANTIARRITMICO, ANTIANGINOSO

PITAVASTATINA

HIPOLIPEMIANTE

PRAVASTATINA

HIPOLIPEMIANTE

TELMISARTAN

ANTIHIPERTENSIVO

TROXERUTINA

VASOPROTECTOR, ANTIHEMORROIDAL

VALSARTAN

ANTIHIPERTENSIVO

GRUPO D: TERAPIA DERMATOLOGICA

PRINCIPIO ACTIVO

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

ACIDO AZELAICO

ANTIACNEICO, DESPIGMENTADOR

ACITRETINA

ANTIPSORIASICO, QUERATOLITICO

CICLOPIROX

ANTIFUNGICO
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CLORTETRACICLINA

ANTIBACTERIANO TETRACICLINA

DIFLORASONA

ANTIINFLAMATORIO CORTICOSTEROIDE

HIDROQUINONA

DESPIGMENTADOR

MEQUINOL DESPIGMENTADOR

METRONIDAZOL ANTIBACTERIANO AZOLICO
MUPIROCINA ANTIBACTERIANO

NITROFURAL ANTIBACTERIANO, ANTIPROTOZOARIO
TRETINOINA ANTICANCEROSO

GRUPO G: TERAP

IA GENITOURINARIA (INCL.HORMONAS SEXUALES)

PRINCIPIO ACTIVO

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

BAZEDOXIFENO

INHIBIDOR DE LA RESORCION OSEA

RALOXIFENO

INHIBIDOR DE LA RESORCION OSEA

RITODRINA

ANTIABORTIVO, BRONCODILATADOR

GRUPO J:

TERAPIA ANTIINFECCIOSA, USO SISTEMICO

PRINCIPIO ACTIVO

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

ACIDO CLAVULANICO

ANTIBACTERIANO INHIB. SINTESIS B-LACTAMASAS

AMIKACINA ANTIBACTERIANO AMINOGLUCOSIDO
CEFIXIMA ANTIBACTERIANO CEFALOSPORINA
DOXICICLINA ANTIBACTERIANO TETRACICLINA
ESTREPTOMICINA ANTIBACTERIANO AMINOGLUCOSIDO
ETAMBUTOL ANTITUBERCULOSO

FOSFOMICINA ANTIBACTERIANO

GENTAMICINA ANTIBACTERIANO AMINOGLUCOSIDO
MINOCICLINA ANTIBACTERIANO TETRACICLINA
NITROFURANTOINA ANTIBACTERIANO USO UROLOGICO
RIFABUTINA ANTITUBERCULOSO

RIFAMPICINA ANTITUBERCULOSO

TETRACICLINA ANTIBACTERIANO TETRACICLINA
TIGECICLINA ANTIBACTERIANO TETRACICLINA
TOBRAMICINA ANTIBACTERIANO AMINOGLUCOSIDO

GRUPO M: SISTEMA MUSCULOESQUELETICO

PRINCIPIO ACTIVO

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

ALOPURINOL ANTIGOTOSO
CAPSAICINA ANALGESICO
DEXIBUPROFENO AINE
DEXKETOPROFENO AINE

DIACEREINA ANTIRREUMATICO
IBUPROFENO AINE
KETOPROFENO AINE

NAPROXENO AINE

GRUPO N: SISTEMA NERVIOSO

PRINCIPIO ACTIVO

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

ACAMPROSATO ANTIALCOHOLISMO
ACIDO VALPROICO ANTIAPILEPTICO

BACLOFENO RELAJANTE MUSCULAR

CITICOLINA NOOTROPICO, VASODILATADOR CEREBRAL
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FLUVOXAMINA ANTIDEPRESIVO ISRS
GABAPENTINA ANTIEPILEPTICO
OXITRIPTAN ANTIDEPRESIVO
PIRISUDANOL VASODILATADOR CEREBRAL
VIGABATRINA ANTIEPILEPTICO

GRUPO P: ANTIPARASITARIOS, INSECTICIDAS Y REPELENTES
PRINCIPIO ACTIVO ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
TINIDAZOL AMEBICIDA, TRICOMONICIDA

GRUPO R: APARATO RESPIRATORIO

PRINCIPIO ACTIVO ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
ACETILCISTEINA MUCOLITICO
ACIDO CROMOGLICICO ANTIASMATICO, ANTIALERGICO
CARBOCISTEINA MUCOLITICO
FORMOTEROL ANTIASMATICO, BRONCODILATADOR
GUAIFENESINA EXPECTORANTE
MONTELUKAST ANTIASMATICO, BRONCODILATADOR
NEDOCROMILO ANTIALERGICO
SALBUTAMOL ANTIASMATICO, BRONCODILATADOR
SOBREROL EXPECTORANTE, MUCOLITICO
TERBUTALINA ANTIASMATICO, BRONCIDILATADOR

GRUPO S: ORGANOS DE LOS SENTIDOS

PRINCIPIO ACTIVO ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
BROMFENACO AINE OFTALMICO
CARTEOLOL ANTIGLAUCOMA

Tabla 24. Actividad farmacoldgica de los 43 principios activos seleccionados.

7. ESTUDIO EXPERIMENTAL

7.1. Inhibicion de la peroxidacidn lipidica

7.1.1. Seleccion de las moléculas

Se han seleccionado 11 moléculas para realizar el estudio de medicién de la
inhibicién de la peroxidacion lipidica. Los criterios de eleccién se han basado en los
resultados primordialmente y teniendo en cuenta la disponibilidad en el laboratorio de
los mismos asi como el coste econdmico. Asimismo, se ha ensayado también otros

compuestos con lineas abiertas de investigacién en nuestro Departamento.
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7.1.2. Captopril

H;C

HS @)

o)
N ‘J\\\\

Figura 21: Estructura quimica del captopril.
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Figura 22: Recta de regresion MDA:captopril.

Se ha observado una disminucion de un 15,81% en el porcentaje de la

concentracion MDA en la muestra de mayor concentracién de captopril (10uM).

102



Resultados

7.1.3. Nistatina

\H, OH
OH
Figura 23: Estructura quimica de la nistatina.
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Figura 24: Recta de regresion MDA:nistatina.

Se ha observado una disminucion de un 15,16% en el porcentaje de Ia

concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de nistatina (10uM).
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7.1.4. Atenolol

HoN

Figura 25: Estructura quimica del atenolol.
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Figura 26: Recta de regresion MDA: atenolol.

Se ha observado una disminucién de un 1,93% en el porcentaje de la

concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de atenolol (10uM).
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7.1.5. Simvastatina

HO, o

CH;

HsC”

Figura 27: Estructura quimica de la simvastatina.

100 ¢
80
£60 -
< r
S 40
y =-3,9243x + 90,626
20 R2 = 0,8346
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Simvastatina (uM)

Figura 28: Recta de regresion MDA: simvastatina.

Se ha observado una disminucion de un 51,97% en el porcentaje de la

concentracién MDA en la muestra de mayor concentracion de simvastatina (10uM).
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7.1.6. Sertralina

CH,
NH

Cl
Cl

Figura 29: Estructura quimica de la sertralina.
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Figura 30: Recta de regresion MDA: sertralina.

Se ha observado una disminucion de un 26,47% en el porcentaje de la

concentracion MDA en la muestra de mayor concentracién de sertralina (10uM).
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7.1.7. Progesterona
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Figura 31: Estructura quimica de la progesterona.
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Figura 32: Recta de regresion MDA: progesterona.

Se ha observado una disminucion de un 20,55% en el porcentaje de la

concentracion MDA en la muestra de mayor concentraciéon de progesterona (10uM).
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7.1.8. 5-fluorouracilo (5-FU)

HN

O N
H

Figura 33: Estructura quimica del 5-FU.
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Figura 34: Recta de regresion MDA: 5-FU.

Se ha observado una disminucion de un 24,11% en el porcentaje de la

concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de 5-FU (10uM).
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7.1.9. S-81 (6-(difluorofenilmetil)-3-(2,4,6-trifluorofenil)-pirimidin-2,4(1H,3H)-

Dione.

Figura 35: Estructura quimica del S-81.
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Figura 36: Recta de regresion MDA: S-81.

Se ha observado una disminucion de un 10,83% en el porcentaje de la

concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de S-81 (10uM).
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7.1.10. S-86 (3-(2-cloroetil)-6-(difluorofenilmetil)-pirimidin-2,4(1H,3H)-

diona)
@]
N NH
o Z
FF
Figura 37: Estructura quimica del S-86.
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Figura 38: Recta de regresion MDA: S-86.

Se ha observado una disminucion de un 58,12% en el porcentaje de Ia

concentracién MDA en la muestra de mayor concentracion de S-86 (10uM).
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7.1.11. S-123 (6-(Difluorofenilmetil)-3-(4-trifluorometoxifenil)-pirimidin-
2,4(1H,3H)- diona

OCF;

Figura 39: Estructura quimica del S-123.
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Figura 40: Recta de regresion MDA: S-123.

Se ha observado una disminucién de un 44,61% en el porcentaje de la

concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de S-123 (10uM).
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7.1.12. Acido lipoico

OH

Figura 41: Estructura quimica del acido lipoico.
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Figura 42: Recta de regresion MDA: acido lipoico.

Se ha observado una disminucion de un 7,4% en el porcentaje de la

concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de acido lipoico (10uM).
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7.2. Estudio de la capacidad antioxidante

Se ha elegido, de los principios activos clasificados como antioxidantes por al
menos dos de los tres modelos, 6 moléculas para realizar el estudio de la capacidad
antioxidante. También se ha estudiado la capacidad antioxidante del 5-fluoruracilo y
del acido lipoico.

El disolvente elegido para preparar los patrones y las muestras ha sido el
dimetilsulféxido (DMSO) por motivos de solubilidad de los compuestos y de acuerdo
con la normativa de uso del kit del fabricante.

Se ha calculado la capacidad antioxidante en TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) para los 8 compuestos a una concentracion situada dentro de los limites de
la recta patrén del Trolox. Esta concentracién ha sido de 0,31 mM.

En la siguiente tabla se exponen los resultados (tabla 25).

Compuesto TEAC (mM)*
Atenolol 0,10
Captopril 0,64
Hidroquinona 0,96
Doxiciclina 0,93
Nistatina 0,72
Acido azelaico 0,51
5-Fluoruracilo 0,68
Acido lipoico 0,32

*TEAC (mM): mM de trolox equivalentes a 1 mM del compuesto
Tabla 25. Resultados del estudio de la capacidad antioxidante
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A continuacion se presenta la estructura quimica de la doxiciclina (figura 43). Las
figuras de las estructuras quimicas de la hidroquinona y el acido azelaico se encuentran

en el anexo 8.

OH o) OH o) o)
OH
“ "
OH
H H
Cl CH, OH N
H3C/ \CH3

Figura 43: Estructura quimica de la doxiciclina.
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1. CONSIDERACIONES FINALES ACERCA DE LOS ANTIOXIDANTES

Predecir la actividad antioxidante de las moléculas se ha convertido en los
ultimos afios en un gran reto en el dmbito académico e industrial, una vez conocido el
papel del estrés oxidativo en diversas patologias multifactoriales como el cancer, la
diabetes, las enfermedades neurodegenerativas, las enfermedades cardiovasculares,
etc.

Sin embargo, este reto requiere conocer exactamente los aspectos fisico-
quimicos que dirigen esta actividad. Desde un punto de vista quimico, los
antioxidantes son capaces de ceder electrones a especies reactivas como son los
radicales libres, entre otras. No obstante, existen ain muchos interrogantes acerca de
como ejercen su papel en el organismo. Diversos autores se preguntan cémo es
posible predecir la actividad antioxidante en sistemas naturales multifasicos, si la
mayoria de los estudios se realizan en soluciones artificiales homogéneas (Laguerre et
al., 2014).

Existe mucha informacién en relacién a las biodisponibilidades de los distintos
antioxidantes y qué factores estan implicados en las mismas. La presencia de hidratos
de carbono en la molécula, las reacciones de acilacidon y esterificacion influyen
significativamente en el proceso de absorcién de los compuestos fendlicos (Scalbert et
al., 2000). Otro factor que influye en la biodisponibilidad es la presencia de alimentos
(grasas, fibras) en el tracto gastrointestinal (Ratnam et al., 2006). Por otro lado, se ha
propuesto que determinados antioxidantes como los flavonoides y otros compuestos
fendlicos podrian ejercer su actividad preventiva en el tracto gastrointestinal sin
necesidad de absorcion (Halliwell, 2000).

Otro interrogante es conocer cual es el destino final de los antioxidantes una vez
han ejercido su accién. En este tipo de reacciones, si una molécula es reducida, otra
tiene que ser oxidada (antioxidante). De distintos estudios (Jacob, 1995) con
antioxidantes, se puede deducir que varias enzimas estan implicadas en el destino de
estos compuestos oxidados, llevando en muchos casos a la regeneracidon de los
mismos. De esta forma, se podria deducir que a menudo los antioxidantes actian de

una forma sinérgica junto a otros (Ndhala et al, 2010).
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Por otro lado, la inmensa mayoria de publicaciones cientificas se limita a
determinar los efectos beneficiosos de los antioxidantes y sélo unas pocas determinan
la toxicidad de los mismos (Bast et al., 2002).

En cuanto a los diversos metaanalisis realizados para evaluar los beneficios de la
suplementacién con vitaminas y antioxidantes, muchos de sus autores reflexionan
acerca del importante papel de los procesos oxidativos en el correcto funcionamiento
celular y del estado inicial oxidativo de los individuos estudiados. Al administrar dosis
altas de antioxidantes, en comparacién con las de una adecuada ingesta dietética, se
podria atenuar estos beneficiosos procesos oxidativos. Esto podria ser una explicacion
razonable del porqué estos meta-andlisis en muchas ocasiones no presentan
resultados a favor del uso de antioxidantes para prevenir diversas patologias (Farbstein
etal., 2010).

Finalmente, son necesarios mas estudios para conocer en detalle de cada
compuesto antioxidante la biodisponibilidad, absorcion, farmacocinética y
metabolismo. El futuro en la investigacion debe explicar cémo las interacciones vy

sinergismos observados in vitro se trasladan al organismo (Ndhala et al, 2010).

2. OBTENCION DE LOS FICHEROS .MOL Y CALCULO DE iINDICES TOPOLOGICOS

La herramienta de internet ChEBI 6 EMBL y el Index Merck han proporcionado
satisfactoriamente los archivos en formato MDL Molfile de todas las moléculas del
estudio. Estas son:

- 189 moléculas del grupo de entrenamiento.

- 46 moléculas del grupo test.

- Todas las incluidas en el Catdlogo de Medicamentos 2013 excepto las
eliminadas inicialmente en base a los criterios previamente expuestos (aprox. 2500
moléculas).

El calculo de los indices topoldgicos para todas las moléculas incluidas en el
estudio, demuestra la robustez, fiabilidad y facil manejo del programa abierto PaDEL-
Descriptor. Esto es fundamental en un estudio como este, donde se ha trabajado con

un gran numero de datos.
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3. DISCRIMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

3.1. SPSS

Se han seleccionado 657 indices topoldgicos de 21 tipos distintos del programa
PaDEL-Descriptor para obtener la funcién lineal discriminante.

Se han utilizado 91 moléculas con reconocida actividad antioxidante y 98 sin
dicha actividad previamente reconocida (grupo de entrenamiento) para obtener,
mediante numerosos entrenamientos, la funcion lineal discriminante.

Asimismo, se han utilizado 21 moléculas con reconocida actividad antioxidante y
25 sin dicha actividad previamente reconocida (grupo test) para validar la funciéon
lineal discriminante.

Como criterio de clasificacion se han elegido como potenciales antioxidantes
aquellas moléculas con valor de la funcidn discriminante superior a cero.

La funcidn discriminante resultante es:

FD = 28,545 + 0,196C3SP2 + 0,402nHBd + 0,136nHdsCH + 0,115nsCH3 + 5,589nssSe +
2,706minHsOH - 2,891minHssNH + 5,784mindS -58,288ETA_EPSILON_3 -
10,584ETA_Psi_1 — 0,202 nHBAcc + 1,364topoShape

Los parametros estadisticos (Autovalor: 4,082, Correlacion candnica: 0,896, A de
Wilks: 0,197 y Chi-cuadrado de A de Wilks: 293,45), junto a la concordancia de las
predicciones, permiten validar la funcién discriminante lineal.

La funcidon discriminante obtenida permite, con 12 variables, realizar una
correcta clasificacién de los compuestos en el grupo de entrenamiento, con
porcentajes de acierto del 94,5% en las moléculas del grupo de entrenamiento activo y
del 94,9% en las moléculas del grupo de entrenamiento no activo. La validacidon
cruzada global ha sido del 93,64%.

Al utilizar esta funcion en el grupo test, se ha obtenido un acierto del 95,24% en
las moléculas del grupo test activo y de un 92% en el grupo test no activo.

El rango de puntuacion ha oscilado entre 3,84 y -4,23, lo que indica el ajuste de la
funcién, teniendo en cuenta la presencia de 12 variables y 189 moléculas utilizadas.

La funcién discriminante nos proporciona informacion topoldgica de gran
utilidad al indicar qué descriptores contribuyen de forma positiva o negativa a la

actividad antioxidante.
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Se observa como los indices C3SP2, nHBd, nHdsCH, nsCH3, nssSe, minHsOH,
mindS y toposhape contribuyen de forma positiva en las moléculas a presentar
actividad antioxidante. Los siete primeros de estos indices son descriptores
electrotopoldgicos y nos facilitan informacion del estado topoldgico y electrénico de
cada atomo.

De igual forma, los indices minHssNH, ETA_epsilon_3, ETA_Psi_1 y nHBAcc
contribuyen de forma negativa en las moléculas a presentar actividad antioxidante.

Los indices C3SP2 y nHdsCH nos informan acerca de la presencia de dobles
enlaces en el atomo de carbono, susceptibles por tanto de ceder electrones vy
comportarse como agentes reductores. Ejemplos de antioxidantes con varios enlaces
dobles en su estructura quimica son los tocotrienoles y los carotenoides.

Los indices nHBd y nHBAcc nos indican la presencia de atomos donantes de
enlaces de hidrégeno y 4tomos aceptores de enlaces de hidrégeno, respectivamente.
La presencia de estos atomos potencialmente donantes de enlaces de hidrégeno hace
posible que la molécula pueda ceder electrones y comportarse como antioxidante. La
presencia de dtomos potencialmente aceptores de enlaces de hidréogeno hace posible
que la molécula pueda captar electrones y comportarse como oxidante.

Los descriptores nsCH3, nssSe, minHsOH, mindS y minHssNH hacen referencia a
atomos o grupos funcionales con un papel relevante, que intervienen en la posible
actividad antioxidante.

El descriptor nsCH3 indica el recuento de E-estados de tipo de atomos —CH3. El
grupo metilo (—CH3) estd muy presente en el conjunto de las moléculas y su
coeficiente en la funcién indica un peso menos relevante, si bien determinados
antioxidantes como los carotenoides presentan numerosos grupos metilo.

El descriptor nssSe indica el recuento de E-estados de tipo de atomo —Se —. El
atomo de selenio contribuye favorablemente a disminuir el estrés oxidativo en nuestro
organismo al formar parte de la enzima glutatién peroxidasa, la cual es una
selenoproteina con uno o mas residuos de selenocisteina. Ejemplos de antioxidantes
con un atomo de selenio son el ebselen y al acido metilselénico.

El descriptor minHsOH representa el minimo E-estado de tipo de atomos —OH-.

Para desarrollar su accidn antioxidante, se cree que el grupo hidroxilo aporta un atomo
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de hidrogeno a la molécula reducida. En los flavonoides, por ejemplo, estos grupos
hidroxilo juegan un papel esencial en su actividad antioxidante.

El descriptor minHssNH representa el minimo E-estado de tipo de atomos —NH-,
el cudl en este estudio presenta una contribucién negativa, posiblemente por el mayor
numero de compuestos no activos en el grupo de entrenamiento en nuestra seleccién
inicial que presentan este grupo funcional —NH- frente al grupo de compuestos activos.

El descriptor mindS representa el minimo E-estado de tipo de atomo =S. El
atomo de azufre también puede contribuir a la accidon antioxidante como en el caso de
la tiourea.

El descriptor ETA_Epsilon_3 es una medida general de la electronegatividad de la
molécula. La electronegatividad, como medida de la capacidad de un dtomo de atraer
electrones, contribuye negativamente a la capacidad antioxidante, pues estos atomos
se comportan como oxidantes (ganan electrones).

El descriptor ETA_Psi_1 representa la relacién entre la predisposicidon a formar
enlaces de hidrégeno de la molécula y el drea de la superficie polar. En la ecuacién
también contribuye negativamente a la actividad antioxidante.

Por ultimo, el descriptor topoShape es una medida de la forma molecular.

3.2.R3.0.1

Se han depurado exhaustivamente el conjunto de indices topoldgicos del PaDEL-
Descriptor con el fin de obtener en R una serie de variables que el programa aceptara
como independientes. Finalmente, se ha elegido trabajar con 31 descriptores. Es de
resaltar, que los indices o descriptores topoldgicos son como su nombre indica,
descriptores. Esto implica que en muchos casos, como puede ser el nimero de atomos
de carbono o de hidréogeno, o el niumero de enlaces puedan ser colineales en una
misma molécula. Esto lleva a un manejo de informacién redundante. Por otro lado,
muchos indices son transformaciones matematicas simples o complejas de otros, si
bien es cierto, que en determinadas situaciones pueden ser muy utiles para predecir

mejor los comportamientos quimicos o biolégicos de las moléculas.
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Al igual que en SPSS, se han utilizado 91 moléculas con reconocida actividad
antioxidante y 98 sin dicha actividad previamente reconocida (grupo de
entrenamiento) para obtener la funcién lineal discriminante.

Asimismo, se han utilizado 21 moléculas con reconocida actividad antioxidante y
25 sin dicha actividad previamente reconocida (grupo test) para validar la funcién
lineal discriminante.

Como criterio de clasificaciéon se ha elegido como potenciales antioxidantes
aquellas moléculas con valor de la funcién discriminante superior a cero.

De los 31 coeficientes obtenidos, 14 de ellos contribuyen de forma positiva a la
actividad antioxidante.

Los principales estadisticos obtenidos (Pr en test de Wilks < 2,2 x107° y el valor F
de 16,54), junto a la concordancia de las predicciones, permiten validar la funcién
discriminante lineal.

La funcion discriminante obtenida permite, con 31 variables, realizar una
correcta clasificacién de los compuestos en el grupo de entrenamiento, con
porcentajes de acierto del 93,4% en las moléculas del grupo de entrenamiento activo y
del 99% en las moléculas del grupo de entrenamiento no activo. La validacion cruzada
global ha sido del 92,60%.

Al utilizar esta funcidn en el grupo test, se ha obtenido un acierto del 90,5% en

las moléculas del grupo test activo y de un 92% en el grupo test no activo.

3.3. Redes neuronales artificiales en SPSS

Se han seleccionado 657 indices topoldgicos de 21 tipos distintos del programa
PaDEL-Descriptor para obtener la funcidn lineal discriminante.

Se han utilizado 91 moléculas con reconocida actividad antioxidante y 98 sin
dicha actividad previamente reconocida (grupo de entrenamiento) para obtener el
modelo que nos permita introducir los principios activos clasificados como
antioxidantes en el analisis lineal discriminante.

En este estudio, no se ha introducido el grupo test en la red neuronal con el fin
de hacer comparable este modelo con los otros dos anteriores. En todo caso, la red

aleatoriza los grupos con la particion deseada (en nuestro caso, 70% grupo de
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entrenamiento y 30% grupo prueba), de tal forma que no es del todo comparable al no
conocer los aleatorizacion de los grupos.

Se ha elegido un modelo de red adecuado en base a otros estudios previos,
eligiendo el perceptrén multicapa, la escala de covariables normalizada y un nimero
maximo de 50 unidades en la capa oculta.

Los resultados obtenidos han sido similares a los obtenidos con los otros dos
modelos, con un porcentaje de acierto de 97% en el grupo de entrenamiento, y un
93% en el grupo prueba. Es de resefiar, como se puede observar en el anexo 5y 6, que
el resultado obtenido en el grupo de entrenamiento activo es de 92,3% mientras que
en el grupo de entrenamiento no activo es de 98,97%, con tan sélo un dato
inesperado.

Por lo tanto, el uso de redes neuronales enriquece los otros dos modelos y nos

permite validar los resultados obtenidos previamente.

3.4 Comentarios finales

El objetivo del estudio realizado es novedoso en cuanto a la obtencién de una
funcién discriminante general capaz de clasificar la potencial actividad antioxidante del
conjunto de moléculas. Como se ha comentado anteriomente, la utilizacidon de las
técnicas QSAR en el estudio de la actividad antioxidante se ha dirigido a familias
quimicas especificas o bien, a la revision de estos estudios. Recientemente se han
realizado dos interesantes aproximaciones en las que mediante la seleccién de
determinados descriptores topoldgicos se estudio la capacidad predictiva de bloquear
los radicales libres en un grupo de varias familias estructurales de antioxidantes (Pérez-
Garrido et al., 2012; Fatemi et al., 2013).

La seleccién de las moléculas antioxidantes en la base de datos ChEBI mediante
la introduccién del término de busqueda “antioxidants” obtuvo 251 moléculas. Se
eliminaron las moléculas con el mismo inicio de nombre, por ejemplo, se seleccioné un
solo compuesto de la familia quercetina en lugar de cinco. También se eliminaron los
farmacos que figuraban como antioxidantes para no corromper el modelo pues

posteriormente iban a ser evaluados.
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El uso del programa PaDEL-Descriptor ha sido de una inestimable ayuda,
teniendo en cuenta su acceso libre y gratuito. Frente a los casi 5000 indices del
programa Dragon, PaDEL-Descriptor ha satisfecho con creces las necesidades del
presente estudio. Quiero resaltar en este momento también la gratuidad del programa
estadistico R 3.0.1 y su gran ayuda en nuestro cometido.

La utilizacion conjunta del analisis discriminante en dos modelos (SPSS y R)
obedece a varios motivos. El primero y mds importante, ha sido la dificultad de
obtener una correcta funcidon discriminante en nuestro programa estadistico
disponible (SPSS), como comento en el siguiente parrafo. El modelo complementario
con el programa estadistico R 3.0.1 nos ha permitido reforzar el modelo basado en el
analisis discriminante. Se ha conseguido validar los nuevos procesos de discriminaciéon
propuestos con el empleo de una red neuronal artificial, en comparacién con otro
como el andlisis discriminante, ampliamente utilizado en analisis QSAR y con
resultados satisfactorios. Ademads, si los resultados son aceptables por los tres
métodos, dispondriamos de un triple criterio de discriminacion de la actividad
antioxidante buscada, con lo que el posterior proceso de seleccion de estructuras con
tedrica actividad antioxidante seria mucho mas restrictivo y con mayores garantias de
éxito.

Fijando la atencién en la dificultad en SPSS de encontrar una correcta funcion
discriminante cabe sefialar que la mayoria de pruebas realizadas con distintos nimero
de moléculas antioxidantes y no antioxidantes presentaban como resultados funciones
discriminantes con un niumero de variables excesivo (en algunos casos superiores a 20
descriptores topoldgicos) (Garcia-Domenech et al., 1998). Ademas, muchos de los
descriptores carecian de relevancia en nuestro conjunto de moléculas. De los 657
indices utilizados, cientos de ellos presentaban valores en un nimero muy escaso de
moléculas o incluso presentaban valor cero en el conjunto de las moléculas. El
programa estadistico, en muchas ocasiones, incluia estos descriptores residuales en la
funcién discriminante, lo que obligaba a reformular continuamente la funcién o
eliminar descriptores. En otras ocasiones, en las que se redujo el nimero de indices
topoldgicos a menos de cien, se obtenian valores positivos para todas las moléculas,

con la consiguiente nula capacidad discriminante (posiblemente por un incorrecto
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equilibrio en la seleccién de los indices) 6 bien, presentaba de nuevo un nimero de
indices excesivamente elevado.

Por otro lado, nuestro universo de moléculas cuenta con un alto grado de
heterogeneidad desde el punto de vista de las estructuras quimicas, como queda
reflejado en el apartado “tipos de antioxidantes” de la introduccién. Muchas de las
moléculas conocidas a nivel general o académico (trolox, glutation, ebselen, etc.)
disponen de grupos quimicos muy concretos, y estos estdn muy relacionados con su
actividad antioxidante (Wu et al., 1990; Douglas, 1987; Schewe, 1995). Por ejemplo, el
atomo de azufre se ha presentado en el grupo de estudio con tres tipos de enlaces
distintos (-S-, =S, -SH). La ecuacion, en muchos casos ha superado esta barrera, como
en el caso, por ejemplo del glutation. Este, a pesar de presentar un grupo —SH (y no
figurar en la funcion discriminante un descriptor electrotopoldgico basado en el grupo
—SH) ha presentado un valor 1,39 en la funcién. Otro ejemplo es el acido dihidrolipoico
con dos grupos —SH en su estructura y un valor de 1,14 en la funcién. En cuanto al
numero de variables o descriptores puede parecer excesivo, pero el objetivo de
desarrollar una ecuacion general que prediga la actividad antioxidante, ha requerido la
introduccion de determinados descriptores que se relacionan directamente con grupos
funcionales quimicos en las moléculas. Como se ha comentado, no se han incluido dos
descriptores electrotopoldgicos relacionados con el azufre (-S, -SH) y un descriptor
relacionado con el selenio (=Se).

En cuanto al signo positivo o negativo de los distintos descriptores, la
interpretacidon del signo negativo del descriptor minHssNH ha sido compleja. Una
posible explicacidon podria ser la incorrecta aleatorizacion de las moléculas en ambos
grupos, activos y no activos. Volviendo la vista atrds, se aprecia una presencia
claramente superior de grupos —NH en el grupo de entrenamiento no activos. Sin
embargo, en pocos antioxidantes de los seleccionados en el grupo de entrenamiento
activos se encontraba un grupo -NH. La media de los valores en los grupos diferia
significativamente pero el mayor niumero de valores en el grupo de no activos puede
haber incidido en el signo. Esto nos ha llevado a decidir finalmente la inclusion del 5-
fluorouracilo (5-FU), que presenta dos grupos —NH- en su estructura quimica, y otros

derivados de uracilo fluorados (con un Unico grupo —NH- en su estructura quimica) en
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nuestro estudio experimental. Inicialmente, se estudié la capacidad de inhibicién de la
peroxidacion lipidica (determinacion de MDA) del 5-FU. En vista al resultado observado
(disminucidn de un 24,11% en el porcentaje de la concentracién MDA en la muestra de
mayor concentraciéon de (10uM)), se decidié incluir otros derivados de uracilo
fluorados (S-81, S-86 y S-123) con un solo grupo —NH. De hecho, los resultados han
sidode un 10,83%, 58,12% y 44,61%, respectivamente.

Otro aspecto interesante, ha sido el valor numérico de los descriptores en la
funcién. La presencia de una constante de 28,545 y de dos indices topoquimicos
ETA_Epsilon_3 y ETA_Psi_1 con valores -58,288 y -10,584, respectivamente, la
interpretamos como un ajuste compensatorio en la funcién. De igual forma valoramos
la presencia del descriptor topoShape (forma topoldgica). De hecho, es llamativo, en
una ecuacion con 12 variables, la presencia de todos los valores en un rango
comprendido entre 3,84 y -4,23. Este rango de puntuacion tan estrecho ha sido el que
finalmente nos ha llevado a clasificar como antioxidantes a todas las moléculas con
valores superiores a cero en la funcién, en consonancia con la experiencia previa del
grupo de trabajo de no descartar valores cercanos al limite establecido, si se disponian
de factores positivos para justificar su inclusion.

En cuanto a R 3.0.1, utilizado después de SPSS, ha puesto de manifiesto la
importancia en la depuracion de datos y en la seleccidn inicial de los descriptores antes
de empezar su uso. Muchos estudios, de hecho, se centran en un nimero reducido de
descriptores desde el inicio (Garcia-Domenech et al., 2010; Mérida et al., 2013). Como
se ha comentado anteriormente, muchos descriptores son funciones lineales de otros
tantos, llevando a la redundancia. La seleccién de indices se realizé en base a los
resultados obtenidos en SPSS y la inclusidon de los descriptores electrotopolégicos que
representaran correctamente los grupos quimicos relacionados con la actividad
antioxidante.

A diferencia de SPSS, R es un programa exigente y sensible, que no permite
valores perdidos (procedentes de los resultados de PaDEL-Descriptor en un archivo de
salida de datos tipo Excel) siendo por tanto mucho mas restrictivo. R 3.0.1, como
programa estadistico utilizado fundamentalmente por estadisticos (tedricos y

aplicados), requiere de unos minimos conocimientos de programacion que han sido
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adquiridos a lo largo del presente estudio. Por ejemplo, la introduccidon de comandos
requiere de unas nociones bdsicas de un léxico de programacién similar al empleado
por Java. Como ventaja, ofrece una mayor transparencia en los resultados, muy
superior a SPSS. La herramienta esta testada y ampliamente reconocida por la
comunidad cientifica.

Por otro lado, R 3.0.1 también ha mostrado un coeficiente negativo para el
descriptor minHssNH.

En cuanto al uso de redes neuronales artificiales, ha sido un empefio de nuestro
grupo de trabajo validar el analisis discriminante con otra herramienta estadistica. El
objetivo ha sido aproximarnos al uso de esta herramienta poco conocida en
profundidad y en muchos campos de la investigaciéon poco utilizada, como es el caso
de la Topologia Molecular. Sin embargo, esta herramienta se ha utilizado
extensamente en otros ambitos como por ejemplo en ingenieria de procesos, de
software, robodtica, estudios socioecondmicos, etc. Las caracteristicas de la red
neuronal (particidon de los grupos, nimeros de capas ocultas, nimero de aprendizajes,
etc.), que el usuario puede realizar segun su criterio, han sido elegidas lo mas
adecuadamente posible en base a los estudios disponibles en Topologia Molecular
previamente revisados (Murcia-Soler et al., 2004; Murcia-Soler et al., 2003 A; Murcia-
Soler et al., 2003 B; Aoyama et al., 1990; Salt et al., 1992). A diferencia del andlisis
discriminante, las redes neuronales artificiales permiten establecer relaciones no
lineales pero el mecanismo utilizado es complejo y poco transparente en cuanto al
mecanismo interno de cdlculo. Se ha trabajado con los 657 descriptores iniciales y no
hemos presentado los pesos sindpticos de las variables porque no aportan informacion
relevante al modelo. Al igual que el analisis discriminante en SPSS, las redes
neuronales han dado pesos sindpticos cercanos al 100% a variables con muy pocos
valores en el conjunto de moléculas. Por ejemplo, el descriptor nP (nimero de atomos
de fosforo en la molécula) sélo presenta dos valores distintos a cero en el conjunto de
las 189 moléculas del grupo de entrenamiento. Como ventaja, pueden obtener
funciones no lineales a diferencia de los modelos clasicos obtenidos mediante analisis

lineal discriminante.
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El resultado global obtenido con los tres modelos realizados ha sido de un
95,89% en cuanto a porcentaje de acierto de la actividad antioxidante. El modelo, con
sus limitaciones, permite obtener una primera aproximacion a la potencial actividad
antioxidante de las moléculas. Si bien, cualquiera de los tres modelos empleados ha
superado con creces el 94% de acierto global (andlisis lineal discriminante SPSS:
94,71%, analisis lineal discriminante R: 96,30%, redes neuronales artificiales SPSS:
97%).

Asimismo, los resultados obtenidos en el grupo test (analisis lineal discriminante
SPSS: 93,48%, analisis lineal discriminante R: 92,60%, redes neuronales artificiales
SPSS: 93%) presentan un porcentaje de acierto global de 93,03%.

El modelo combinado obtenido, junto a posibles futuras optimizaciones, puede
considerarse un adecuado e interesante punto de partida para su aplicacién a grandes
bases de datos moleculares y la posterior seleccién de nuevos compuestos capaces de
inhibir la peroxidacidn lipidica. Por lo tanto, puede ser una herramienta valida para el
grupo de investigacién de nuestro Departamento (Mérida et al., 2014: Miranda et al.,
2007: Almansa et al., 2013: Mérida et al., 2013, Miranda et al., 2010, Bosch-Morell et
al., 1996).

4. BUSQUEDA GUIADA

Con las dos funciones discriminantes calculadas se ha obtenido la clasificacion de
la tedrica actividad antioxidante del conjunto de principios activos seleccionados
inicialmente del Catdlogo de Medicamentos 2013.

Se ha pretendido estudiar el maximo numero de principios activos posible,
introduciendo el grupo J (Terapia Antiinfecciosa, uso sistémico) y el grupo N (Sistema
Nervioso) junto al resto de grupos terapéuticos. No se ha estudiado el grupo L (Terapia
Antineoplasica y Agentes Inmunomoduladores), el grupo V (Varios) y los compuestos
fisioldgicos como aminodcidos, vitaminas, etc.

Un total de 90 principios activos han sido clasificados como antioxidantes en uno

de los dos modelos (SPSS y R) de analisis discriminante.
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El andlisis mediante SPSS ha presentado 77 resultados positivos mientras que el
anadlisis en R ha presentado 57 resultados positivos. En 43 principios activos han
coincidido ambos modelos en la clasificacién como activos.

Al validar estos 90 principios activos en el modelo obtenido con las redes
neuronales artificiales se han obtenido 79 resultados positivos.

Finalmente, los tres modelos utilizados han coincidido en la clasificacion de
antioxidantes en 43 principios activos. Este dato subraya la fiabilidad conjunta de los
modelos desarrollados al ser validados también como antioxidantes en las redes
neuronales. Asimismo, otros 36 principios activos han sido clasificados como
antioxidantes en dos modelos.

Por grupos terapéuticos, 23 farmacos pertenecen al grupo C (Aparato
Cardiovascular), 15 farmacos estan incluidos en el grupo J (Terapia Antiinfecciosa, uso
sistémico), 11 pertenecen al grupo D (Terapia Dermatoldgica), 10 fdrmacos pertenecen
al grupo R (Aparato Respiratorio), 9 farmacos pertenecen al grupo N (Sistema
Nervioso), 8 farmacos estan incluidos en el grupo M (Sistema Musculoesquelético), 7
estan incluidos en el grupo A (Tracto Alimentario y Metabolismo), 3 farmacos son del
grupo G (Terapia Genitourinaria), 2 formacos pertenecen al grupo S (Organos de los
Sentidos), 1 farmaco pertenece al grupo B (Sangre y Organos Hematopoyéticos) y otro
farmaco pertenece al grupo P (Antiparasitarios, Insecticidas y Repelentes).

Centrando la atencidn en el grupo C (Aparato Cardiovascular), se observan varias
familias quimicas de compuestos con resultados positivos en el presente trabajo.
Estos son B-bloqueantes, antagonistas de angiotensina Il, estatinas, inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (IECA) y acidos grasos poliinsaturados.

El uso de terapia antihipertensiva e hipolipemiante, incluyendo varias lineas de
tratamiento, se ha relacionado con la reduccién del estrés oxidativo. Al disminuir la
tension arterial, la terapia antihipertensiva disminuye el estrés oxidativo asociado a
esta patologia (Khanna et al.,, 2008). De igual forma sucede en patologias
cardiovasculares en presencia de tratamiento hipolipemiante (Puttananjaiah M.K. et
al., 2011). Nuestro modelo pretende clasificar en base a su estructura quimica a las
moléculas como potenciales antioxidantes o no. Este mecanismo directo antioxidante

se uniria al derivado de su mecanismo de accion farmacoldgica.
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A continuacién, paso a comentar los resultados obtenidos expresando los
mismos de acuerdo a la siguiente forma: andlisis lineal discriminante en SPSS (valor de
la funcién discriminante, clasificacién), analisis lineal discriminante en R (clasificacion)
y redes neuronales artificiales (pseudoprobabilidad de presentar actividad
antioxidante, clasificacion). (A = activo, N = no activo).

Ejemplo: Atenolol (analisis lineal discriminante en SPSS (0,07, A), analisis lineal
discriminante en R (N) y redes neuronales artificiales (52,1, A).

Los B-bloqueantes atenolol (0,07, A; N; 52,1, A), celiprolol (0,08, A; N; 26,3, N),
nadolol (0,68, A; N; 58,7, A) y carteolol (0,01, A; N; 23,9, N), junto al resto de farmacos
del grupo, han sido estudiados en relacion a sus propiedades antioxidantes (Gomes et
al., 2006).

Candesartan (-0,06,N; A; 92,8, A), eprosartan (0,06, A; A; 12,6, N), irbesartan (-
2,65, N; A; 77,7, A), losartan (-0,69, N; A; 56, A), telmisartan (-0,52, N; A; 60,5, A) y
valsartan (-0,17, N; A; 74,3, A) son antagonistas de angiotensina Il. Hay numerosos
articulos que comentan sus propiedades antioxidantes (Ilvanov et al., 2014). En el caso
de candesartan, se ha sugerido también un mecanismo directo antioxidante
independiente de la inhibicién del receptor de angiotensina I, mediante la reduccién
de la expresidon de TNF (factor de necrosis tumoral) (Chen et al., 2008).

Las estatinas ha sido un grupo farmacolégico con resultados positivos en nuestro
modelo en el caso de fluvastatina (0,31, A; A; 96,3, A), pitavastatina (0,43, A; A; 95,9,
A) y pravastatina (0,67, A; A; 98,3, A). Se ha estudiado ampliamente el efecto
antioxidante de las estatinas por vias independientes a la reduccién del colesterol
total. Las estatinas presentan actividad antioxidante in vitro frente a los radicales
hidroxilo y peroxilo. Simvastatina presentd el mejor resultado antioxidante frente a los
radicales hidroxilo (Franzoni et al., 2003). Otros autores han estudiado la actividad
antioxidante del grupo con diversos mecanismos de accion como la reduccién en la
circulacion de las LDL oxidadas, reduccion del dafio endotelial mediante la promocién
de la sintesis de o6xido nitrico, antagonismo de los efectos pro-oxidantes de la
angiotensina Il y la endotelina-1 (Davignon et al., 2004; Beltowski, 2005).

También se ha estudiado la inhibicién de la peroxidacion lipidica y el bloqueo de

radicales hidroxilo en varias estatinas. Simvastatina y lovastatina mostraron los
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mejores resultados en ambos casos. Se ha destacado el papel preventivo de las
estatinas en la reduccion del estrés oxidativo asociado a la enfermedad cardiovascular.
En el caso de simvastatina se obtuvo un descenso de la peroxidacién lipidica del 38%
(Puttananjaiah M.K. et al., 2011).

En otro estudio se midié el nivel plasmatico de MDA en ratas tras la
administracion de simvastatina a distintas dosis durante 10 dias. El tratamiento a altas
dosis (50 mg/Kg/dia) obtuvo un descenso del 63% en los niveles plasmaticos de MDA
(Lovric et al, 2008).

Se ha estudiado el potencial antioxidante en el grupo de los inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (IECA). En un trabajo in vitro, captopril (0,59, A;
A; 87,3, A) obtuvo los mejores resultados del grupo de IECA en el ensayo quimico
(Benzie E.F., 1998). Este dato esta en concordancia con nuestro modelo. Por otro lado,
captopril y enalapril aumentaron las defensas antioxidantes en tejidos de ratones,
incrementando las defensas tanto enzimdticas como no enzimaticas (De Cavanagh et
al., 1997).

El mecanismo de accién de los acidos grasos omega-3 doconexento (1,82, A; A;
72,8, A) e icosapento (1,62, A; A; 99,6, A) es muy diverso, cuya base principal es una
reduccion de la proporcion omega-6 ; omega-3 en el organismo. Esto se traduce en
una reduccién de la sintesis de triglicéridos en el higado, aumento de la beta-oxidaciéon
en los peroxisomas hepaticos, reduccion de la sintesis de tromboxano A,, reducciéon de
la sintesis enddégena de agentes quimiotacticos, estabilizacion de las placas
aterosclerdticas, etc. Se ha demostrado el efecto antioxidante tras la administracion
de estos acidos grasos en numerosos estudios (Kesavulu et al, 2002; Arnal et al.,,

2010)).

En el grupo terapéutico D han sido clasificados como antioxidantes 11 principios
activos.

El acido azelaico (1,97, A; A; 98,7, A) presenta la capacidad de inhibir la
hidroxilaciéon de compuestos aromaticos y la peroxidacién del acido araquiddnico
debida al radical hidroxilo (Passi et al., 1991). Se ha realizado un estudio con ratones

alimentados con una dieta rica en grasas en los que la administracién intragdstrica
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posterior de acido azelaico recuperd los niveles de glucosa, insulina, triglicéridos vy
marcadores hepaticos, renales y de peroxidacion lipidica a valores cercanos a la
normalidad (Muthulakshmi et al., 2013).

Respecto a la hidroquinona (1,51, A; A; 80,5, A), diversos estudios ponen de
manifiesto su actividad antioxidante (Bang et al, 2008). Un estudio realizado con
diversos compuestos fendlicos con el ensayo ABTS de estudio de la capacidad
antioxidante puso de manifiesto la indicacién de este ensayo para detectar
compuestos antioxidantes pero los autores concluyen que el ensayo no permite inferir
relaciones de estructura-actividad entre los distintos compuestos (Nenadis et al.,
2004). Otro estudio midié la actividad antioxidante de los agentes despigmentantes
hidroquinona y su derivado arbutina mediante el ensayo ABTS y ORAC (oxygen radical
absorbance capacity) con resultados positivos (Takebayashi et al., 2010). En otro
trabajo utilizando el ensayo TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), los autores
concluyeron que la hidroquinona no reacciona bien con el ABTS (2,2'- Azino-di-[3-

ethylbenzthiazoline sulphonate]) (Arts et al., 2003).

Ademas, es de destacar que un total de 23 principios activos son antiinfecciosos
distribuidos en tres grupos terapéuticos (A, Dy J).

Se ha sugerido en numerosas ocasiones la actividad antioxidante de doxiciclina.
Un estudio demostro el papel protector de doxiciclina frente a convulsiones inducidas
por pilocarpina en ratas. Este estudio puso de manifiesto una reduccion en los
aminodcidos excitatorios glutamato y aspartato y una reducciéon en el aminoacido
inhibidor GABA. Asimismo, se evidencié una disminucion de la peroxidacion lipidica y
un aumento de la actividad antioxidante (Nogueira et al, 2011). Otro estudio
demuestra el papel protector de doxiciclina en diabetes provocada por
estreptozotocina en ratas (Atalay et al., 2011).

Como ejemplo, también se ha sugerido la actividad antioxidante de rifampicina
(0,57, A; A, 71,6, A), tetraciclina (0,73, A; N; 97, A) y minociclina (0,56, A; N; 59,8, A)
(Wasil et al., 1988; Kraus et al., 2005).
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5. ESTUDIO EXPERIMENTAL

5.1. Inhibicion de la peroxidacion lipidica y estudio de la capacidad

antioxidante

La actividad real de inhibicidn de la peroxidacién lipidica de cualquier xenobidtico
estd sujeta a su farmacocinética. Es decir, el xenobidtico debe presentar una correcta
liberacion, absorcién y distribucidn con el fin de acceder correctamente a la biofase.

Por otro lado, el estudio de la capacidad antioxidante total se refiere a la
actividad antioxidante intrinseca de cada molécula, y en nuestro caso se ha elegido
entre varios ensayos posibles el Antioxidant Assay kit, de Cayman Chemical Company.
El método se basa en la habilidad de los antioxidantes de la muestra para inhibir la
oxidacion de ABTS (2,2'- Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate]) a ABTS® por la
metmioglobina (Koracevic et al., 2001; Rice-Evans et al., 1994). En todo caso, este
método, como otros, presenta sus limitaciones en cuanto a la reactividad de los
antioxidantes frente a los reactivos utilizados (Miller et al., 1997).

A continuacidn, se comentan brevemente las principales caracteristicas de cada
principio activo con el objetivo de evaluar su hipotética actividad antioxidante a través

de la inhibicion de la peroxidacién lipidica y su actividad antioxidante per se.

Captopril (0,59, A; A; 87,3, A) es un inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA). Se utiliza en el tratamiento de la hipertensién arterial, la
insuficiencia cardiaca, la nefropatia diabética y el post-infarto de miocardio. Ademas
del mecanismo de accion principal, comparte otros mecanismos reforzadores como
reducir la hipertrofia ventricular, efecto antiarritmico, disminucién de la agregacién
plaquetaria, actividad antiaterogénica, entre otras. Presenta una unién a proteinas
plasmaticas del 25-30% y una gran distribucién tisular. Se metaboliza parcialmente en
el higado, formandose metabolitos inactivos. Se elimina en un 95% en orina, 40-50%
como captopril inalterado.

Se ha observado una disminucién de un 15,81% en el porcentaje de la

concentracién MDA en la muestra de mayor concentracion de captopril (10uM).
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A la concentracion analizada (0,31 mM) en el estudio de la capacidad
antioxidante 1 mM de captopril equivalen a la actividad antioxidante de 0,64 mM de
Trolox.

Estos resultados demuestran la actividad antioxidante intrinseca de captopril, el
Unico inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) clasificado como
antioxidante por nuestros modelos y estd en concordancia con los estudios

comentados en la discusidn de la busqueda guiada.

En cuanto a nistatina (1,88, A; A; 99,3, A) la busqueda bibliografica en bases de
datos electrénicas de “nystatin” y los términos “antioxidant”, “antioxidant activity”,
“lipid peroxidation”, “TEAC” o “ABTS” no ha ofrecido resultados relevantes. Nistatina
parece presentar actividad antioxidante, si bien es cierto que se requieren dosis mas
altas de las utilizadas normalmente en terapéutica para obtener concentraciones
plasmaticas eficaces. Se ha propuesto la posibilidad de utilizar formulaciones lipidicas
de nistatina para el manejo de las infecciones fungicas invasoras (Hossain, 2000).

Nistatina (es un fungicida que pertenece al grupo de los macrélidos poliénicos,
que se aisla de cultivos de Streptomyces noursei. Actua alterando la permeabilidad de
las membranas del hongo, al formar canales idnicos con los mismos. Presenta un
amplio espectro antifungico, incluyendo levaduras (Candida spp) y dermatofitos. Se
utiliza en la profilaxis y tratamiento de la candidiasis orofaringea y candidiasis
intestinal. Presenta una baja biodisponibilidad sistémica.

Se ha observado una disminucion de un 15,16% en el porcentaje de la
concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de nistatina (10uM).

A la concentracién analizada (0,31 mM) en el estudio de la capacidad
antioxidante 1 mM de nistatina equivalen a la actividad antioxidante de 0,72 mM de

Trolox.

Atenolol (0,07, A; N; 52,1, A) es un B-blogueante cardioselectivo ampliamente
utilizado en terapéutica con actividad antihipertensiva, antianginosa, antiarritmico tipo
Il. Ejerce estas acciones a través de multiples mecanismos mediados por su accién B-

bloqueante. El grado de unidon a proteinas plasmaticas es del 3-5% y penetra
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escasamente en los tejidos debido a su baja liposolubilidad. Presenta escaso o nulo
metabolismo hepatico y se elimina por orina en un 80%.

Se ha observado una disminucion de un 1,93% en el porcentaje de la
concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de atenolol (10uM).

A la concentracion analizada (0,31 mM) en el estudio de la capacidad
antioxidante 1 mM de atenolol equivalen a la actividad antioxidante de 0,1 mM de
Trolox.

En ambos ensayos experimentales atenolol presenta una baja actividad
antioxidante. Ademas, su clasificacion como antioxidante (0,07, A; N; 52,1, A) es muy

ajustada.

Simvastatina (-0,31, N; N; -, -) ha sido seleccionado para el estudio experimental
por disponibilidad y por presentar un resultado positivo como potencial antioxidante
en el trabajo preliminar.

Simvastatina es un hipolipemiante que actua inhibiendo la sintesis de colesterol
al bloquear el enzima hidroximetilglutarilCoA-reductasa (HMG-CoA), implicada en la
sintesis del acido mevaldnico, precursor del colesterol. Reduce marcadamente los
niveles de colesterol total (30-35%), de LDL (40%) y de triglicéridos (18%). También
aumenta de un 5-20% los niveles de HDL. Simvastatina es un profdarmaco que se
metaboliza en el higado a su derivado acido beta hidroxilado. Presenta una elevada
union a proteinas plasmaticas (>95%) y fundamentalmente se elimina por heces.

Se ha observado una disminucion de un 51,97% en el porcentaje de la
concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de simvastatina (10uM).

Los resultados obtenidos son similares a los descritos por la literatura cientifica,

tal como aparece en la discusién de la busqueda guiada.

El acido azelaico (1,97, A; A; 98,7, A) o acido nonanodioico es un acido
dicarboxilico saturado de cadena lineal. Se encuentra en la naturaleza en el trigo, el
centeno y la cebada. En la piel es producido por el hongo Malassezia furfur

(Pityrosporum ovale) bajo determinadas circunstancias (Mendez-Tovar, 2010). Se
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utiliza en forma tépica como queratolitico y en el tratamiento del acné, melasma y
melanoma maligno.

A la concentracion analizada (0,31 mM) en el estudio de la capacidad
antioxidante 1 mM de 4cido azelaico equivalen a la actividad antioxidante de 0,51 mM
de Trolox.

La busqueda bibliografica en bases de datos electrénicas de “azelaic acid” y los

términos “TEAC” o “ABTS” no ha ofrecido resultados.

La hidroquinona (1,51, A; A; 80,5, A) o 1,4-dihidroxibenceno se utiliza en
trastornos dermatolégicos como el melasma vy lentigo solares. Origina
despigmentacién reversible de la piel al inhibir la oxidacidon enzimatica de la tirosina y
otros procesos enzimaticos en los melanocitos. Por via sistémica resulta téxica con
efectos adversos similares a los provocados por el fenol. Por via tdpica se utiliza en
concentraciones que oscilan entre el 2 y el 4%.

A la concentracién analizada (0,31 mM) en el estudio de la capacidad
antioxidante 1 mM de hidroquinona equivalen a la actividad antioxidante de 0,96 mM
de Trolox.

Este resultado demuestra la capacidad antioxidante de hidroquinona, sugerida

también por los estudios comentados en la discusion de la busqueda guiada.

Doxiciclina (0,73, A; N; 98,4, A) es un antibidtico bacteriostatico del grupo de las
tetraciclinas que actua interfiriendo la sintesis proteica bacteriana. Presenta un amplio
espectro antibacteriano. Presenta una biodisponibilidad oral del 93%, se distribuye
practicamente por todos los tejidos, se metaboliza una pequefia fraccion en el higado y
se elimina en heces (50 a 80%) y orina (30%).

A la concentracién analizada (0,31 mM) en el estudio de la capacidad
antioxidante 1 mM de doxiciclina equivalen a la actividad antioxidante de 0,93 mM de
Trolox.

La busqueda bibliografica en bases de datos electrdnicas de “doxycycline” y los

términos “TEAC” o “ABTS” no ha ofrecido resultados.
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Sertralina (-2,56, N; N; -, -) ha sido seleccionado para el estudio experimental por
disponibilidad y por presentar un resultado positivo como potencial antioxidante en el
trabajo preliminar.

Se ha estudiado en varias ocasiones la influencia de los ISRS (inhibidores
selectivos de la recaptacién de serotonina, entre ellos la sertralina) en el estrés
oxidativo. Diversos estudios apuntan a una reduccion en los niveles de MDA al estudiar
la peroxidacién lipidica en estos compuestos. En el caso particular de sertralina se
observd una disminucién en los niveles cerebrales de MDA en torno a un 30 y un 40%
(Abdel et al., 2011). Dos estudios reflejaron resultados similares al anteriormente
citado durante tres meses de tratamiento con sertralina (Bilici et al., 2001; Khanzode
et al., 2003). Otro estudio en ratas puso de manifiesto un aumento en los valores de
MDA en plasma vy tejido cerebral tras el tratamiento agudo con sertralina, mientras
qgue no se observaron diferencias significativas en la administracion crénica (Battal et
al., 2014).

Sertralina es un antidepresivo inhibidor de la recaptaciéon de serotonina por
parte de la membrana presinaptica neural. Se utiliza tanto en el manejo farmacoldgico
de la depresidn como en trastornos obsesivos compulsivos y en estrés postraumatico.
Presenta una amplia absorcién y una unién a proteinas plasmaticas del 98%. Se
metaboliza extensamente en el higado y se excreta con las heces y orina en igual
proporcion.

Se ha observado una disminucion de un 26,47% en el porcentaje de la
concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de sertralina (10uM).

En la literatura cientifica existen diferencias en relaciéon a la actividad de la

sertralina en la disminucion de los niveles de MDA.

Progesterona (-2,74, N; N; -, -) se ha incluido en el estudio por presentar
actualmente una linea de investigacidén abierta en nuestro Departamento en relacién
a su papel neuroprotector en la retinosis pigmentaria (Allen et al., 2014). Ademas,
diversos estudios confirman la reduccidn de la peroxidacién lipidica en el trauma

cerebral tratado con progesterona (Bayir et al., 2004; Roof et al., 1997)
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Progesterona es un progestageno natural producido por el cuerpo luteo y la
placenta a partir del tercer mes gestacional. Presenta actividad antiestrogénica,
antiandrogénica y antigonadotrdfica. Se utiliza en distintas indicaciones como
suplementacion, en prevencién de aborto espontaneo, en trasplante de évulos y en
infertilidad femenina.

Se ha observado una disminucion de un 20,55% en el porcentaje de la

concentracién MDA en la muestra de mayor concentracion de progesterona (10uM).

En relacién a la linea de investigacion abierta en nuestro Departamento, se ha
decidido incluir en el estudio experimental cuatro derivados de uracilo con el fin de
valorar su capacidad antioxidante. Es de destacar los resultados negativos en los tres
modelos de estas cuatro moléculas. Una posible explicacion sea la contribucidn
negativa en ambas funciones discriminantes del descriptor electrotopolégico
minHssNH. El 5-FU, por ejemplo, presenta dos grupos —NH- en su estructura. Por otra
parte, otros derivados de uracilo como el propiltiouracilo (presente en nuestro grupo
de entrenamiento activos) han demostrado presentar cierta capacidad antioxidante
(Wiktorska et al., 2005).

Los analogos fluorados en posicion C-5 y C-6 presentan propiedades muy
interesantes como farmacos y agroquimicos (Fustero et al., 2006). Los analogos de
uracilo fluorados en C-5 presentan actividad antineoplasica (5-fluorouracilo y su
familia) (Rooney et al., 1985). En tanto que los andlogos fluorados en posicién C-6
presentan actividad herbicida, insecticida y acaricida (Yagi et al., 2000; Grossman et al.,
2010; Fustero et al., 2008; Mérida et al., 2013).

Como se ha comentado en la introduccidn, el cancer es per se una enfermedad
inductora de estrés oxidativo. Esta se debe fundamentalmente a las alteraciones
metabdlicas de las células neoplasicas, la infiltracidn tumoral por células inflamatorias,
la malnutricion y los tratamientos oncoldgicos especificos. En principio, los efectos
téxicos del estrés oxidativo sobre las células normales podrian contrarrestarse con el
uso de antioxidantes; sin embargo, estos podrian anular los efectos nocivos del estrés
oxidativo sobre las células neoplasicas e impedir la apoptosis. Asi pues, hoy por hoy no

existe suficiente evidencia cientifica que apoye el uso de antioxidantes en pacientes
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con cancer (Vinas et al., 2012). De hecho, algunos estudios ponen en entredicho los
tedricos beneficios de los antioxidantes para prevenir el cancer, sugiriendo incluso,
que podrian presentar efectos adversos (Bjelakovic et al., 2004; Bjelakovic et al., 2007;
Papaioannou et al., 2011).

En concreto, un estudio publicado en 2014 demostré que la combinacidon de
antioxidantes y 5-FU resulté perjudicial para los pacientes con cdncer de colon. La
activacion de la via de c-Src, un proto-oncogen que pertenece a la familia de tirosina
guinasas no receptoras, se ha observado en aproximadamente el 50% de los tumores
de colon, higado, pulmén, mama y pdncreas. En todos ellos, la activacién de c-Src
conduce a la promocién de la supervivencia, la angiogénesis, la proliferacion y la
invasién de las vias, y en ultima instancia el crecimiento aberrante de tumores en los
canceres. El estudio citado puso de manifiesto que 5-FU induce la generacién de
especies reactivas de oxigeno a través de la activacidon de Scr, lo que conlleva la
apoptosis de las células cancerigenas. Sin embargo, la administracidon de antioxidantes
bloqued la activacién de Scr, disminuyendo la apoptosis de las células cancerigenas (Fu
etal., 2014).

5-fluoruracilo o 5-FU (-1,79, N; N; -, -) 0 es un antineoplasico antimetabolito de la
base pirimidinica uridina. Actia como falso sustrato en el proceso de sintesis de los
constituyentes esenciales de los acidos nucleicos, provocando la sintesis de un ADN
andmalo. Esta indicado en una gran variedad de tumores. Se utiliza por via oral o IV. Se
absorbe a nivel intestinal de forma errdtica y se distribuye rdpidamente por el
organismo. Se metaboliza en higado dando lugar a su metabolito activo siendo
eliminado por varios mecanismos.

Se ha observado una disminucion de un 24,11% en el porcentaje de la
concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de 5-FU (10uM).

A la concentracién analizada (0,31 mM) en el estudio de la capacidad
antioxidante 1 mM de 5-FU equivalen a la actividad antioxidante de 0,68 mM de

Trolox.
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S-81 (-2,40, N; N; -, -). Se ha observado una disminucién de un 10,83% en el
porcentaje de la concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de S-81

(10uMm).

S-86 (-2,61, N; N; -, -). Se ha observado una disminucién de un 58,12% en el
porcentaje de la concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de S-86

(10uMm).

S$-123 (-2,72, N; N; -, -). Se ha observado una disminucion de un 44,61% en el
porcentaje de la concentracién MDA en la muestra de mayor concentracion de S-123
(10uM).

Los valores de disminucidn en el porcentaje de la concentracién de MDA de estos
derivados de uracilo son muy significativos. Varios estudios han centrado su atencién
en la actividad antioxidante de diversos derivados de uracilo (Akhatova et al., 2011;

Spanou et al., 2011).

El acido lipoico (0,18, A; A; -, -) se ha incluido en el estudio experimental como
referencia o patrdon del resto de compuestos. Ademas, el grupo de investigacion del
Departamento presenta una elevada experiencia en el estudio de la actividad
antioxidante del mismo (Miranda et al., 2010; Johnsen-Soriano et al., 2008). Es un
antioxidante contrastado (Powers et al., 1999; Mérida et al, 2014) con varios
mecanismos descritos como el bloqueo de radicales libres y el reciclaje de otros
antioxidantes a su forma inicial antioxidante, como la vitamina C, E y el glutatidon
(Akpinar et al., 2007).

Un estudio ha demostrado el papel protector del acido R/S-a-lipoico en ratas en
el desarrollo de estrés oxidativo y en la aparicién de cambios metabdlicos inducidos
por una dieta rica en fructosa (Castro et al., 2013).

Un trabajo describe un analisis biolégico para medir la capacidad antioxidante de
varios compuestos, entre ellos el acido lipoico, utilizando la respuesta de
Saccharomyces cerevisiae al detenimiento de su crecimiento inducido por compuestos

oxidantes. Los resultados del acido lipoico fueron negativos para el bloqueo de estos
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oxidantes pero indujeron una respuesta intracelular positiva frente a los oxidantes. Los
autores sugieren la posibilidad de que se deba al ciclo de su estructura con dos dtomos
de azufre unidos y la falta de un grupo tiol libre (que presenta su forma reducida, el
acido dihidrolipoico), que desempefaria la actividad antioxidante. Por otro lado,
sugieren también la posibilidad de que el sistema redox acido lipoico/acido
dihidrolipoico se hubiera utilizado para regenerar el resto de antioxidantes (Wu et al.,
2011).

Otro estudio también comenta la superior actividad antioxidante del acido
dihidrolipoico frente al acido lipoico por la presencia del grupo —SH libre (Zhao et al.,
2011).

El 4cido lipoico es un compuesto organosulfurado que deriva del &acido
octanoico. Contiene dos atomos de azufre unidos mediante un puente disulfuro. El
enantiomero R-(+)-acido lipoico es un cofactor esencial de cuatro complejos
enzimaticos mitocondriales. Se utiliza clasicamente como antioxidante en suplementos
nutricionales.

Se ha observado una disminucion de un 7,4% en el porcentaje de la
concentracion MDA en la muestra de mayor concentracion de acido lipoico (10uM).

A la concentracién analizada (0,31 mM) en el estudio de la capacidad
antioxidante 1 mM de acido lipoico equivalen a la actividad antioxidante de 0,32 mM
de Trolox.

En ambos estudios el acido lipoico no ha presentado una actividad antioxidante
muy significativa, quiza debido a su mecanismo de accién fundamentalmente bioldgico

(Packer et al., 1995).
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Conclusiones

Las conclusiones del presente trabajo han sido las siguientes:

- El uso de los descriptores topoldgicos utilizados de las moléculas y el
tratamiento estadistico basado en el analisis lineal discriminante, tanto en SPSS como
en R, han demostrado ser una herramienta eficiente para la clasificacién de

compuestos con potencial actividad antioxidante.

- El uso de redes neuronales artificiales en SPSS para la validacion de los modelos

basados en el andlisis lineal discriminante ha sido satisfactorio.

- La combinacidn de los distintos modelos ha puesto de manifiesto la posible
actividad antioxidante per se de numerosos principios activos incluidos en el Catdlogo

de Medicamentos 2013, algunas reflejadas en la literatura cientifica.

- Los resultados experimentales de los compuestos seleccionados, tras realizar la
busqueda en el Catdlogo de Medicamentos 2013, del estudio de la inhibicion de la
peroxidacidn lipidica manifiestan una reduccién significativa de la peroxidacién lipidica
(>15%) a una concentracion de 10 uM en nistatina y captopril, a diferencia del atenolol
(<2%). Los otros compuestos estudiados también a una concentracién de 10 uM han
reducido en un grado variable la peroxidacidn lipidica (S-86: 58%, simvastatina: 52%, S-
123: 45%, sertralina: 26%, 5-FU: 24%, progesterona: 21%, S-81: 11% y acido lipoico:
7%).

- Los resultados experimentales de los compuestos seleccionados, tras realizar la
busqueda en el Catdlogo de Medicamentos 2013, del estudio de la capacidad
antioxidante expresados en TEAC reflejan una actividad antioxidante muy similar al
trolox en hidroquinona (0,96) y doxiciclina (0,93), algo menor en nistatina (0,72),
captopril (0,64) y acido azelaico (0,51), y claramente inferior en el caso del atenolol
(0,1). 5-FU (0,68) y el acido lipoico (0,32) también han presentado una moderada

actividad antioxidante respecto al trolox.
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Anexos

Anexo 1. Equivalencias numero Index Merck y nombre quimico de las moléculas.

NUMERO NOMBRE QUIiMICO

6 (S)-3-(1H-indol-3-yl)-2-(methylamino)propanoic acid

21 2-((4-((4-aminophenyl)sulfonyl)phenyl)amino)acetic acid

28 1,2-dihydroacenaphthylene

50 N-(5-sulfamoyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl)acetamide

73 N-((5-amino-2-((4-aminophenyl)sulfonyl)phenyl)sulfonyl)acetamide
1181 benzyl 2-hydroxybenzoate
1226 *

1502 3-(2-(dimethylamino)ethyl)-1H-indol-5-ol

1910 1-(10-(3-(4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl)propyl)-10H-phenothiazin-2-yl)propan-1-one
1920 methyl 4-methyl-3-(2-(propylamino)propanamido)thiophene-2-carboxylate

2579 (1R,2S,7S,8S)-8-isopropyl-1,3-dimethyltricyclo[4.4.0.02,7]dec-3-ene

2624 3-(1-(furan-2-yl)-3-oxobutyl)-4-hydroxy-2H-chromen-2-one

2630 2H-chromen-2-one

2844 *E
3059 dibenzyl phosphorochloridate
3095 A name could not be generated for this structure.

3259 5,5-dimethyl-3-oxocyclohex-1-en-1-yl dimethylcarbamate

3260 5,5-dimethyloxazolidine-2,4-dione

3267 2-((3-butylisoquinolin-1-yl)oxy)-N,N-dimethylethanamine

3272 2-(2-(dimethylamino)ethoxy)ethyl 10H-phenothiazine-10-carboxylate

3279 N,N-dimethyl-4-(phenyldiazenyl)aniline

3285 7,12-dimethyltetraphene

3364 N,N-dimethyl-2,2-diphenylacetamide

3550 1-(2-((4-chlorobenzyl)oxy)-2-(2,4-dichlorophenyl)ethyl)-1H-imidazole

3560 O-ethyl S,S-diphenyl phosphorodithioate

3597 1-(2-ethoxyethyl)-2-(4-methyl-1,4-diazepan-1-yl)-1H-benzo[d]imidazole
3605 1-((S)-2-(((S)-1-ethoxy-1-oxo-4-phenylbutan-2-yl)amino)propanoyl)pyrrolidine-2-carboxylic acid
3614 6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-6,9-methanobenzo[e][1,3,2]dioxathiepine 3-oxide
4144 4-(2-(3,5-diethoxyphenoxy)ethyl)morpholine

4969 4-chloro-N-(2-methylindolin-1-yl)-3-sulfamoylbenzamide

4971 9-(3-(isopropylamino)propyl)-9H-fluorene-9-carboxamide

4996 5-(1-(1H-indol-3-yl)ethyl)-2-(methylamino)oxazol-4(5H)-one

4999 2-(4-(1-oxoisoindolin-2-yl)phenyl)propanoic acid

5009 cyclohexane-1,2,3,4,5,6-hexayl hexanicotinate

5028 3-(3-amino-2,4,6-triiodo-N-phenylbenzamido)propanoic acid

5052 5-chloro-7-iodoquinolin-8-ol

5063 5,7-diiodoquinolin-8-ol

5065 (S)-2-amino-3-(4-hydroxy-3-iodophenyl)propanoic acid

5116 indoline-2,3-dione

5118 N-isopropylpyrimidin-2-amine

5140 8,9,12,12a-tetrahydro-1H-pyrano[4',3":4,5]azepino[3,2,1-hilindol-3(11H)-one
5201 6-(dimethylamino)-5-methyl-4,4-diphenylhexan-3-one

5213 3,5,5-trimethylcyclohex-2-enone
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5219
5221
5223
5241
5338
5343
5355
5464
5526
5580
5611
5617
5647
5908
6188
6218
6231
6254
6265
6798
6802
6804
6807
6810
6814
6819
6826
6829
6841
6845
7031
7034
7047
7058
7064
7069
7071
7072
7084
7092
7272
7550
7577
7588
7589
7966

N,N-dimethyl-2-(10H-phenothiazin-10-yl)propan-1-amine
4-amino-N,N-diisopropyl-N-methyl-4-oxo-3,3-diphenylbutan-1-aminium
4-(2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyclopent-1-en-1-yl)butan-2-one

isoquinoline

2,6-dimethylpyrimidin-4-amine
N-ethyl-2-(2-hydroxy-2,2-diphenylacetoxy)-N,N-dimethylethanaminium
N-(4-ethoxyphenyl)-2-hydroxypropanamide

4-methylquinoline

(1R,2S,4R,5S)-1,2,3,4,5,6-hexachlorocyclohexane
2-(6-(2-hydroxy-2-phenylethyl)-1-methylpiperidin-2-yl)-1-phenylethanone
7-chloro-5-(2-chlorophenyl)-3-hydroxy-1-methyl-1H-benzo[e][1,4]diazepin-2(3H)-one
2-chloro-11-(4-methylpiperazin-1-yl)dibenzo[b,f][1,4]oxazepine
(55,10bR,12S)-12-methyl-2,3,4,4a,5,6-hexahydro-1H-5,10b-propano-1,7-phenanthroline
2-methyl-2-propylpropane-1,3-diyl dicarbamate

2-(m-tolylcarbamoyl)benzoic acid
(E)-6-(2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-yl)vinyl)-4-methoxy-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one
7-chloro-2-methyl-4-oxo-3-(o-tolyl)-1,2,3,4-tetrahydroquinazoline-6-sulfonamide
10-chloro-11b-(2-chlorophenyl)-3-methyl-2,3,7,11b-tetrahydrobenzo[floxazolo[3,2-d][1,4]diazepin-6(5H)-one
bis(4-(dimethylamino)phenyl)methanone
(13S,17S)-17-ethynyl-13,17-dimethyl-6,7,8,13,14,15,16,17-octahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3(2H)-one
2,2'-(piperidine-2,6-diyl)bis(1-phenylethanone)

6-(dimethylamino)-4,4-diphenylhexan-3-one

3-(pyrrolidin-2-yl)pyridine

4,4-diphenyl-6-(piperidin-1-yl)hexan-3-one
(13S,17R)-17-hydroxy-13-methyl-17-vinyl-6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3(2H)-one
N1,N1-diethylpentane-1,4-diamine
(4S,7S)-4-(furan-3-yl)-5-hydroxy-1,7-dimethyldecahydroquinolizin-5-ium
8-(hydroxymethyl)-6,11-dimethyloxazolo(5,4,3-ij]pyrido[3,2-glquinoline-4,10(2H,11H)-dione
perfluorocyclobutane

octan-2-ylhydrazine

%k %k %
(13S,17S)-4,17-dihydroxy-13-methyl-6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3(2H)-on
6,7-bis(2-(diethylamino)ethoxy)-4-methyl-2H-chromen-2-one
1-(3-(4-benzhydrylpiperazin-1-yl)propyl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-one
2-(2-(diethylamino)ethoxy)ethyl 2-ethyl-2-phenylbutanoate

methyl (5-(phenylsulfinyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)carbamate
(2)-1-(2,4-dichlorophenyl)-2-(1H-imidazol-1-yl)ethanone O-(2,4-dichlorobenzyl) oxime
5,6-dimethyl-2,3-dihydro-1,4-dithiine 1,1,4,4-tetraoxide

2-oxothiazolidine-4-carboxylic acid
2,3,5-trichloro-N-(3,5-dichloro-2-hydroxyphenyl)-6-hydroxybenzamide
5-ethyl-5-(pentan-2-yl)pyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione

picene

1-((6-hydrazinylpyridazin-3-yl)(methyl)amino)propan-2-ol
6-(2-(4-methoxyphenyl)-1H-benzo[d]imidazol-5-yl)-5-methyl-4,5-dihydropyridazin-3(2H)-one
1-(1-(4,4-bis(4-fluorophenyl)butyl)piperidin-4-yl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-one
N,N-dimethyl-3-(10H-phenothiazin-10-yl)propan-1-amine
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7970 N,N-dimethyl-1-(10H-phenothiazin-10-yl)propan-2-amine

7987 N-(3,4-dichlorophenyl)propionamide

8001 isopropyl phenylcarbamate

8005 oxetan-2-one

8014 1-(10-(3-(dimethylamino)propyl)-10H-phenothiazin-2-yl)propan-1-one

8015 propiophenone

8016 3-(piperidin-1-yl)-1-(4-propoxyphenyl)propan-1-one

8022 2-isopropoxyphenyl methylcarbamate

8024 4-(dimethylamino)-3-methyl-1,2-diphenylbutan-2-yl propionate

8173 (3-(di(pyridin-2-yl)methylene)cyclopenta-1,4-dien-1-yl)di(pyridin-2-yl)methanol
8194 2-(pyrrolidin-1-yl)-1-(p-tolyl)pentan-1-one

8196 1-(4-(4-chlorophenyl)-3-phenylbut-2-en-1-yl)pyrrolidine

8451 7,8-dihydroindolo[2',3":3,4]pyrido[2,1-b]quinazolin-5(13H)-one

8482 2-hydroxy-N-phenylbenzamide

8487 N'-(2-hydroxybenzylidene)isonicotinohydrazide

8494 2-(2-(diethylamino)ethoxy)-N-phenylbenzamide

8505 (2)-5-(2,3-dimethyltricyclo[2.2.1.02,6]heptan-3-yl)-2-methylpent-2-en-1-ol
8875 5-((E)-2-bromovinyl)-1-((2R,35,4S,5R)-3,4-dihydroxy-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl) pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione
9125 4-amino-N-(3,4-dimethylisoxazol-5-yl)benzenesulfonamide

9206 5-allyl-5-(sec-butyl)pyrimidine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione

9219 (4R,7S)-2-(4-(4-(pyrimidin-2-yl)piperazin-1-yl)butyl)hexahydro-1H-4,7-methanoisoindole-1,3(2H)-dione
9243 4,4'-methylenebis(1,2,4-thiadiazinane 1,1-dioxide)

9637 2,5,7-trimethyl-2-(4,8,12-trimethyltridecyl)chroman-6-ol

9657 N-(2-chloro-4-methylphenyl)-4,5-dihydro-1H-imidazol-2-amine

9669 4-methylbenzene-1,2-dithiol

9784 5-chloro-6-(2,3-dichlorophenoxy)-2-(methylthio)-1H-benzo[d]imidazole

9811 10-(3-(4-methylpiperazin-1-yl)propyl)-2-(trifluoromethyl)-10H-phenothiazine
10324 6-(5-chloropyridin-2-yl)-7-ox0-6,7-dihydro-5H-pyrrolo[3,4-b]pyrazin-5-yl 4-methylpiperazine-1-carboxylate
10389 2-(5-((1H-1,2,4-triazol-1-yl)methyl)-1H-indol-3-yl)-N,N-dimethylethanamine
10409 4-methyl-5-phenyl-4,5-dihydrooxazol-2-amine

10423 2-((2-ethoxyphenoxy)(phenyl)methyl)morpholine

*(10S,115,135,16S)-9-fluoro-11,17-dihydroxy-17-(2-hydroxyacetyl)-10,13,16-trimethyl-
6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-3H-cyclopenta[a]phenanthren-3-one

** (3bS,5aS,6R)-6-acetyl-10-chloro-6-hydroxy-3b,5a-dimethyl-3,3a,3b,3c,4,5,54a,6,7,8,8a,8b-
dodecahydrocyclopenta[a]cyclopropalglphenanthren-2(2aH)-one

*** 4-((1R,3S,5S5,10R,13R,14S,17R)-3-(((2R,3R,4R,5R,65)-3,5-dihydroxy-4,6-dimethyltetrahydro-
2H-pyran-2-yl)oxy)-1,5,11,14-tetrahydroxy-10-(hydroxymethyl)-13-methylhexadecahydro-1H-
cyclopentala]phenanthren-17-yl)furan-2(5H)-one
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**** N-((5R,6S,Z)-2-(butan-2-ylidene)-10-hydroxy-5,11-dimethyl-3,7,12-trioxo-9-(pyridin-3-
ylmethyl)-1,4-dioxa-8-azacyclododecan-6-yl)-3-hydroxypicolinamide

*AEX* (3S,2)-5-((E)-2-((7aR)-1-((5R)-5-hydroxy-6-methylheptan-2-yl)-7a-methylhexahydro-1H-
inden-4(2H)-ylidene)ethylidene)-4-methylenecyclohexane-1,3-diol

**kEk*%* (35,6aR,8aR,14bR)-4,4,6a,8a3,11,11,12b,14b-octamethyl-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,8a,9,10,11,12,12a,12b,13,14,14a,14b-icosahydropicen-3-ol
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Anexo 2. Resultados obtenidos en SPSS del grupo de entrenamiento activos.

MERO MOLECULA VALOR FD CLASIFICACION
1 1,3,5-TRIHYDROXI-2-(2",2°-DIMETHYL-4"-ISOPROPENYL)CYCLOPENTANYLXANTHONE 0,98 A
2 1,7-BIS-(4-HIDROXYPHENYL)-2,4,6-HEPTATRIENONE 1,63 A
3 3'(3,4-DIHYDROXYPHENYL)PROPANOIC ACID 2,31 A
4 3’(3-METHYL-2-BUTENYL)4 -O-B-D-GLUCOPYRANOSYL-4,2"-DIHYDROXYCHALCONE 2,26 A
5 3,4-DIHYDROXY-5-PRENYLCINNAMIC ACID 2,47 A
6 3,4-DIHYDROXIMANDELIC ACID 2,56 A
7 3-TERT-BUTYL-4-HYDROXYANISOLE 0,98 A
8 4,5,7-TRIHYDROXY-3"-METHOXYFLAVONE 2,02 A
9 6-PROPYL-2-THIOURACIL 1,39 A

10 7-PHLOROECKOL 3,45 A

11 a-MANGOSTIN 2,26 A

12 (+)-a-TOCOPHEROL 0,50 A

13 L, L-TRANSTERINOIC ACID 1,88 A

14 ARJUNOLIC ACID -0,29 N

15 ASPALATHIN 3,23 A

16 ASTAXANTHIN 3,39 A

17 BELLIDIN 2,38 A

18 BETACAROTENE 1,48 A

19 CAFFEIC ACID 2,63 A

20 CARLINOSIDE 3,14 A

21 CARNOSINE 0,03 A

22 COUMESTROL 1,17 A

23 CROCIN-1 3,84 A

24 CYANIDIN CATION 2,47 A

25 D-ALLOPYRANOSE 2,22 A

26 DAVIDIGENIN 1,55 A

27 DIANDRAFLAVONE 1,88 A

28 DIHYDROLIPOIC ACID 1,14 A

29 DIOSMETIN 1,78 A

30 EBSELEN 1,52 A

31 (-)-EPICATECHIN 2,20 A

32 (-)-EPIGALLOCATECHIN 2,82 A

33 ERGOTHIONEINE -0,99 N

34 ERYTHRITOL 3,32 A

35 ESCULETIN 1,67 A

36 FERULIC ACID 2,15 A

37 FISETIN 1,95 A

38 GALLIC ACID 2,79 A

39 GARCINIIAXANTHONE F 1,08 A

40 GLUTATHIONE 1,39 A
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NUMERO MOLECULA VALOR FD CLASIFICACION
41 HYDROXYTYROSOL 1,99 A
42 HYPOLAETIN 3,00 A
43 ISOFERULIC ACID 1,83 A
44 ISOSCUTELLAREIN GLYCOSIDE 2,82 A
45 KAEMPFEROL 3-0-0-L-[6""'-p-coumaroyl-B-D-GLUCOPYRANOSYL-(1->2)-RHAMNOPYRANOSIDE] 1,82 A
46 LACTOBIONIC ACID 2,99 A
47 LUCIDUMOSIDE C 1,72 A
48 LYCOPENE 2,30 A
49 MADECASSOSIDE 0,79 A
50 MANGIFERIN 2,76 A
51 MANNIFLAVANONE 3,52 A
52 METHYLSELENIC ACID 3,68 A
53 METHYL VANILLATE 1,42 A
54 MORIN 2,58 A
55 MYRICITRIN-5-METHYL ETHER 2,64 A
56 N-ACETILCISTEINATE -1,73 N
57 N-ACETYLLCISTEINE 0,73 A
58 N-ACETYLNEURAMINIC ACID 1,08 A
59 NORDIHYDROGUAIARETIC ACID 1,98 A
60 NORWOGONIN 1,44 A
61 ORIENTIN 2,73 A
62 ORYZAFURAN 2,39 A
63 PINOBANKSIN 0,78 A
64 PROANTHOCYANIDIN A2 3,16 A
65 PROCYANIDINB2 3,71 A
66 PTEROSTILBENE 1,01 A
67 PUTRESCINE -0,55 N
68 QUADRANGULARINA 2,38 A
69 QUERCETIN 2,58 A
70 ROBUSTAFLAVONE 2,72 A
71 ROSMARINIC ACID 2,66 A
72 RUTIN 2,48 A
73 SAPPANCHALCONE 2,28 A
74 SELENONEINE -2,87 N
75 SINAPINE 1,77 A
76 SOPHORAFLAVANONE G 2,29 A
77 TAMARIXETIN 1,97 A
78 TAURINE 2,92 A
79 TERNSTROSIDE A 1,98 A
80 THIOPROLINE 0,51 A
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NUMERO MOLECULA VALOR FD CLASIFICACION
81 THIOUREA 3,81 A
82 TRANS-2-COUMARIC ACID 1,44 A
83 TRANSASTRINGIN 2,67 A
84 TRANSPICEID 2,11 A
85 TROLOX 1,57 A
86 UBIQUINONE 9 1,79 A
87 VACCIHEIN A 2,27 A
88 VANILLIN 1,81 A
89 Y-TOCOTRIENOL 1,39 A
90 ZEAXHANTIN 3,27 A
91 ZINGERONE 1,25 A
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Anexo 3. Resultados obtenidos en SPSS del grupo de entrenamiento no activos

NUMERO MOLECULA VALORDF  CLASIFICACION

1 6 -0,09 N
2 21 -0,72 N
3 28 -3,55 N
4 50 2,72 N
5 73 -3,02 N
6 1181 0,36 A
7 1226 -0,24 N
8 1502 0,62 A
9 1910 -1,18 N
10 1920 -1,74 N
11 2579 -2,88 N
12 2624 -0,29 N
13 2630 -1,51 N
14 2844 -1,98 N
15 3059 2,24 N
16 3095 -1,78 N
17 3259 -1,43 N
18 3260 -2,98 N
19 3267 -2,06 N
20 3272 2,92 N
21 3279 -2,89 N
22 3285 2,25 N
23 3364 2,14 N
24 3550 -2,38 N
25 3560 -3,13 N
26 3597 -3,07 N
27 4144 -1,45 N
28 4971 -1,82 N
29 4996 -2,85 N
30 4999 -0,10 N
31 5009 -4,23 N
32 5063 -3,15 N
33 5201 -2,02 N
34 5213 2,37 N
35 5219 -3,08 N
36 5221 -1,63 N
37 5223 -1,80 N
38 5241 -3,18 N
39 5338 2,16 N
40 5343 -0,85 N
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NUMERO MOLECULA VALORDF  CLASIFICACION

41 5355 -0,26 N
42 5908 -0,08 N
43 6188 -0,67 N
44 6218 -1,46 N
45 6231 -2,29 N
46 6254 -3,20 N
47 6265 -1,92 N
48 6798 -2,02 N
49 6804 2,12 N
50 6814 2,12 N
51 6819 -1,50 N
52 6829 0,13 A
53 6845 -1,85 N
54 7031 -0,52 N
55 7034 -1,22 N
56 7047 -1,16 N
57 7058 -4,16 N
58 7064 -1,69 N
59 7069 -3,96 N
60 7071 2,16 N
61 7072 -1,67 N
62 7084 -0,07 N
63 7092 -0,62 N
64 7966 -3,47 N
65 7970 -3,08 N
66 7987 -2,56 N
67 8001 2,72 N
68 8005 -0,99 N
69 8014 -2,90 N
70 8015 -1,83 N
71 8016 -2,06 N
72 8022 2,23 N
73 8024 2,16 N
74 8160 -1,56 N
75 8173 -1,92 N
76 8194 -2,42 N
77 8196 -2,69 N
78 8451 -2,66 N
79 8482 -1,32 N
80 8487 -1,38 N
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NUMERO MOLECULA VALORDF  CLASIFICACION

81 8494 -3,15 N
82 8505 -0,59 N
83 8875 -0,82 N
84 9125 -2,12 N
85 9197 0,16 A
86 9206 -2,57 N
87 9219 -3,61 N
88 9231 -1,52 N
89 9243 -2,57 N
90 9637 0,31 A
91 9657 -2,64 N
92 9669 -2,69 N
93 9784 -2,32 N
94 9811 -2,24 N
95 10324 -3,37 N
96 10389 -2,21 N
97 10409 -2,09 N
98 10423 -2,49 N
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Anexo 4. Resultados obtenidos en R del grupo de entrenamiento activos

NUMERO MOLECULA PROBABILIDAD (%)  CLASIFICACION
1 1,3,5-TRIHYDROXI-2-(2",2’-DIMETHYL-4'-ISOPROPENYL)CYCLOPENTANYLXANTHONE 92,89 A
2 1,7-BIS-(4-HIDROXYPHENYL)-2,4,6-HEPTATRIENONE 89,2 A
3 3’(3,4-DIHYDROXYPHENYL)PROPANOICACID 99,99 A
4 3'(3-METHYL-2-BUTENYL)4'-O-B-D-GLUCOPYRANOSYL-4,2'-DIHYDROXYCHALCONE 99,82 A
5 3,4-DIHYDROXY-5-PRENYLCINNAMIC ACID 99,99 A
6 3,4-DIHYDROXIMANDELIC ACID 99,99 A
7 3-TERT-BUTYL-4-HYDROXYANISOLE 80,48 A
8 4°,5,7-TRIHYDROXY-3'-METHOXYFLAVONE 99,48 A
9 6-PROPYL-2-THIOURACIL 0 N
10 7-PHLOROECKOL 99,99 A
11 a-MANGOSTIN 99,99 A
12 (+)-a-TOCOPHEROL 0,04 N
13 L, L-TRANSRETINOIC ACID 99,93 A
14 ARJUNOLIC ACID 99,9 A
15 ASPALATHIN 99,99 A
16 ASTAXANTHIN 99,99 A
17 BELLIDIN 0,06 N
18 BETACAROTENE 76,14 A
19 CAFFEIC ACID 99,99 A
20 CARLINOSIDE 99,99 A
21 CARNOSINE 98,19 A
22 COUMESTROL 97,32 A
23 CROCIN-1 99,83 A
24 CYANIDIN CATION 99,99 A
25 D-ALLOPYRANOSE 97,67 A
26 DAVIDIGENIN 99,55 A
27 DIANDRAFLAVONE 99,98 A
28 DIHYDROLIPOIC ACID 99,99 A
29 DIOSMETIN 98,81 A
30 EBSELEN 99,98 A
31 (-)-EPICATECHIN 95,46 A
32 (-)-EPIGALLOCATECHIN 99,98 A
33 ERGOTHIONEINE 98,67 A
34 ERYTHRITOL 99,98 A
35 ESCULETIN 95,91 A
36 FERULIC ACID 99,07 A
37 FISETIN 98,08 A
38 GALLIC ACID 99,99 A
39 GARCINIIAXANTHONE F 99,89 A
40 GLUTATHIONE 99,99 A
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NUMERO MOLECULA PROBABILIDAD (%) CLASIFICACION
41 HYDROXYTYROSOL 98,92 A
42 HYPOLAETIN 99,99 A
43 ISOFERULIC ACID 96,72 A
44 ISOSCUTELLAREIN GLYCOSIDE 0,09 N
45 KAEMPFEROL 3-0-a-L-[6""-p-coumaroyl-B-D-GLUCOPYRANOSYL-(1->2)-RHAMNOPYRANOSIDE] 99,99 A
46 LACTOBIONIC ACID 47,35 N
47 LUCIDUMOSIDE C 99,99 A
48 LYCOPENE 99,99 A
49 MADECASSOSIDE 99,99 A
50 MANGIFERIN 77,91 A
51 MANNIFLAVANONE 99,9 A
52 METHYLSELENIC ACID 99,96 A
53 METHYL VANILLATE 80,56 A
54 MORIN 99,76 A
55 MYRICITRIN-5-METHYL ETHER 99,97 A
56 N-ACETILCISTEINATE 91,8 A
57 N-ACETYLLCISTEINE 87,3 A
58 N-ACETYLNEURAMINIC ACID 99,99 A
59 NORDIHYDROGUAIARETIC ACID 99,89 A
60 NORWOGONIN 65,76 A
61 ORIENTIN 99,99 A
62 ORYZAFURAN 100 A
63 PINOBANKSIN 41,62 N
64 PROANTHOCYANIDIN A2 0 N
65 PROCYANIDINB2 98,92 A
66 PTEROSTILBENE 99,9 A
67 PUTRESCINE 53 A
68 QUADRANGULARINA 99,99 A
69 QUERCETIN 99,99 A
70 ROBUSTAFLAVONE 99,76 A
71 ROSMARINIC ACID 99,69 A
72 RUTIN 0 N
73 SAPPANCHALCONE 99,78 A
74 SELENONEINE 99,96 A
75 SINAPINE 99,99 A
76 SOPHORAFLAVANONE G 99,99 A
77 TAMARIXETIN 97,63 A
78 TAURINE 99,98 A
79 TERNSTROSIDE A 99,41 A
80 THIOPROLINE 94,75 A
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NUMERO MOLECULA PROBABILIDAD (%)  CLASIFICACION
81 THIOUREA 99,57 A
82 TRANS-2-COUMARIC ACID 99,13 A
83 TRANSASTRINGIN 99,96 A
84 TRANSPICEID 99,6 A
85 TROLOX 99,87 A
86 UBIQUINONE 9 99,99 A
87 VACCIHEIN A 99,74 A
88 VANILLIN 99,07 A
89 Y-TOCOTRIENOL 91,95 A
90 ZEAXHANTIN 99,99 A
91 ZINGERONE 92,69 A
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Anexo 5. Resultados obtenidos en R del grupo de entrenamiento no activos

NUMERO  MOLECULA  PROBABILIDAD (%)  CLASIFICACION

1 6 95,68 N
2 21 99,54 N
3 28 99,99 N
4 50 99,7 N
5 73 99,99 N
6 1181 95,68 N
7 1226 93,52 N
8 1502 60,74 N
9 1910 99,99 N
10 1920 99,8 N
11 2579 99,99 N
12 2624 99,59 N
13 2630 82,21 N
14 2844 99,99 N
15 3059 99,97 N
16 3095 99,98 N
17 3259 93,32 N
18 3260 99,75 N
19 3267 97,6 N
20 3272 99,99 N
21 3279 99,8 N
22 3285 99,99 N
23 3364 99,95 N
24 3550 99,94 N
25 3560 99,99 N
26 3597 99,99 N
27 4144 99,08 N
28 4971 99,96 N
29 4996 99,84 N
30 4999 98,19 N
31 5009 99,99 N
32 5063 99,99 N
33 5201 99,96 N
34 5213 99,95 N
35 5219 99,84 N
36 5221 97,33 N
37 5223 99,39 N
38 5241 99,99 N
39 5338 98,47 N
40 5343 99,11 N
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NUMERO  MOLECULA  PROBABILIDAD (%)  CLASIFICACION

41 5355 67,41 N
42 5908 79,78 N
43 6188 92,8 N
44 6218 88,32 N
45 6231 99,99 N
46 6254 99,98 N
47 6265 98,46 N
48 6798 98,39 N
49 6804 99,9 N
50 6814 99,97 N
51 6819 99,15 N
52 6829 96,4 N
53 6845 74,73 N
54 7031 76,73 N
55 7034 99,67 N
56 7047 99,31 N
57 7058 99,99 N
58 7064 99,9 N
59 7069 99,96 N
60 7071 99,88 N
61 7072 97,85 N
62 7084 12,02 A
63 7092 75 N
64 7966 99,99 N
65 7970 99,98 N
66 7987 94,8 N
67 8001 98,77 N
68 8005 29,2 A
69 8014 99,98 N
70 8015 97,29 N
71 8016 98,84 N
72 8022 75,49 N
73 8024 99,99 N
74 8160 99,9 N
75 8173 71,29 N
76 8194 99,88 N
77 8196 99,99 N
78 8451 99,99 N
79 8482 99,83 N
80 8487 91,89 N
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NUMERO  MOLECULA  PROBABILIDAD (%)  CLASIFICACION

81 8494 99,99 N
82 8505 99,97 N
83 8875 27,39 A
84 9125 98,07 N
85 9197 44,87 A
86 9206 99,76 N
87 9219 99,99 N
88 9231 79,26 N
89 9243 99,99 N
90 9637 39,24 A
91 9657 99,97 N
92 9669 12,83 A
93 9784 99,58 N
94 9811 99,87 N
95 10324 99,98 N
96 10389 99,96 N
97 10409 99,89 N
98 10423 99,96 N
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Anexo 6. Resultados de las redes neuronales en SPSS del grupo activo

PROBABILIDAD

NUMERO MOLECULA CLASIFICACION (%)
1,3,5-TRIHYDROXI-2-(2",2"-DIMETHYL-4 -
1 ISOPROPENYL)CYCLOPENTANYLXANTHONE A 0,92
2 1,7-BIS-(4-HIDROXYPHENYL)-2,4,6-HEPTATRIENONE 0,61
3 3’(3,4-DIHYDROXYPHENYL)PROPANOICACID A 0,96
3’(3-METHYL-2-BUTENYL)4’-O-B-D-GLUCOPYRANOSYL-4,2 -

4 DIHYDROXYCHALCONE A 1
5 3,4-DIHYDROXY-5-PRENYLCINNAMIC ACID A 0,99
6 3,4-DIHYDROXIMANDELIC ACID A 0,99
7 3-TERT-BUTYL-4-HYDROXYANISOLE A 0,54
8 4’,5,7-TRIHYDROXY-3"-METHOXYFLAVONE A 0,98
9 6-PROPYL-2-THIOURACIL N 0,04
10 7-PHLOROECKOL A 1
11 a-MANGOSTIN A 1
12 (+)-a-TOCOPHEROL N 0,25
13 L, L-TRANSTERINOIC ACID A 0,99
14 ARJUNOLIC ACID A 0,92
15 ASPALATHIN A 0,98
16 ASTAXANTHIN A 1
17 BELLIDIN N 0,36
18 BETACAROTENE A 0,55
19 CAFFEIC ACID A 1
20 CARLINOSIDE A 0,99
21 CARNOSINE A 0,97
22 COUMESTROL A 0,79
23 CROCIN-1 A 1
24 CYANIDIN CATION A 0,84
25 D-ALLOPYRANOSE A 0,98
26 DAVIDIGENIN N 0,01
27 DIANDRAFLAVONE A 0,99
28 DIHYDROLIPOIC ACID A 1
29 DIOSMETIN A 0,93
30 EBSELEN A 0,98
31 (-)-EPICATECHIN A 0,81
32 (-)-EPIGALLOCATECHIN A 0,96
33 ERGOTHIONEINE A 0,98
34 ERYTHRITOL A 0,93
35 ESCULETIN A 0,83
36 FERULIC ACID A 0,85
37 FISETIN A 0,85
38 GALLIC ACID A 1
39 GARCINIIAXANTHONE F A 0,95
40 GLUTATHIONE A 1
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PROBABILIDAD

NUMERO MOLECULA CLASIFICACION (%)
41 HYDROXYTYROSOL A 1
42 HYPOLAETIN A 1
43 ISOFERULIC ACID A 0,86
44 ISOSCUTELLAREIN GLYCOSIDE A 0,99

KAEMPFEROL 3-0-a-L-[6"""-p-coumaroyl-B-D-GLUCOPYRANOSYL-(1->2)-
45 RHAMNOPYRANOSIDE] A 0,95
46 LACTOBIONIC ACID A 0,99
47 LUCIDUMOSIDE C A 1
48 LYCOPENE A 1
49 MADECASSOSIDE A 0,89
50 MANGIFERIN A 0,50
51 MANNIFLAVANONE A 1
52 METHYLSELENIC ACID A 1
53 METHYL VANILLATE A 0,93
54 MORIN A 0,92
55 MYRICITRIN-5-METHYL ETHER A 0,99
56 N-ACETILCISTEINATE A 0,79
57 N-ACETYLLCISTEINE A 0,93
58 N-ACETYLNEURAMINIC ACID A 1
59 NORDIHYDROGUAIARETIC ACID A 0,96
60 NORWOGONIN A 0,89
61 ORIENTIN A 1
62 ORYZAFURAN A 1
63 PINOBANKSIN A 0,82
64 PROANTHOCYANIDIN A2 A 0,73
65 PROCYANIDINB2 A 0,91
66 PTEROSTILBENE A 1
67 PUTRESCINE A 0,80
68 QUADRANGULARINA A 1
69 QUERCETIN A 1
70 ROBUSTAFLAVONE A 1
71 ROSMARINIC ACID A 0,97
72 RUTIN N 0,45
73 SAPPANCHALCONE A 0,98
74 SELENONEINE A 1
75 SINAPINE A 1
76 SOPHORAFLAVANONE G A 0,97
77 TAMARIXETIN A 0,99
78 TAURINE A 0,68
79 TERNSTROSIDE A A 0,99
80 THIOPROLINE N 0,42
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NUMERO MOLECULA CLASIFICACION  PROBABILIDAD (%)
81 THIOUREA A 0,99
82 TRANS-2-COUMARIC ACID A 0,82
83 TRANSASTRINGIN A 1
84 TRANSPICEID A 1
85 TROLOX A 0,92
86 UBIQUINONE 9 A 0,96
87 VACCIHEIN A A 0,99
88 VANILLIN A 0,59
89 Y-TOCOTRIENOL A 0,79
90 ZEAXHANTIN A 0,96
91 ZINGERONE N 0,46
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Anexo 7. Resultados de las redes neuronales en SPSS del grupo no activo

NUMERO  MOLECULA CLASIFICACION PROBABILIDAD (%)

1 6 N 0,91
2 21 N 0,93
3 28 N 1,00
4 50 N 1

5 73 N 0,98
6 1181 N 0,94
7 1226 N 0,89
8 1502 N 0,95
9 1910 N 0,99
10 1920 N 1
11 2579 N 1
12 2624 N 0,89
13 2630 N 0,81
14 2844 N 1,00
15 3059 N 0,97
16 3095 N 1
17 3259 N 0,88
18 3260 N 0,99
19 3267 N 1
20 3272 N 0,98
21 3279 N 0,99
22 3285 N 0,87
23 3364 N 1
24 3550 N 1,00
25 3560 N 0,98
26 3597 N 1,00
27 4144 N 0,97
28 4971 N 1
29 4996 N 0,99
30 4999 N 0,98
31 5009 N 0,99
32 5063 N 0,93
33 5201 N 0,98
34 5213 N 0,90
35 5219 N 0,98
36 5221 N 0,93
37 5223 N 0,80
38 5241 N 1
39 5338 N 0,97
40 5343 N 1
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NUMERO MOLECULA  CLASIFICACION  PROBABILIDAD (%)

41 5355 N 0,826
42 5908 N 1
43 6188 N 1
44 6218 N 0,95
45 6231 N 0,98
46 6254 N 1,00
47 6265 N 0,91
48 6798 N 1
49 6804 N 1
50 6814 N 0,97
51 6819 N 0,89
52 6829 N 1
53 6845 N 1
54 7031 N 0,52
55 7034 N 0,90
56 7047 N 0,98
57 7058 N 1,00
58 7064 N 0,99
59 7069 N 1
60 7071 N 1,00
61 7072 N 0,98
62 7084 N 1
63 7092 N 1
64 7966 N 0,99
65 7970 N 0,98
66 7987 N 0,99
67 8001 N 1
68 8005 N 0,93
69 8014 N 1
70 8015 N 1
71 8016 N 1
72 8022 N 0,91
73 8024 N 0,98
74 8160 N 0,96
75 8173 N 1
76 8194 N 1
77 8196 N 1,00
78 8451 N 0,97
79 8482 N 0,93
80 8487 N 0,96
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NUMERO MOLECULA  CLASIFICACION  PROBABILIDAD (%)

81 8494 N 0,99
82 8505 N 0,96
83 8875 N 0,96
84 9125 N 0,98
85 9197 N 0,75
86 9206 N 0,98
87 9219 N 1

88 9231 N 0,87
89 9243 N 1

90 9637 N 0,85
91 9657 N 1

92 9669 A 0,40
93 9784 N 0,99
94 9811 N 1

95 10324 N 1

96 10389 N 0,99
97 10409 N 0,98
98 10423 N 0,98
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Anexo 8. Estructuras quimicas restantes de las moléculas clasificadas como

antioxidantes por los tres modelos
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