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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se emple6 la metodologia QSAR apoyada de
técnicas Quimiométricas para establecer la relacion estructura-actividad de sustancias

guimicas.

Se elaboré una base de datos de 192 moléculas de pesticidas (organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretroides) y la toxicidad de Daphnia magna expresada

en Concentracion Efectiva 50 (ECs).9

Las estructuras moleculares de los pesticidas fueron digitalizadas y optimizadas en el
software HYPERCHEM. Las moléculas fueron llevadas al software DRAGON en donde
se calcularon 1216 descriptores moleculares para cada pesticida. La dimensién de la

base de datos analizada es de 216.192 datos.

Los valores de toxicidad fueron divididos en tres clases asignadas segun la actividad
de la molécula; los de la clase 1 son moléculas de baja toxicidad, clase 2 aquellas

moléculas de toxicidad intermedia y los de clase tres moléculas altamente téxicas.

Para cumplir el objetivo principal de la investigacion se utilizé el método de clasificacion
KNN, con el cual evaluamos la relacién existente entre la estructura molecular y la

toxicidad de los pesticidas con las clases pre-asignadas.

KNN genera un modelo que esta integrado por 8 descriptores moleculares 6ptimos

seleccionados mediante Algoritmos Genéticos y su calidad de prediccion es del 72%.



El algoritmo resulta ser més sensible para las moléculas que tienen mayor toxicidad
(clase 3) al tener un NER del 75%. Y las clases que resultan menos sensibles son la

clase 1y 2 con un NER del 69% y 66% respectivamente.

Los centroides de las clases, muestran que los descriptores moleculares 6
(CATS2D_04 LL) y 7 (CATS2D_05_LL); son aquellos que separan y diferencian las

tres clases de actividad bioldgica.

En la clase 3, aquellas moléculas que tienen mayor actividad, las variables 6
(CATS2D 04 LL)y 7 (CATS2D_05_LL) presentan valores intermedios, lo cual indica la

presencia de una actividad lipofilica media en las moléculas de los pesticidas.

El Algoritmo Genético reduce la dimensionalidad de la base de datos ya que al iniciar el
andlisis se tenian 1216 descriptores moleculares de los cuales solo 8 describen la

actividad bioldgica (toxicidad) de las moléculas de pesticidas.

El NER= 0,72 encontrado con el método KNN presenta una buena capacidad
predictiva a pesar de ser un modelo que contiene una gran cantidad de moléculas
(192) y estas ser de diferente origen quimico (organoclorados, organofosforados,

carbamatos y piretroides).

Por lo tanto el presente modelo nos permite predecir la actividad biolégica (toxicidad)

definida de nuevas estructuras moleculares de pesticidas.

Palabras clave: QSAR, Quimiometria, Pesticidas, Algoritmo Genético, KNN.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Antecedentes
El uso de pesticidas es muy importante para el mantenimiento de los sistemas
agricolas, no solo han contribuido al aumento de la produccion; sino que ademas
han sido fundamentales en avances de salud publica con la supresién y control de

vectores.

Los pesticidas son productos cuya funcién es eliminar los dafios que causan los

organismos plaga a los cultivos agricolas garantizando asi una alta productividad.

A pesar de que estas moléculas cuando se aplican, tienen organismos objetivo
como su destino final, el 99% de los pesticidas que se aplican van al aire, agua y

suelo es decir, sdlo el 1% llega a su destino.

Este hallazgo es inquietante debido a que la poblacion mundial crece lo que
significa que el uso de pesticidas aumentara para satisfacer las necesidades
mundiales de alimentos; debido a esto los recursos naturales se mantendran bajo

una intensa amenaza de estas moléculas.
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Para determinar la toxicidad de los pesticidas se han estudiado y realizado
diversos ensayos en animales, la ventaja fundamental de estos ensayos es su

realizacion en condiciones rigurosas y controladas de laboratorio.

Estas condiciones permiten establecer de manera cuantitativa la relacion entre la

exposicion (dosis) y su efecto (respuesta).

Estos estudios se utilizan como un paso previo a la comercializacién de nuevos
pesticidas o de aquellos que ya se encuentran en el mercado, esta informacion
toxicologica permite establecer los efectos de los pesticidas en el ambiente, en la

vida humana y animal.

Dentro de las desventajas de realizar estas pruebas es la deteccién de los efectos
en dosis bajas, esto requiere del uso de un nimero elevado de ejemplares lo que

convierte al proceso inviable econémicamente.

Esto se debe a que las condiciones que requieren los animales en laboratorio son

muy rigurosas y el tiempo que necesitan los ensayos son demasiado extensos.

Debido a las limitaciones de los ensayos de toxicidad se han desarrollado nuevos

métodos que permiten reducir el nimero de animales utilizados, ahorrar tiempo y

reducir el costo de las pruebas.

12



Dentro de estos métodos tenemos las técnicas QSAR, esta metodologia tiene
como objetivo principal el construir modelos matematicos que relacionen la
estructura quimica de las moléculas y la actividad biolégica de una serie de

compuestos analogos.

Esta metodologia se fundamenta en que los complejos fendmenos bioquimicas
que afectan a la toxicidad pueden ser descritos en términos matematicos vy

quimicos.

Por lo cual el objetivo principal de la presente investigacion es determinar la
existencia de una relacion estadistica significativa entre la estructura molecular de

los diferentes pesticidas y su respectiva respuesta hioldgica (toxicidad).

Para alcanzar el objetivo principal de la investigacion contamos con una base de
datos de pesticidas de la Universidad de Hertfordshire de Inglaterra, de donde

seleccionamos 192 pesticidas.

De esta base de datos obtuvimos el grafico molecular del pesticida y las
propiedades ecotoxicolégicas de Daphnia magna de donde seleccionamos el valor

de la ECso.

Mediante el software HYPERCHEM digitalizamos las 192 estructuras moleculares

de los pesticidas, luego de tener las moléculas digitalizadas calculamos los

descriptores moleculares por medio del software DRAGON.

13



Esto nos permite elaborar una base de datos de los descriptores moleculares y la
respuesta biolégica de Daphnia magna; el tamafio de la base de datos es de

216.192 datos.

Debido a la gran cantidad de datos a ser analizados tenemos que utilizar métodos
estadisticos multivariantes (Quimiometria), apoyados de técnicas de seleccion de

variables éptimas como los Algoritmos Genéticos.

Estos métodos nos permitieron encontrar un modelo que describe la relacién entre
la estructura molecular de los pesticidas y su respectiva toxicidad en Daphnia
magna, luego de encontrar y validar el modelo podremos predecir nuevas

estructuras quimicas de pesticidas y su respectiva toxicidad en Daphnia magna.

14



1.2 Hipétesis
Las hipétesis derivan del objetivo principal de nuestra investigacibn que es
determinar la existencia de una relacion estadisticamente significativa entre la
estructura molecular de los diferentes pesticidas y su respectiva respuesta

biolégica

1.2.1. Hipétesis Nula
Ho = No existe una relacién estadistica significativa entre la estructura molecular

y la actividad biologica de los diferentes pesticidas analizados.

1.2.2. Hipétesis Alternativa
H, = existe una relacion estadistica significativa entre la estructura molecular y la

actividad biol6gica de los diferentes pesticidas analizados.

15



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General
Determinar una relacidon estadisticamente significativa entre la estructura
molecular y la toxicidad de diversos pesticidas utilizando métodos QSAR y

guimiométricos.

El modelo encontrado nos permite establecer nuevas estructuras quimicas de
pesticidas y determinar su respectiva toxicidad en los organismos. Esto en
términos generales significa ahorrar tiempo, recursos econémicos y reducir la

presion sobre los animales utilizados en los ensayos de toxicidad.

Ademés el modelo es una herramienta de evaluacién que permite encontrar la
toxicidad de un nuevo pesticida que ingrese al mercado ecuatoriano mediante su

estructura molecular.

1.3.2. Objetivos Especificos:
1. Elaborar una base de datos de las estructuras moleculares de los pesticidas a

ser evaluados.

2. Aplicar diferentes métodos quimiométricos y QSAR para modelar la

estructura-toxicidad de los pesticidas estudiados.

16



3. Encontrar un modelo que relacione la estructura molecular de los pesticidas y

su respectiva toxicidad en los organismos.

4. Validar el modelo encontrado el cual nos permitird predecir nuevas estructuras

moleculares de pesticidas y su respectiva toxicidad.

17



1.4. Alcance de la Tesis
La investigacion ha sido posible desarrollarla debido a que se cuenta con una

amplia bibliografia que nos permite sustentar la investigacion.

Ademas contamos con los Software necesarios para realizar la modelacion de la

estructura-actividad de los pesticidas estudiados.

Los datos utilizados en la investigacidbn son obtenidos de una base de datos
externa ya que no contamos con un laboratorio que nos permita realizar ensayos

toxicoldgicos en organismos de prueba.

Se han aplicado los métodos de clasificacion ya que son apropiados para modelar
varias respuestas en los métodos QSAR, como por ejemplo: compuestos que

presenten una toxicidad baja, media y alta.

En tanto que los modelos de regresion son mas estudiados pero analizan de
manera parcial la toxicidad y son utilizados para compuestos quimicamente

similares.

Por lo expresado anteriormente el trabajo de investigacion se limita a encontrar un
modelo estadisticamente significativo que relacione la estructura molecular y la

respuesta biolégica de los pesticidas estudiados.
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1.5. Estructura de la Tesis

El trabajo de investigacion esta organizado en cuatro capitulos:

En el Capitulo 1 se muestra brevemente el tema de investigacion y su alcance, el
objetivo general, la hipétesis central y la metodologia utilizada para cumplir con el

desarrollo del trabajo.

El Capitulo 2 presenta el marco conceptual de la investigacion. En este capitulo
describimos los conceptos tedricos necesarios para fundamentar y limitar el

trabajo de investigacion.

En el Capitulo 3 describimos de manera especifica toda la metodologia utilizada
para cumplir con el objetivo general de la investigacion y desarrollar de manera

exitosa el trabajo.

Los Resultados obtenidos de la modelacion estructura-toxicidad y la Discusion de
resultados de otras investigaciones relacionadas con el trabajo son presentados

en el Capitulo 4.

En tanto que las Conclusiones obtenidas en la investigacion y las perspectivas que

tiene a futuro la investigacion son expuestas en la seccion de Conclusiones Y

20



Recomendaciones.
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CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Pesticidas

2.1.1. Definicién:
La FAO de las Naciones Unidas establece que un pesticida es una sustancia o
mezcla de ellas, destinada a prevenir, controlar plagas, incluyendo los vectores

de enfermedad humana o animal [19].

2.1.2. Antecedentes historicos:

El hombre ha intentado desde la antigiedad controlar por distintos medios los
microrganismos, plantas, vertebrados e invertebrados que ponian en riesgo los

alimentos cultivados o almacenados, asi como la salud de las personas [18].

Uno de los primeros agentes quimicos utilizados para este propésito fue el

azufre, empleado en China hace tres mil afios [18].
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En Japon en el siglo XVI, se utilizaba como pesticida el aceite de ballena de baja
calidad mezclado con vinagre para controlar las plagas presentes en el cultivo
de arroz [18].

Los primeros usos de los derivados de las plantas como insecticidas datan de
finales del siglo XVII, cuando se aplicaron extractos acuosos de las hojas de

tabaco a los cultivos [18].

Durante el siglo XIX se extrajo por primera vez el piretro de las flores del
crisantemo y comenz6 a usarse el tribxido de arsénico, como herbicida, y el
sulfato de cobre como pesticida para combatir las plagas de los vifiedos

europeos [18].

En tanto que los pesticidas sintéticos surgen entre 1930 y 1940 como resultado
de investigaciones enfocadas al desarrollo de armas quimicas utilizadas en la

Segunda Guerra Mundial que originalmente fueron probados en insectos [19].

Uno de los primeros compuestos, el diclorodifeniltricloroetano (DDT) fue
sintetizado por Zeidler en 1874, y sus propiedades insecticidas fueron descritas

por Paul Miller hacia 1939 [19].

El DDT se utilizd6 por primera vez durante la Segunda Guerra Mundial para

proteger a los soldados estadounidenses contra enfermedades transmitidas por

vectores y se comercializé en los EE.UU en 1945 [19].

23



La industrializacion, los intereses econdémicos de los grandes productores de
pesticidas, asi como la necesidad de controlar quimicamente las plagas,

favorecio su fabricacién y consumo a escala mundial [19].

Tras el fin de la Guerra se produjo una auténtica explosién en el numero y
variedad de agentes quimicos utilizados como pesticidas que se sintetizaron y
se utilizaron por primera vez, esto dio paso a la denominada Revolucién Verde

[19].

Este es el nombre con el que se bautizé en los circulos internacionales al
importante incremento de la productividad agricola, ocurrida entre 1940 y 1970

[19].

Esta Revolucién consistié en utilizar variedades mejoradas de maiz, trigo y otros
granos, cultivando una sola especie en un terreno durante todo el afio
(monocultivo), el cual requiere de la aplicacién de grandes cantidades de agua,

fertilizantes y pesticidas [1].

Con estas variedades y procedimientos, la produccién aumento de dos a cinco

veces que con las técnicas y variedades tradicionales de cultivo [1].

El uso de pesticidas no solo ha contribuido con el incremento espectacular de la

produccion agricola sino que es directamente responsable de grandes avances

en salud publica, como la supresién y control de vectores de enfermedades [1].

24



A pesar de los avances realizados todavia persiste el riesgo de contraer
enfermedades transmitidas por organismos vectores en amplias zonas del
mundo [1].

2.1.3. Estructura quimica:
En general se prefiere clasificar a los pesticidas desde el punto de vista quimico,
ya que esto permite agruparlos con un criterio uniforme y establecer diversas
correlaciones como: estructura-actividad, estructura-toxicidad, estructura-

mecanismos de degradacién [19].

De acuerdo a su estructura quimica, los plaguicidas se clasifican en diversas
familias: Organoclorados, Organofosforados, Carbamatos, Quinonas, Triazinas,

Anilidas, Piretroides, Cumarinas [19].

Dentro de nuestro estudio hacemos énfasis en 4 grupos de pesticidas los cuales
son los organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides. Los cuales

se definen a continuacion [19].

2.1.3.1. Organoclorados
Los organoclorados son los pesticidas mas utilizados en la agricultura, son
usados como insecticidas, acaricidas, herbicidas y fungicidas. Estos pesticidas

se aplican durante la siembra del algodén, trigo, maiz, frijol, arroz, soya [1].

Ademas son utilizados en los frutales como la naranja, mango, melén, sandia y

pifia, asi como en las plantaciones de café y cafa de azucar [1].
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Su estructura quimica corresponde a la de los hidrocarburos clorados, lo que
les confiere una alta estabilidad fisica y quimica, haciéndolos insolubles en
agua, no volatiles y altamente solubles en disolventes organicos; estas
caracteristicas favorecen su persistencia en el ambiente y su lenta

biodegradabilidad [19].

Cl
Cl Cl

Cl Cl
Figura 1: Estructura quimica del DDT

Los organoclorados modifican el comportamiento eléctrico de las células
nerviosas, reduciendo el transporte de los iones potasio, ademéas modifican los

canales porosos por donde circulan los iones sodio [1].

De esta forma su apertura se produce rapida y normalmente, pero se dificulta
su cierre que tiene lugar mas lentamente que en ausencia de este compuesto;
por consiguiente interfiere con el transporte activo de sodio hacia el exterior del

axon durante la repolarizacién de las neuronas [18].

La degradacion metabdlica de los insecticidas organoclorados se da

lentamente, debido a la presencia de mdltiples &tomos de cloro como

sustituyentes, muy dificiles de eliminar por mecanismos enzimaticos y a las
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2.1.3.2.

estructuras aromaticas complejas que presentan algunos de estos compuestos

[18].

El ritmo lento de metabolismo, y la elevada liposolubilidad dan lugar al
almacenamiento prolongado de estos compuestos en los tejidos adiposos, del
que se movilizan muy lentamente para restaurar el equilibrio entre tejidos y
sangre a medida que progresa la transformacién metabdlica y la excrecion

[18].

Las propiedades atractivas de los pesticidas organoclorados son también las
gue han provocado su prohibicibn en numeros paises, pues constituyen el
fundamento de los problemas al ambiente como la persistencia,

bioacumulacion y biomagnificacién [18].

Muchos de estos pesticidas ya no se comercializan en Europa ni
Norteamérica, pero su uso persiste en paises en vias de desarrollo, donde

desempefan un papel importante como agentes de control de vectores [1].

Inhibidores de la acetilcolinesterasa
El mecanismo de accién comun de todos los pesticidas de este grupo es la
inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, encargada de la degradacion

metabdlica del neurotransmisor acetilcolina [18].
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2.1.3.3.

Estos pesticidas estan integrados por dos clases de compuestos: los ésteres
del acido fosférico o tiofosférico que reciben el nombre de plaguicidas

organofosforados y los esteres del acido carbamico o carbamatos [18].

Organofosforados
Se sintetizaron por primera vez en Alemania en 1937 y se emplearon como
agentes quimicos en la Segunda Guerra Mundial; entre estos compuestos se

encuentra el soman, tabun y sarin [17].

Los pesticidas organofosforados son ésteres o amidas derivadas del acido
fosforico, tiofosférico, ditiofosforico, fosfénico y fosfinico. Su mayor actividad es

como insecticida, aunque algunos de ellos presentan actividad nematicida,

fungicida y herbicida [17].
O
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Figura 2: Estructura quimica del Malation

Su principal caracteristica es su biodegradabilidad, se descomponen con

mayor facilidad y son menos persistentes en el ambiente con relacion a los
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organoclorados, pero mas peligrosos para el hombre debido a su alto grado de

toxicidad [17].

Muchos de ellos son sistémicos, es decir, son absorbidos por las plantas e
introducidos en el sistema vascular de los vegetales, actuando tanto en los

insectos como también sobre las personas que ingieren el alimento [17].

Tienen un espectro de accibn mas estrecho que los organoclorados, su
utilizacion reduce el peligro de eliminacion de otros insectos que puedan ser

beneficiosos.

No presentan bioacumulacién, su persistencia es baja y son de facil
descomposicién a productos no toxicos. Una desventaja es su toxicidad alta
para los vertebrados y seres humanos, que obliga a una manipulaciébn mas

cuidadosa de estos productos [18].

Presentan problemas especiales debido a que cuando hay combinacion entre
algunos de ellos se producen diversos efectos como sinergia, potenciacion e

inhibicion de la destoxificacion [18].

La toxicidad y la accion insecticida son atribuidas a la inhibicion de la actividad

de la acetilcolinesterasa, enzima que se encuentra en las células nerviosas de

los insectos y cuya desactivacion paraliza el sistema nervioso [18].
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2.1.3.4. Carbamatos:
Los carbamatos son otro grupo de pesticidas que pueden ser de tres tipos
principales: los derivados de ésteres carbamatados, usados como insecticidas;
los derivados del acido tiocarbamico, utilizados como fungicidas, y carbamatos

que se emplean como herbicidas [18].

Figura 3: Estructura quimica del Aldicarb

Todos ellos son relativamente inestables, se les atribuye un tiempo corto de

persistencia ambiental y cuentan con cierta selectividad [1].

Su forma de accién es similar a los organofosforados, presentan algunas
ventajas frente a los organofosforados como su eficacia contra insectos

resistentes a estos Ultimos y su mayor seguridad de manejo [1].

Presentan desventajas ya que son de produccion mas dificil, mas costosos y
de mayor toxicidad frente a los insectos polinizadores. Ingresan a los
mamiferos a través de la piel, tejido conjuntivo, via respiratoria y via digestiva

[18].
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2.1.3.5.

Son activos inhibidores de la acetilcolinesterasa pero esta inhibicion es
transitoria, no se ha demostrado aun neurotoxicidad retardada con ningun

carbamato [18].

Los carbamatos son pesticidas no persistentes, faciimente degradables por
accion de los microrganismos y por via no biologica, especialmente por
hidrélisis. Son poco volatiles, no tienden a absorberse a suelos ni a

sedimentos, tampoco se bioconcentran en organismos acuaticos [18].

Piretroides:
El piretro es un extracto de las flores de crisantemo (Chrisantemun

cinerariaefolium) utilizada en forma comercial desde el siglo XIX [18].

A partir de las flores secas y molidas se extraia el piretro el cual era prensado
para formar palillos los cuales se quemaban al interior de las casas japonesas

por sus propiedades insecticidas [18].

La demanda de piretro se expandi6 a partir de la década de 1960, esto
estimulé a la investigacion sobre la composicion y las propiedades del piretro

natural [18].

Este consiste en una mezcla de ésteres derivados de dos acidos y tres

alcoholes; los acidos crisantémico y pirétrico y los alcoholes piretrolol, cinerolol

y jasmolol [18].

31



Una vez establecida la composicion y estructura de los constituyentes del
piretro se comenz6 a fabricar los piretroides sintéticos con un gran éxito

comercial [18].

La introduccién de estos pesticidas en el mercado se produjo en 1980 y en
1982 su consumo suponia ya la tercera parte del uso mundial de pesticidas [1].
Por su estructura quimica los piretroides sintéticos son ésteres que se pueden
agrupar en dos categorias: los piretroides de anillo, cuya molécula contiene un

ciclopropano, y los de cadena abierta [18].

HC OH,
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)
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CHs
Figura 4: Estructura quimica del Dimetrin

Todos los piretroides actian sobre los nervios motores y sensoriales del
sistema nervioso central. EI mecanismo de toxicidad consiste en la
modificacion de la cinética de apertura y cierre de los canales de sodio

produciendo un estado de hiperexcitabilidad [18].

Los piretroides son menos téxicos para los mamiferos, por lo tanto son de uso

méas seguro que las categorias de pesticidas descritos anteriormente. El
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comportamiento ambiental de los piretroides varia dependiendo de la

estructura molecular especifica de cada compuesto [18].

Los piretroides se adhieren fuertemente a la fraccion sélida de suelos y
sedimentos, tienden a bioconcentrarse en organismos acuaticos y presentan
una elevada toxicidad para los peces [1].
2.1.4. Toxicidad
En 1978, la Organizacibn Mundial de la Salud estableci6 una clasificacion
basada en la peligrosidad de los pesticidas. Esta peligrosidad es definida como
la capacidad del plaguicida en producir un dafio agudo a la salud en un periodo

de tiempo corto [19].

La toxicidad se mide a través de la dosis letal media (DLso) 0 de la concentracion

letal media (CLso). La clasificacion de los pesticidas en relacion a su toxicidad se

muestra en la siguiente tabla [19]:

Tabla 1: Clasificacion de los pesticidas en relacion a su toxicidad

DLso para rata, expreso en mg/kg peso corporal
Via Oral Via Dérmica
Clase Toxicidad Solidos Liquidos Solidos Liquidos Ejemplos
Extremadamente
Clase 1A peligrosos =<5 =<20 =<10 =<40 Paration, Dieldrin
Altamente
Clase IB peligrosos 5-50 20-200 10-100 40-400 Eldrin, Diclorvos
Moderadamente
Clase Il peligrosos 50-500 200-2000 | 100-1000 | 400-4000 | DDT, Clordano
Ligeramente
Clase llI peligrosos >500 >2000 >1000 >4000 Malatién

Fuente: Ramirez. 2001. Plaguicidas: clasificacion, uso, toxicologia y medicién de la exposicion
Autor: Luis Fernando Céardenas Calle

2.1.5. Usos
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El uso dado a los plaguicidas ha sido multiple y variado, lo que explica su
presencia en varios ambientes. La agricultura es la actividad que mas emplea

este tipo de compuestos, consumiendo el 85% de la produccién mundial [19].

Son principalmente usados en el cultivo del algodén, arroz, frutas y hortalizas,
casi la mitad del consumo mundial de plaguicidas se emplea en trigo, cebada,

maiz, arroz y algodén [18].

En América Latina el cultivo de flores y plantas ornamentales han adquirido gran
importancia, cuyo consumo en pesticidas es elevado, debido a que el umbral

econdémico de estos cultivos es muy bajo [19].

Un 10% de la produccién total de plaguicidas se utiliza en actividades de salud
publica para el control de enfermedades transmitidas por vectores, como la

Malaria, la enfermedad de Chagas o el Dengue [18].

Ademas, se usan para el control de roedores, en la potabilizacion del agua y en
la erradicacion de cultivos ilicitos como la coca y la amapola cuyos productos

finales son las drogas [19].

Se usan también para el control de plagas en grandes estructuras como centros
comerciales, edificios, aviones, trenes y barcos. Se aplican en areas verdes
como parques Y jardines, para controlar la proliferacion de insectos, hongos y el

crecimiento de malezas [18].
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Con el mismo fin, se esparcen a lo largo de autopistas, vias férreas y torres con
lineas de corriente de alta tension. En reservorios de agua tanto naturales como
artificiales se emplean para prevenir el crecimiento de plantas acuéticas, algas,
hongos y bacterias [18].

En la industria se utilizan abundantemente en la fabricacion de equipos
eléctricos, neveras, pinturas, tapices, papel, cartdn y materiales para embalaje

de alimentos, entre otros [19].

Es comun el uso secreto de los pesticidas, ya que sin estar citadas en la etiqueta
las precauciones de su uso, son incorporados en productos como cosméticos y

champus para preservarlos del desarrollo de organismos plaga [19].

2.1.6. Efectos sobre el ambiente
Los efectos adversos de los pesticidas sobre el ambiente se pueden agrupar en
relacion al sitio y lugar de exposiciéon teniendo asi la siguiente clasificacion

segun Albert en el 2005:

. A corto plazo en el ambiente cercano.
° A largo plazo en el ambiente cercano.
o A largo plazo en el ambiente lejano.

2.1.6.1. Efectos a corto plazo en el ambiente cercano
Entre estos efectos se encuentran la contaminacién inmediata del ambiente

abiotico (suelo, aguas superficiales/subterraneas y aire) y, por otro lado, la
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2.1.6.2.

muerte de organismos sensibles como los enemigos naturales de las plagas o

los insectos benéficos [1].

A corto plazo, los pesticidas afectan momentaneamente el equilibrio fisiolégico
de todos los organismos expuestos, incluidos los seres humanos. Este grupo
de efectos incluyen las mortandades de aves y peces en muchas regiones

agricolas que afectan la diversidad biolégica de la zona [1].

Principalmente el impacto adverso se da en los organismos que se encuentran
en la base de las redes troficas, como el plancton, las bacterias nitrificantes y

los microorganismos del suelo [1].

Efectos alargo plazo en el ambiente cercano

Cuando los pesticidas son persistentes, estos contaminantes requeriran de
varios afios para degradarse. Asi, aunque el producto deje de usarse en un
lugar determinado, los suelos, los sedimentos y los mantos freaticos, quedan

contaminados por varios afios [1].

Un efecto a mediano y largo plazo en el ambiente cercano es el desarrollo de
resistencia en los organismos y ademas esto contribuye a la apariciéon de

nuevas plagas llamadas emergentes o de plagas secundarias [1].

La aparicion de especies resistentes y las alteraciones ecologicas y
agronomicas resultantes causan cambios en el uso del suelo con lo cual

surgen problemas adicionales [1].
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2.1.6.3.

Los cambios en el uso del suelo aceleran la transferencia de los residuos de
pesticidas a los eslabones superiores de la cadena trofica; no se ha
establecido los efectos adversos que puedan presentarse a largo plazo por
alimentos contaminados por este proceso [1].

También puede ocurrir una contaminacion irreversible de los suelos y los
mantos fredaticos, lo que es de suma importancia en las zonas en donde el

agua para consumo humano se obtiene principalmente de pozos [1].

Efectos alargo plazo en el ambiente lejano

Estos efectos requieren que el pesticida o alguno de sus productos de
transformacion sean persistentes; como el caso de los pesticidas
organoclorados, los cuales se movilizan a sitios remotos en donde no se

aplican [1].

Debido a esto tenemos la presencia de pesticidas en las zonas polares en
donde no se usan, su biomagnificacion a través de las redes tréficas, la

extincion de especies y su presencia en los alimentos de origen animal [1].

En este grupo de efectos también deben incluirse la presencia de residuos de
pesticidas en tejidos humanos y en la leche materna. Estos problemas han
justificado la sustitucion de los productos persistentes por otros que no

presente esta caracteristica [1].
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2.2. Ensayos de Toxicidad
Los ensayos de toxicidad se emplean para diferentes fines como el
establecimiento de concentraciones aceptables de diferentes parametros

fisicoguimicos, que permiten el cuidado de la vida acuatica [5].

Ademas del cumplimiento de la legislacion y proporcionar resultados Utiles para la

proteccion de la salud publica.

La ventaja fundamental de estos ensayos es su realizacion en condiciones
rigurosas y controladas de laboratorio, de esta forma se puede establecer de
manera cuantitativa la relaciéon entre la exposicién (dosis) y su efecto (respuesta)

[18].

No es viable econbmicamente determinar la toxicidad especifica de cada una de
las sustancias toxicas que pueden estar presentes en el agua, se efectua el

ensayo de toxicidad del efluente global [16].

Tras la exposicion del organismo o grupos de organismos a distintas
concentraciones del efluente, se miden y se registran los efectos bioldgicos
observados en cada uno de los grupos tratados y en los grupos control,

posteriormente, se efectla el andlisis estadistico de los datos obtenidos [16].
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Segun la cantidad de téxico suministrada al organismo se puede expresar de dos
formas:

e Concentracion: masa de toxico por unidad de volumen de agua.

¢ Dosis: cantidad de téxico que penetra en el organismo por unidad de masa de

tejido o de ser vivo sobre el que actia [5].

La toxicidad que experimentan los organismos tras los ensayos puede ser de dos
tipos:
o Toxicidad aguda: es un efecto adverso inducido sobre los organismos de
ensayo en un periodo de exposicién corto.
Esta toxicidad es suficientemente alta como para producir una respuesta rapida

en los organismos (48 a 96 horas) y no implica necesariamente la muerte [5].

Toxicidad crénica: son efectos téxicos a largo plazo, estan relacionados con
cambios en el metabolismo, crecimiento o supervivencia como la reduccion de

la capacidad reproductora [5].

Los efectos biol6gicos que se producen en los ensayos se pueden definir de

diversas formas y estos son los parametros que se utilizan para determinar la

toxicidad. A continuacion se definen los pardmetros més usados [5]:

e Concentracion efectiva (CEx): concentracion del pesticida que produce efectos

negativos apreciables en un porcentaje "x" de la poblacién de ensayo.
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Se usa el ECso, el cual expresa la concentracion efectiva que afecta al 50% de la

poblacion en estudio [5].

e Concentracion letal (CLy): concentracion del pesticida que produce la muerte de
un porcentaje "X" de la poblacion de ensayo. Se usa el ClLsp, que es la

concentracion letal que mata al 50% de la poblacién [5].

e NEANO (nivel de efectos agudos no observados): mayor concentracion del

pesticida estudiado para la cual la mortalidad registrada es del 10% o menor [5].

e CENO (concentracion de efectos no observables): mayor concentracion medida
de un pesticida para la cual no se observa reaccién crénica alguna en las especies

ensayadas [5].

¢ MCEO (menor concentracion que produce efectos observables): se define
como la menor concentracion del pesticida para la que puede observarse algin

efecto sobre la especie estudiada [5].

Estos estudios se utilizan como un paso previo a la comercializacion de nuevos

pesticidas o de aquellos que ya se encuentran en el mercado como lo indica la

legislacion ecuatoriana.

41



Este decreto es el 3609 y consta en el Texto Unificado de Legislacion Secundaria
del Ministerio de Agricultura y Ganaderia, Titulo XXVIII del Reglamento de

Plaguicidas y Productos afines de uso Agricola.

Aqui es donde se establece que se tiene que contar con la informacién
toxicoldgica necesaria que permita establecer sus efectos en el ambiente, la vida

humana y animal.

Principalmente en estos estudios se utilizan animales de laboratorio como: aves,
mamiferos e invertebrados; en el presente trabajo de investigacién utilizamos la
informacion toxicoldgica de Daphnia magna expresada en Concentracion Efectiva

50 (ECso).

Daphnia magna es un género de crustaceos plancténicos del orden Cladocera; se
conocen vulgarmente como dafnias y también como pulgas de agua, debido a su

tamafo y a su forma de nadar brincando.

Habitan en medios acuéticos y se alimentan esencialmente de fitoplancton,
pudiendo también ingerir microorganismos como protistas y bacterias, asi como

materia organica particulada o disuelta [5].

Son capaces de tolerar el ser vistos vivos bajo un cubreobjetos y ser devueltos al

agua, aparentemente sin sufrir dafio alguno por lo cual son de gran utilidad para

realizar ensayos toxicolégicos [5].
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Las especies del género Daphnia son las mas utilizadas como organismos de
prueba o de referencia en pruebas de toxicidad. Debido a su reproduccion

partenogenética lo cual asegura una uniformidad en la respuesta del test [5].

Los ensayos de toxicidad con Daphnia magna, permiten determinar el potencial

contaminante de varias sustancias quimicas como los pesticidas [5].

Ademas de aguas residuales domésticas e industriales, lixiviados, aguas
superficiales o subterraneas, sedimentos, entre otros por lo cual su uso se ha

masificado para realizar los diferentes ensayos de toxicidad [5].

2.2.1. Desventajas de los ensayos de toxicidad
Dentro de las desventajas de realizar estos ensayos esta la deteccion de los
efectos que se producen en los animales de ensayo con dosis bajas de

compuestos analizados [20].

Esto exige el uso de un gran nimero de ejemplares que convierten al proceso
inviable econémicamente; debido a las condiciones que requieren los animales
en el laboratorio. Ademas el tiempo que necesita cada ensayo, hace que el

andlisis de las muestras se realice en un lapso de tiempo demasiado largo [20].

Ademas el costo de las pruebas en animales es prohibitivo es decir que este

costo se asigna al precio final de los productos quimicos.
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En un estudio de la Comision Europea se estima que las pruebas toxicoldgicas
de alrededor de 30.000 sustancias existentes se traducen en un costo total de 2

billones de euros en el mercado hasta el afio 2013 [16].

En estas pruebas toxicoldgicas se estima que es necesario utilizar mas de 12

millones de vertebrados [20].

Dentro de las limitaciones de estos ensayos tenemos restricciones econémicas,
consideraciones éticas y la presidbn publica para reducir las pruebas

toxicoldgicas en animales [16].

La evaluacion de la seguridad y la eficacia de compuestos utilizados como:
pesticidas, medicamentos, cosméticos y compuestos industriales ha impulsado
el desarrollo de métodos alternativos al empleo de animales de experimentacion

toxicologica [20].

Esto es debido en gran parte a la evolucién de los conocimientos cientificos y de
sus aplicaciones tecnoldgicas y otra parte a consideraciones éticas, logisticas,

econdmicas, sociopoliticas y legales [20].

Debido a las limitaciones de los ensayos de toxicidad se han desarrollado

nuevos métodos que nos permiten reducir el nimero de animales utilizados,

ahorrar tiempo y reducir el costo de las pruebas [24].
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Dentro de estos métodos tenemos los modelos matematicos de prediccion

dentro de los cuales se encuentran los siguientes:

. Cinética ambiental de compuestos quimicos.
o Farmaco — toxicocinética.
. Relacién Cuantitativa Estructura Actividad (QSAR).

En la presente investigacion utilizamos la metodologia QSAR la cual nos permite
relacionar la estructura quimica y la respuesta biol6gica de los organismos frente

a la accion de los pesticidas.
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2.3. Andlisis SARy QSAR

2.3.1. SAR (Structure-Activity Relationships)
El estudio de la estructura molecular y la actividad de un compuesto estan
fundamentados en un enfoque racional basado en el supuesto de que hay
ciertas relaciones entre la estructura molecular y la actividad biolégica de los

compuestos [21].

Esta relacion es representada en el siguiente grafico:

| MOLECULA |

LH

DESCRIPTOR DE
ESTRUCTURA

PROPIEDAD PROPIEDAD

QUIMICO-FISICA BIOLOGICA

Figura 5: Relacidn estructura actividad/propiedad (SAR)

El andlisis SAR es la utilizacion de la informacion de la estructura molecular de
las sustancias quimicas para predecir caracteristicas importantes en materia de
persistencia, distribucion, captacién-absorcion y toxicidad de diversas sustancias

[21].
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El objetivo general de estos estudios es comprender la mecdénica de la accion
farmacoldgica o toxicoldgica, para sugerir la sintesis de nuevos compuestos con

una actividad biol6gica definida [21].

Los supuestos fundamentales de los estudios SAR segun Todeschini en el 2003
son:

a. Un compuesto similar corresponde a una actividad biolégica similar.

b. Una modificacion similar en la estructura molecular coincide con cambios

similares en esta propiedad.

Por lo tanto mateméaticamente los estudios SAR pueden ser expresados de la

siguiente manera:

Actividad = f (propiedades fisicoquimicas y/o propiedades estructurales)

Esta actividad bioldgica puede ser estudiada a diferentes niveles y determinar

los efectos en cada uno de estos; se pueden distinguir los siguientes:

1. Nivel Macromolecular en este nivel se puede establecer las fuerzas de union
gue tienen las moléculas como las constantes de inhibicion y la constante de

Michaelis [21].

2. Nivel celular se puede estudiar la mutagenicidad y las transformaciones
celulares que podrian ocurrir cuando las células estdn en contacto con

sustancias toxicas [21].
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3. Nivel de organismos se estudian dos efectos: cronicos y agudos. Dentro de
los efectos agudos se puede determinar la respuesta biolégica de algas,

invertebrados, peces, aves y mamiferos [21].

En tanto que en la respuesta crénica se puede identificar la neurotoxicidad
retardada, bioconcentracién, biodegradacién, carcinogenicidad, afectacion a la

funcion reproductiva de los organismos [4].

Los primeros acercamientos a la relacion entre la estructura de las moléculas y

sus propiedades o actividades se muestran en los siguientes estudios:

. Cros estudioé en 1863 el aumento del punto de ebullicion y del punto de
fusién, en alcanos, al aumentar el nUmero de atomos de carbono y la masa
molecular. Asimismo observé una disminucién de la solubilidad en agua de los
alcoholes, al aumentar el nUmero de atomos de carbono y la masa molecular

[13].

) Hans, Horst, Meyer en 1899 y Charles Ernest Overton en 1901
observaron un aumento en la toxicidad de los alcoholes al aumentar log-P
(coeficiente de particion aceite/agua), lo que resulta un caso tipico de relacion

entre propiedades fisicoquimicas y actividad biol6gica [13].
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. Corwin, Hansch y su equipo, en 1964, promovieron la hip6tesis QSAR
gque afirma que moléculas semejantes tendran un comportamiento similar tanto

en las propiedades fisicoquimicas como bioldgicas [13].

2.3.2. Enfoque de Hansch
El rdpido desarrollo en este campo de investigacion ha sido desarrollado por

Hansch y sus colaboradores a partir del afio 1963.

Hansch afirma que una sustancia biol6gicamente activa para que se ponga en
contacto con el sistema molecular de un organismo viviente, depende de la

probabilidad de que esta sustancia alcance un sitio receptor [13].

Por lo tanto esta sustancia puede inducir a una determinada respuesta en el
organismo, lo cual indica el efecto y la funcién caracteristica de esa sustancia. El

postulado de Hansch puede ser esquematizado en la siguiente ecuacion [13]:

Respuesta: f1 (L) + f2 (E) + f3 (S) + f4 (M)

Donde las cuatro funciones son respectivamente las siguientes: propiedad
lipofilica (L), las propiedades electronicas (E), las propiedades estéricas (S) y
finalmente cualquier otro tipo de propiedad molecular (M) necesaria para

describir el efecto bioldgico estudiado [13].
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El principio de la estrategia SAR solo es aplicado a compuestos de
caracteristicas quimicas similares, en donde estos compuestos tienen que tener

las siguientes caracteristicas [16]:

a) Los compuestos deben tener un esqueleto quimico comun.
b) Los sustituyentes del esqueleto quimico comun no deben afectar de manera

decisiva las propiedades globales de la molécula.

2.3.3. QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)
Los estudios QSAR son basados en una serie de aplicaciones matematicas y
estadisticas que tienen como objetivo encontrar un modelo mateméatico

cuantitativo que relacione la estructura molecular y una actividad definida [9].

QSAR es un tipo de estrategia que es aplicada sobre todo para resolver
problemas en quimica, farmacologia, ciencias ambientales y toxicologia y esta

apoyada principalmente de técnicas estadisticas multivariantes y quimiometria

9.
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En la siguiente figura se muestra un esquema general de trabajo en la

metodologia QSAR:

MOLECULA DATOS DESCRIPTORES
EXPERIMENTALES MOLECULARES
FITTING
QSAR
MODELO
VALIDACION

NUEVA PREDICCION DESCRIPTORES
MOLECULA MOLECULARES

Figura 6: Esquema general de trabajo en la metodologia QSAR

En la figura se evidencia la presencia de dos momentos, el primero en donde se
realiza la construccion del modelo y la segunda fase que es la utilizacion del
modelo para la prediccién de nuevas estructuras moleculares con una actividad

biol6gica definida.

QSAR facilita la identificacion de sustancias potencialmente peligrosas lo que es

de gran utilidad para los gobiernos a la hora de establecer que sustancias son
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prioritarias a seguir siendo estudiadas y tomar decisiones tempranas sobre

aqguellas que se sintetizan [7].

Las actividades toxicolégicas son cada vez mas costosas y exigen cada vez mas
recursos. En los Estados Unidos se estima que el costo de un bioensayo de

carcinogenicidad es de mas de tres millones de ddlares [7].

Aun cuando los recursos financieros fueran ilimitados, no habria suficientes
toxicologos formados para someter a ensayos a las aproximadamente 50.000

sustancias quimicas que se producen hoy en el mundo [9].

Debido a esto QSAR es una base importante a la hora de determinar si hay
razones suficientes para concluir que la manufactura, elaboracién, distribucion,
uso o eliminacién de una sustancia va a presentar un riesgo para el ambiente, la

salud humana o animal [20].
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2.4. Descriptores Moleculares en la estrategia QSAR
Un aspecto clave para el desarrollo de la metodologia QSAR son los descriptores
moleculares ya que se establece una correlacion directa entre la actividad

biolégica de las moléculas y los descriptores moleculares [6].

Un descriptor molecular es el resultado final de un procedimiento légico y
matematico que transforma la informacién quimica y la codificada dentro de una

representacion numérica util [4].

La clasificacibn mas comun de los descriptores moleculares de acuerdo con el

enfoque de Hansch, hace referencia a tres grupos de propiedades fundamentales:

a. Parametros de hidrofobicidad
b. Parametros electrénicos

c. Parametros Estéricos (forma y dimensién)

Los descriptores moleculares pueden mostrar las caracteristicas y tipologias mas
diversas, de manera particular los parametros de hidrofobicidad pueden provenir
de medidas experimentales, de calculos tedricos o una simple operacién de suma

de factores [4].

53



Los pardmetros electrénicos representan la molécula entera o un fragmento
particular de la misma, pueden representar también un sustituyente de la molécula

en un sitio definido [21].

En tanto que los parametros estéricos requieren del conocimiento de la estructura
tridimensional de la molécula, de su grafico molecular o de la férmula empirica.
Los descriptores moleculares se pueden dividir en  descriptores
monodimensionales (1D), bidimensionales (2D), tridimensionales (3D) a nivel

microscopico y macroscoépico [21].

Los descriptores a nivel 1D son los mas sencillos, son derivados directamente de
la férmula empirica de la molécula; como el caso del peso molecular, el nimero de

atomos de carbono presentes en una molécula y sus diversos enlaces [21].

En el nivel 2D se encuentran los descriptores moleculares derivados del grafico
molecular y de la matriz de conectividad, principalmente los descriptores

topoldgicos [21].

Los descriptores moleculares 3D son todos los descriptores que provienen de la
estructura tridimensional, y del conocimiento de las coordenadas espaciales de la

molécula [21].

A nivel microscépico son definidos todos los descriptores que consideran los
aspectos conformacionales de la molécula y al nivel macroscopico los descriptores

geométricos como el volumen y la superficie de la molécula [4].
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Luego del nivel microscopico viene el nivel electronico, donde tenemos la energia
de los orbitales moleculares, el mapa de las densidades electronicas y parametros

mecanico-quanticos [4].

Finalmente los descriptores moleculares constituyen un importante subconjunto de
descriptores de diverso género (quimico, fisico, biolégico, ambiental, geogréficos,
geolégicos, etc.) que se utlizan para la construccion de diversos modelos

matematicos [6].
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2.5. Quimiometria
La quimiometria es una disciplina joven que esta ligada a la metodologia QSAR.
Aparece con las contribuciones conjuntas de Svante Wold de la Universidad de
Umea, Suecia y Bruce Kowalski de la Universidad de Seattle en los Estados

Unidos [14].

En 1954 Wold y Kowalski proponen denominar a la Quimiometria como un sector
cientifico que comprende todas las técnicas matematicas dirigidas a procesar,

tratar y modelar los datos quimicos [14].

Por lo tanto la Quimiometria es una ciencia que utiliza la matematica, la estadistica
y la l6gica formal para disefiar y seleccionar procedimientos experimentales que
permitan obtener informacién y construir conocimiento mediante el analisis de los

datos quimicos [21].

Debido a su gran espectro de accion la quimiometria puede afrontar problemas de

diferente indole en la quimica, bioquimica, medicina, biologia, ingenieria y en las

ciencias ambientales [9].
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Todas estas ciencias generan sistemas complejos de informacién debido a que
estan compuestas por varias partes interconectadas o entrelazadas cuyos
vinculos crean informacién adicional no visible antes del analisis [9].

Estos sistemas complejos estan caracterizados por la gran dimension de sus

bases de datos en donde estan contenidos cientos o miles de datos [9].

Con los avances de la informatica se han podido desarrollar técnicas que permiten
utilizar toda la informacién disponible en las bases de datos; minimizando el

tiempo y el costo del analisis y maximizando la calidad de la respuesta [21].

Las técnicas quimiométricas emplean el andlisis multivariante, el cual comprende
un conjunto de métodos estadisticos cuya finalidad es analizar simultaneamente
conjuntos de datos en donde existe una serie de variables medidas para cada

objeto estudiado [21].

Por esta razon, este tipo de andlisis da un mejor entendimiento de la probleméatica
del fendmeno estudiado obteniendo toda la informacién posible de los datos, ya

gue con técnicas univariantes o bivariantes no se lograria este proposito [21].

En las ciencias ambientales la quimiometria ha tenido un gran desarrollo que se
ha hecho visible en diversas areas como en el analisis de las imagenes satelitales,

estudios de la calidad del agua para caracterizar zonas de riesgo ambiental [12].

Caracterizacion de las fuentes de contaminacion, en la ecotoxicologia en estudios

de estructura-actividad, en la optimizacion de procesos de combustion de los
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residuos solidos para la generacion de energia y mas estudios relacionados a la

probleméatica ambiental [12].

Las técnicas quimiométricas estudian principalmente el modelamiento de los datos
mediante técnicas de clasificacibn y regresion que estdn apoyadas en
instrumentos de andlisis muy potentes como los algoritmos genéticos y las redes

neuronales [21].
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CAPITULO 3

METODOLOGIA USADA

3.1. Métodos de Clasificacion
Los métodos de clasificacion son técnicas estadisticas multivariantes que tienen
como objetivo principal la construccidbn de modelos sobre la base de un cierto

numero de variables independientes (descriptores) [2].

Por lo tanto este modelo es capaz de identificar la clase correspondiente de cada

uno de los objetos estudiados [2].

Un método de clasificacion busca relacionar las variables independientes con una
respuesta cualitativa (clase asignada), la condicidon necesaria para que el método
de clasificacion sea aplicado es que la clase sea previamente definida y que cada

objeto del training set sea asignado a una de las clases definidas [9].

La definicion de las clases se da mediante los siguientes criterios segun

Todeschini en el 2003:

1. Las clases son definidas por via tedrica.
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2. Las clases son definidas por una variable categoérica.
3. Las clases se buscan mediante el método de cluster andlisis.
4. Las clases son definidas mediante la categorizacibn de una variable

cuantitativa.

Los métodos de clasificacion resultan una estrategia de modelamiento mas
robusta que los métodos de regresion multivariante, ya que es menos sensible a la

incertidumbre de los errores experimentales en la evaluacion de la respuesta [21].

Para asignar un nuevo objeto los métodos de clasificacién se basan en la minima
distancia que se encuentra entre el objeto y el centroide mas cercano del espacio

de clase en donde el nuevo objeto seré clasificado [21].

X  Objeto a clasificar

O Centroide
(> Espacio de Clase

Figura 7: Metodologia de Clasificacion
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Existe una vasta gama de métodos de clasificacion los cuales permiten realizar la
modelacion de los datos, basados en la densidad de probabilidad para designar

los objetos a las clases anteriormente definidas [9].

Entre estas técnicas tenemos los métodos de clasificacion de confusion (fuzzy
classification methods); aqui los objetos vienen asignados en relacion a la

probabilidad del espacio de clase més cercano [21].

Otro grupo importante son los métodos de clasificacion de arbol (classification tree
methods), estos métodos responden a la jerarquizacion de las variables mediante
la separacién binaria de los objetos produciendo modelos graficos de facil

interpretacion [10].

Dentro de los métodos de confusion se encuentra el método KNN el cual es
aplicado en el trabajo de investigacion para realizar la modelacion de los datos y

obtener una relacién entre la estructura-actividad biolégica de los pesticidas.

3.1.1. Pardmetros de validacion de la clasificacion
El resultado de una clasificacion puede ser sintetizada en una matriz de
confusién. En las lineas se representan las clases verdaderas que seran

utilizadas para realizar el training set [21].
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En tanto que en las columnas se representan las clases asignadas a cada uno
de los objetos luego de aplicar una técnica de clasificacion y su respectivo
proceso de validacion [10].

Un ejemplo, supongamos que tenemos 30 objetos distribuidos en tres clases; A,
B, y C. Donde la clase A tiene diez objetos, la clase B posee doce y la clase C

contiene ocho objetos.

Luego de realizar un proceso de clasificacion obtenemos la matriz de confusién

gue es la siguiente:

Tabla 2: Matriz de confusién

Clases asignadas

Clases A B’ C’ Ng
A 9 1 0 10
Clases Verdaderas B 2 8 2 12
C 1 2 5 8
ng’ 12 11 5 n=30

Fuente: Todeschini, 2003. Introduccion a la Quimiométrica
Autor: Luis Fernando Céardenas Calle

En la diagonal principal de la matriz de confusidbn se encuentran los objetos
correctamente clasificados. En nuestro caso pertenecen a la clase A nueve,

ocho a la clase B y cinco a la clase C.

Los nimeros que se encuentran fuera de las celdas de la diagonal son aquellos

objetos que son asignados errGneamente a otras clases y es en donde se

calcula el error del modelo.
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En nuestro caso un objeto de la clase A es asignado a la clase B, dos objetos de
B son asignados a la clase Ay dos en la clase C, y un objeto de C es clasificado
en Ay dos objetos son clasificados en la clase B.

En la dltima columna de la tabla se reporta el total de la linea (ng), que
corresponde al niumero de objetos distribuidos en las clases originales. La ultima
linea de la tabla reporta el total de los objetos redistribuidos en las tres clases en

base del modelo calculado (ng’).

El parametro que sintetiza el resultado de un método de clasificacion es el
porcentaje de clasificacion correcta (non-error rate, NER%) definido de la

siguiente manera:

.C
NERY = 2299, 100
n
Donde cyg son los elementos diagonales de la matriz de confusion. En el ejemplo

propuesto, NER%= (22/30) donde tenemos un NER% = 53,3%.

Este proceso también se lo puede realizar para cada una de las tres clases:
NER% (A) = 90%
NER% (B) = 66,5%

NER% (C) = 62.5%
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3.2. Método KNN
KNN es un método de clasificacion no paramétrico, que para realizar la
clasificacién se basa sobre el concepto de analogia. EI método se fundamenta en
la eleccion de una distancia y en la seleccion oportuna de los K objetos mas

cercanos a la molécula en estudio [10].

Luego enumera cuantos de estos K objetos caen en cada clase y la molécula es
atribuida a la clase mas numerosa; esta evaluacion se extiende a todos los objetos
hasta determinar a qué clase corresponde cada uno de los objetos estudiados

[21].

Figura 8: Asignacion de las clases mediante el método KNN
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El algoritmo KNN tiene las siguientes etapas segun Todeschini en el 2003:

1. Escalado de los datos

2. Seleccion de la distancia a utilizar

3. Eleccion del nimero de K atil para la clasificacion

4. Calculo de la matriz de las distancias

5. Para cada objeto se consideran K objetos mas cercanos

6. El objeto se asigna a la clase mas representativa en funciéon de los K vecinos

mas cercanos.

En la préactica es necesario probar diversos valores de K que oscilan entre 1y 10
hasta obtener el valor éptimo, es decir en donde se comete el menor error de

clasificacion en los datos del training set [21].

KNN es un método que tiene gran simplicidad, una amplia aplicabilidad y su

rendimiento en la respuesta obtenida es muy satisfactorio [10].

Debido a la dimension de las bases de datos que son analizadas con las técnicas
qguimiomeétricas es necesario primero realizar una seleccién previa de las variables

mas importantes para construir el modelo.

En esta investigacién para lograr en primera instancia esta fase utilizamos los

Algoritmos Genéticos que son herramientas que se utilizan para la seleccion de

variables éptimas.
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3.3. Algoritmos Genéticos
Los Algoritmos Genéticos (AG) son una importante herramienta quimiométrica

aplicada en problemas de optimizacion de datos en gran escala.

Este método fue propuesto por Holland en 1955 y en los ultimos afios han sido
muy utilizados para la solucién de problemas de optimizacién en muchos campos

de investigacion [10].

Los AG son modelos adaptativos que pueden usarse para resolver problemas de
blusqueda y optimizacion de sistemas complejos. Se basan en el proceso genético

evolutivo de los organismos vivos [21].

Un AG consiste en un ciclo interactivo de creacion de conjuntos (cromosomas) de
variables originales que generan poblaciones viables las cuales son las mas

Optimas para la construccién del modelo predictor [9].

Estos conjuntos son producidos con el menor NER, son retenidos los mejores y

sobre esta poblaciébn se procede con el apareamiento y mutaciones de los

cromosomas para producir nuevos conjuntos predictores [21].
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Se retienen siempre los mejores y se repite el ciclo interactivamente hasta
alcanzar la maxima calidad de NER.

En el siguiente grafico se esquematiza el funcionamiento de los Algoritmos
Genéticos:

CROMOSOMA
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STOP

Figura 9: Esquema de la metodologia utilizada por los Algoritmos Genéticos

En los AG se simula el proceso de seleccién natural y supervivencia de los
organismos vivos en donde los mas aptos sobreviven. De esta manera se obtiene

un conjunto 6ptimo de variables necesarias para la construccion del modelo [21].
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3.4. Obtencién de los Datos

Para alcanzar el objetivo principal de la investigaciébn contamos con una base de

datos de pesticidas de la Universidad Hertfordshire de Inglaterra.

Esta es una completa base de datos relacionada con los parametros fisico-
guimicos y ecotoxicoldgicos de los pesticidas; este proyecto fue realizado por el

AERU que es la Unidad de Agricultura y Ambiente de dicha universidad.

Esta base de datos cuenta con alrededor de 1800 sustancias quimicas y sus

metabolitos que son utilizadas en el agro alrededor del planeta como pesticidas.

Esta base de datos ha sido desarrollada principalmente para apoyar las
evaluaciones de riesgo frente a la exposicion de estas sustancias quimicas en el

ambiente, el ser humano y en los animales.

La base de datos esta disponible en la red para desarrollar diversas

investigaciones cientificas y es actualizada constantemente.

El nombre de la base de datos es PPDB (Pesticide Properties Data Base) la

direccion de busqueda es: (http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/es/index.htm).
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Esta base de datos cuenta con siete secciones las cuales se indican en la

siguiente tabla:

Tabla 3: Secciones de la base de datos PPDB

Seccion Contenido
1 Descripcion general del
producto
2 Propiedades fisico-quimicas
3 Destino ambiental
4 Degradacion
5 Absorcion y movilidad en el
suelo
6 Ecotoxicologia
7 Salud humana

Fuente: PPDB
Autor: Luis Fernando Cardenas Calle

De esta base de datos seleccionamos 192 pesticidas en relacién a su estructura
quimica los cuales son: piretroides, organofosforados, organoclorados vy

carbamatos.

De las secciones 1y 6 de la base de datos se obtuvieron el grafico molecular del

pesticida y la ECso (Concentracion Efectiva 50) de Daphnia magna.

oDT
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Figura 10: Esquema de la generacidn de la base de datos
Autor: Luis Fernando Cardenas Calle

3.5. Digitalizacion y Optimizacion de las Moléculas
Mediante el software HYPERCHEM se digitalizaron y optimizaron las 192

estructuras moleculares de los pesticidas.

HYPERCHEM es un programa que permite realizar la modelacion molecular y
posee herramientas necesarias para la simulacion quimica, el célculo y

visualizacién de propiedades moleculares.

Ademés incluye una amplia seleccion de métodos de mecanica cuantica,
mecanica molecular y dinamica molecular que se complementan con sofisticadas

capacidades de visualizacion 3D y animacion.

Por tanto este programa nos permite conocer la estructura tridimensional de todas

las estructuras moléculas de los pesticidas estudiados.

Figura 11: Estructura tridimensional de la molécula de DDT digitalizada en
HYPERCHEM
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Las moléculas son optimizadas en el programa debido a que necesitamos conocer
las conformaciones moleculares estables sobre las cuales se van a calcular los

descriptores moleculares necesarios para la modelacion.
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3.6. Célculo de los Descriptores Moleculares
Las moléculas digitalizadas y optimizadas son llevadas al programa DRAGON,
este es un software que nos permite el célculo de los descriptores moleculares;

DRAGON calculd 4800 descriptores moleculares para cada molécula estudiada.

El software inmediatamente reduce la dimensionalidad de la base de datos
eliminando descriptores que no proporcionan informacion importante para el

modelo.

Son eliminados los descriptores constantes o casi constantes (desviacion estandar

<0.00001), los que presentan valores faltantes y los que estan correlacionados por

mas del 95% [6].
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3.7. Normalizacién de los Datos
La matriz general de datos resulta reducida a las siguientes dimensiones: 192
moléculas por 1126 descriptores moleculares, con lo cual la dimension de la base

es de 216.192 datos contenidos en la matriz.

Tabla 4: Matriz de la base de datos

Descriptores Moleculares
Molécula |D1 | D2 | D3 D 1126
1 X1 | X2 | X3 X1126
2
3
4
n Xn | Xn | Xn Xn
192 192 X 1126 = | Datos: 216.192

Autor: Luis Fernando Cardenas Calle
Se realiz6 un proceso de normalizaciéon a los datos de la toxicidad de Daphnia
magna (CEsp) debido a la gran variabilidad de los datos, ya que valores demasiado

grandes o pequefios pueden afectar la calidad final del modelo.

Para normalizar la ECso de Daphnia magna se realiz6 el siguiente calculo:

Val lizado = ———
alor normalizado = -,
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Los valores obtenidos van desde CEsp = 5,3 mg/L; siendo este el valor del
pesticida menos toxico, hasta la concentracion mas baja encontrada CEso=
0.00001 mg/L siendo esta la concentracion mas téxica encontrada entre todos los

pesticidas estudiados.
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3.8. Asignacién de las clases
Los valores obtenidos de la normalizacién se dividieron en tres clases, los de la
clase 1 que tienen una toxicidad baja (0-33% de los datos), la clase 2 poseen una
toxicidad intermedia (33%-66% de los datos) y finalmente la clase 3 con una

toxicidad alta (66%-100% de los datos).

En la siguiente tabla se muestran los valores umbrales para cada clase asignada:

Tabla 5: Parametros de las clases asignadas a los objetos

Parametro Clase 1 Clase 2 Clase 3
Valor Umbral 53-4,65mg/L | <4,65-0,10 mg/L | <0,10-0,00001
Toxicidad Baja Media Alta
Numero de objetos 64 65 63

Autor: Luis Fernando Cardenas Calle
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3.9. Aplicacion del Algoritmo Genético
El método aplicado para construir el modelo es el método KNN con una previa

seleccion de variables mediante algoritmos genéticos.

La construccion del modelo se realizdé en el programa MATLAB 5.0 debido a la
gran extension de la base de datos. En el programa se utilizaron los Toolbox de
los Algoritmos Genéticos disefiados por el Milano Chemometrics and QSAR de la

Universidad Milano Biccoca (Italia).

Estos Toolbox necesitan ser programados en relacién a los parametros necesarios

para obtener el mejor modelo de clasificacion.

Los parametros de programacion se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 6: Pardmetros de programacion para el Algoritmo Genético

Método KNN
Escalado Autoscaling
Grupos de cross-
validacion 5
Tipo de cross- Ventanas
validacion venecianas
Numero de
cromosomas 30
Probabilidad de
mutacion 0.01
Probabilidad de cruce 0.5
Repeticiones 100
Numero de 250
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evaluaciones

Autor: Luis Fernando Cardenas Calle
Luego de la modelizacion se analizan los parametros de validacion de la

clasificacion, si el NER% es satisfactorio se presentan los resultados en caso
contrario se reformulan los parametros y se realiza huevamente la modelizacion

hasta obtener el modelo de clasificacion deseado.

Para la presente investigacion los parametros presentados en el cuadro son

aguellos que nos permitieron obtener el mejor modelo con un NER% elevado. Los

resultados se presentan en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez aplicado el algoritmo genético obtuvimos los siguientes resultados:

La calidad del modelo encontrado y validado en prediccién se indica en la siguiente
figura:

final stepwise selection

0.75

0.7

0.65 i

0.6

NER cv

0.55 >

0.5

0.45“

0.4

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
number of included variables

Figura 12: Relacién entre nimero de descriptores considerados en la clasificacion KNN
y la calidad del modelo en prediccion
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El gréfico muestra la calidad en prediccion del modelo expresado en NER-cross-
validado al 20% de las moléculas (5 grupos de cancelacién), este parametro se

incrementa hasta alcanzar su maximo nivel con 8 variables seleccionadas de las 1126.

La dimensionalidad de los datos es reducida gracias a la aplicacién de los algoritmos
genéticos. El analisis inicio con 1126 descriptores y al finalizar seleccion6 8

descriptores 6ptimos que relacionan la estructura molecular y la actividad biolégica.

Todeschini en el 2010 sefiala que el uso de los algoritmos genéticos tiene su mayor
aplicacion en la busqueda de las mejores variables que optimicen los modelos de

clasificacion y regresion.

El NERcv encontrado es 0,72; es decir que la capacidad predictiva del modelo es del
72%, utilizando el método de clasificacion KNN, realizando previamente una seleccién

de variables 6ptimas mediante los algoritmos genéticos.

El modelo encontrado y validado presenta una buena capacidad predictiva
(NERcv=0,72) a pesar de tener una gran cantidad de moléculas (192) y de diverso

origen quimico (organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides).

Ferreira en el 2006 encuentra un modelo con un menor NER=0.71 y con un namero

mucho menor de moléculas (25). Por lo tanto el modelo encontrado en prediccion

posee una mejor capacidad predictiva y es mas representativo.
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La representatividad del modelo es mejor debido a que esta construido con pesticidas
de diversas caracteristicas quimicas; este modelo nos permite predecir la actividad

bioldgica de nuevas moléculas que estén emparentadas quimicamente.

Cruz en el 2009 sefiala que los métodos de clasificacion son apropiados para modelar
varias respuestas en los métodos QSAR, como por ejemplo: compuestos activos/no
activos o compuestos de toxicidad baja, mediana y alta como es el caso de nuestro

estudio.

KNN al ser un método de clasificacion nos permite agrupar los diferentes tipos de
pesticidas, ya que los modelos continuos solo describen de manera parcial la relacion
entre la estructura molecular de los pesticidas y su respectiva toxicidad (Benfenati,

2005).

Por lo cual KNN al ser un modelo de tipo discreto nos permite analizar de manera
global la toxicidad y la estructura molecular de diversos tipos de pesticidas clasificados

por su toxicidad y su estructura quimica.

Benfenati en el 2005 sefala que los modelos continuos son mas utilizados y
estudiados debido a que su prediccion devuelve un valor de toxicidad (modelo
cuantitativo), en tanto que los modelos discretos muestran el valor de una clase de

toxicidad (modelo cualitativo).

81



4.1. Resultados de la Matriz de Confusion
Mediante la matriz de confusién podemos determinar el NER% en relacion a los

objetos que estan mal clasificados. La matriz se presenta a continuacion:

Tabla 7: Matriz de confusion del método KNN obtenido
Clase Asignada

Clase 1’ Clase 2’ Clase 3
Clase 1 44 13 5
Clase Verdadera Clase 2 9 42 12
Clase 3 3 13 | 49

Fuente: MATLAB 7.0
Autor: Luis Fernando Cardenas Calle

Los objetos que estan presentes en la diagonal de la matriz son aquellos objetos
que se encuentran bien clasificados en relacién a los grupos prestablecidos en la

clasificacion.

En tanto que los objetos que estan fuera de la diagonal son aquellos que siendo

de una clase predeterminada pertenecen a otra.

Al sumar los elementos de la diagonal y este valor ser dividido para el nUmero total

de objetos el resultado obtenido es el NER que para nuestro caso es del 0,72.
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En tanto que para las diferentes clases se puede realizar el mismo proceso, los
resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 8: NER obtenido para cada una de las clases

Clase NER %
1 69
2 66
3 75

Fuente: MATLAB 7.0.
Autor: Luis Fernando Céardenas Calle

Los resultados muestran que el algoritmo es mas sensible para aquellas

moléculas que tienen una toxicidad elevada (mayor actividad biolégica),

correspondientes a las moléculas que se encuentran en la clase 3.

En tanto que el algoritmo resulta menos sensible a las moléculas de clase 2 y 1,

con toxicidad media y baja respectivamente.

El algoritmo genético seleccion6 8 descriptores moleculares los cuales permiten la

construcciéon del modelo y segun el cédigo de DRAGON son los siguientes:

1) BO5 [C-P] indica la presencia o ausencia de un enlace C - P a una distancia

topoldgica de 5.

2) B0O2 [C-N] indica la presencia o ausencia de un enlace C - N a una distancia

topoldgica de 2.
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3) MATS5I indica que existe una autocorrelacion calculada segun Moran pesando

los potenciales de ionizacion de los atomos a una distancia de 5 enlaces.

4) E2p es un descriptor de direccionalidad de la molécula perteneciente al grupo

WHIM.

5) CATS2D_02 DA es un descriptor basico que indica la existencia de un par

donador-aceptador a una distancia de 2 enlaces.

6) CATS2D_04_LL es un descriptor basico que indica la existencia de un par

lipofilico-lipofilico cada 4 enlaces en la molécula.

5) CATS2D_05 LL es un descriptor basico que indica la existencia de un par

lipofilico-lipofilico cada 5 enlace en la molécula.

8) F09 (O-F) indica la frecuencia de un enlace O - F a una distancia topol6gica de

9.

En su mayoria los descriptores seleccionados por el algoritmo genético son

descriptores basicos y topolégicos.
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Mediante el andlisis de los centroides de las clases, podemos determinar que los
descriptores moleculares que mejor separan las clases y definen a cada uno de
los grupos son el descriptor molecular 6 y 7, esto lo podemos observar en la

siguiente figura:

6 ™~
|\

\ =&=centroide clase 1
4 /'

|/ \\
2 /
e\

8

== centroide clase 2

centroide clase 3

Figural3: Centroides de las clases asignadas

En el gréfico se puede ver que las variables 6 y 7 son la que separan y diferencian

las tres clases de actividad biolégica (toxicidad).

En la clase 3, aquellas moléculas que tienen mayor actividad, las variables 6

(CATS2D 04 LL)y 7 (CATS2D_05 LL) son las que tienen valores intermedios, lo

cual nos indica la presencia de una actividad lipofilica media.

En la clase 2, las de mediana actividad, sus variables tienen valores altos de

lipofilidad, mientras que en la clase 1 presentan valores bajos. Esto indica que
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para mostrar una elevada actividad (mayor toxicidad) la molécula debe presentar

una lipofilidad intermedia.

Esta actividad lipofilica nos indica que los pesticidas son afines a las moléculas
grasas. Toropov indica que a nivel celular los pesticidas afectan a todos los

sistemas de membranas que estan presentes en la célula.

Debido a que la principal molécula estructural de las membranas son los
fosfolipidos, al nivel celular los pesticidas afectarian a la membrana celular,

reticulo endoplasmatico y membrana nuclear.

La estructura molecular de los pesticidas relacionados con su toxicidad en

términos generales se muestra en la siguiente figura:

Clase 1 Clase 2 Clase 3

adonycart methiocars Penoxyeart

© Unbversity of Wetidshin 1| [& unbvarsity of Werstorshirs | | [ tniwarsity of sierttorshive

Baja Toxicidad Media Toxicidad

Figura 14: Relacion entre la estructura molecular y la toxicidad

Zvinavashe sefiala que al existir mayor cantidad de estructuras ciclicas y

heterociclicas aumenta la toxicidad de un compuesto.
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En nuestro estudio los objetos clasificados en la clase 1 tienen la caracteristica de

ser moléculas de cadena lineal.

Los objetos de clase 2 tienen una estructura ciclica aromética (benceno) como su

caracteristica principal.

En los objetos de la clase 3 al igual que la clase 2 son estructuras ciclicas
(benceno) y heterociclicas en donde se encuentran mas de dos anillos aromaticos

0 estructuras heterociclicas que diferencian a la molécula.

Consonni en el 2010 sefala que las técnicas QSAR y Quimiométricas combinadas

son un gran instrumento que permiten determinar la relacioén entre la estructura

molecular y la toxicidad de la molécula.
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CONCLUSIONES
El algoritmo genético reduce la dimensionalidad de la base de datos ya que al
iniciar el analisis se tenian 1216 descriptores moleculares de los cuales solo 8

describen la actividad biolégica (toxicidad) de las moléculas de pesticidas.

El NER= 0,72 encontrado con el método KNN presenta una buena capacidad
predictiva a pesar de tener en el modelo una gran cantidad de moléculas (192),
y ademas estas ser de diferente origen quimico (organoclorados,

organofosforados, carbamatos y piretroides).

El modelo encontrado resulta mucho mas sensible para los objetos que tienen
mayor actividad bioldgica (toxicidad); estas moléculas son clasificadas en la

clase 3y tienen un NER del 75%.

El modelo es mas efectivo para determinar la toxicidad en moléculas que
tengan una mayor actividad bioldégica que para nuestro estudio son las

moléculas de la clase 3.

El andlisis de los centroides de las clases muestra que los descriptores
moleculares que separan y definen a las clases son los descriptores 6

(CATS2D 04 LL)y 7 (CATS2D_05_LL).
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10.

Los centroides de las clases nos indican que para que las moléculas tengan
mayor actividad biolégica (toxicidad) la molécula debe presentar una lipofilidad

intermedia.

La actividad lipofilica nos indica que los pesticidas son afines a las moléculas
grasas; esta actividad afecta a los sistemas de membranas celulares, debido a

que la principal molécula estructural de las membranas son los fosfolipidos.

Los modelos continuos son estudiados a pesar de que solo describen ciertas

caracteristicas moleculares y se basan sobre moléculas quimicas similares.

En tanto que los modelos discretos describen de mejor manera la estructura y
la respectiva toxicidad de las moléculas ya que podemos tener varias clases de

pesticidas organizados por su estructura molecular.

Las técnicas QSAR y Quimiométricas combinadas son un gran instrumento
para realizar investigaciones en el area farmacolégica, estudios toxicolégicos y

en problemas ambientales relacionados con la contaminacion.
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RECOMENDACIONES

El modelo nos permite encontrar la toxicidad relacionada con Daphnia magna,
este es un organismo cosmopolita que es ampliamente utilizado para ensayos
toxicologicos; este organismo no podria responder de manera exitosa a las

condiciones de nuestro medio.

Por lo tanto se deberia realizar pruebas toxicoldégicas en organismos locales
gue podran responder de mejor manera a la toxicidad en las condiciones

especificas de nuestro medio.

La investigacion realizada es de caracter basico, su aplicacién seria valida si al
momento de que ingrese un nuevo pesticida al pais este sea introducido al

modelo y el mismo nos devuelva su respectiva toxicidad.

Esto nos ayudaria a verificar si se estan cumpliendo con las especificaciones

basicas que deben tener los pesticidas en su etiquetado.

Difundir las metodologias QSAR y Quimiométricos que pueden ser de gran
utilidad para enfrentar problemas toxicologicos, ecotoxicolégicos, y en general

problemas de contaminacién organica (pesticidas, hidrocarburos).
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6. En el modelo las clases pueden ser mejoradas y se deberian probar otros
métodos de clasificacién quimiométricos apoyados en algoritmos de redes

neuronales que podrian mejorar la capacidad predictiva del modelo.

7. Implementar estudios QSAR en organismos locales creando protocolos de
ensayo que nos permitan definir de mejor manera la estructura molecular y la
toxicidad de las moléculas en condiciones ambientales orientadas a nuestro

entorno.

8. Fomentar los estudios QSAR y Quimiométricos en las Ciencias Ambientales
debido a que es una herramienta que nos permite identificar sustancias
potencialmente peligrosas lo que seria de gran utilidad para los gobiernos a la

hora de establecer politicas ambientales.

9. Ademas esto ayudaria a ver que sustancias son prioritarias a seguir siendo
estudiadas y tomar decisiones tempranas sobre nuevas sustancias que se

sintetizan.
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ANEXOS:

Tabla 1: Pesticidas ubicados en la categoria 3 (altamente toxicos)
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