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RESUMEN

|
La enfermedad de Chagas, causada por el pardsito protozooario Trypanosoma cruzi, es considerada la enfermedad
tropical desatendida mds importante. Los fdrmacos utilizados para tratar esta enfermedad presentan multiples
problemas, lo que implica la necesidad de buscar nuevos medicamentos. En el presente trabajo se estudian,
empleando la topologia molecular, 22 compuestos derivados nitrotriazoles que han demostrado ser eficaces como
anti- Trypanosoma en estudios iz vivo. Empleando el andlisis discriminante se obtuvo una funcién discriminante
que mostré una sensibilidad y especificidad del 100%. Ademds, para predecir la actividad antiparasitaria, se
realizé un andlisis de regresién multilineal, capaz de explicar un 85% de la varianza. La validacién de este

modelo fue realizada mediante una crosvalidacién y un test de aleatoriedad. Finalmente, el modelo seleccionado
se aplicé para buscar nuevos compuestos potencialmente activos frente a 7. cruzi.

PALABRAS CLAVE: Trypanosoma cruzi, andlisis QSAR, topologia molecular.

ABSTRACT
|
The Chagas disease, caused by the protozoo Trypanosoma cruzi, is considered the most important unattended
tropical disease. The drugs destined to treat this disease present several problems, which implies the need
to look for new drugs. In the present work 22 nitrotriazole derivatives that have proven to be effective as
antitrypanosoma in 7 vivo tests, are studied. Using discriminant analysis, it was obtained a correct classification
as active compounds of 100% of them. Furthermore to predict the antiparasitic activity, a multilinear regression
analysis was carried out and it yielded a predictive of 85% of the variance. The validation of this model was
done by leave-one-out cross-validation. Finally, the model was applied to search for new potential new active
compounds against 7. cruzi.

KEYWORDS: Trypanosoma cruzi, QSAR analysis, molecular topology.

INTRODUCCION

Las enfermedades tropicales desatendidas representan un grupo de enfermedades infecciosas que proliferan en entor-
nos empobrecidos, especialmente en el entorno caluroso y himedo de los climas tropicales. Entre ellas se encuentra la
enfermedad o mal de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana, endémica en 21 paises latinoameri-
canos y causada por Trypanosoma cruzi (1. cruzi), un protozoo pardsito transmitido por la chinche triatomina, que actta
como vector [1]. Existen multiples mamiferos, tanto silvestres como domésticos, que son reservorios de la infeccién. La
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poblacién en riesgo es de unos cien millones de personas; ocho millones de ellas estdn infectadas y 14.000 mueren al afio
a causa de esta enfermedad [2].

Aunque la incidencia estd bajando considerablemente en los dltimos veinte afios, principalmente debido a la implan-
tacién de medidas de control frente al vector, el nimero de casos en zonas no endémicas estd creciendo, de modo que
el problema comienza a ser global [3]. Ello se debe, principalmente, a la migracién de la poblacién internacional. Sin
embargo, existen otras vias de infeccién, como las transfusiones de sangre procedentes de pacientes infectados [4], el
trasplante de rganos [5], la ingestion de comida o agua contaminada [6] y la transmisidn congénita, de madre a feto [7].

La enfermedad de Chagas se desarrolla en dos fases: aguda y crénica. En la fase aguda, pueden darse sintomas como
lesiones en la piel, signo de Romafia (inflamacién en el pdrpado de uno de los ojos) [8], fiebre, dolor de cabeza, ganglios
inflamados, dificultad al respirar, etc. No obstante, los pacientes son a menudo asintomdticos, de modo que la mayoria
de las infecciones pasan desapercibidas y no son diagnosticadas en esta fase. Las manifestaciones clinicas mds importan-
tes se dan en la fase crénica y desencadenan la mayorfa de las veces insuficiencia cardiaca (arritmias y cardiomiopatia
chagdsica, principalmente) y sindromes gastrointestinales (megaeséfago y megacolon). Cuando la enfermedad estd muy
avanzada, puede causar la muerte repentina a consecuencia del deterioro progresivo del musculo cardiaco y del sistema
nervioso [9]. Dado que no existe vacuna, la quimioterapia es el inico método actual para tratar a los pacientes enfermos
de Chagas [10].

Los tratamientos frente a la enfermedad de Chagas se limitan a dos compuestos: nifurtimox y benznidazol. Ambos son
orales, pero requieren periodos de tratamiento muy largos y presentan efectos secundarios [2]. Ademds, el tratamiento
en la fase crénica de la enfermedad se ha vuelto algo controvertido, ya que no parece ser efectivo en la fase avanzada de
la infeccién [2,10].

Una nueva forma de tratamiento en desarrollo son los azoles antifingicos, inhibidores de la enzima CYP51, implicada
en la biosintesis de esterol y en la formacién de la membrana de los hongos. Dos de estos inhibidores, el posaconazol y
el compuesto E1224, estdn ahora en la fase de ensayos clinicos [11]. Ademds, se han hecho estudios con inhibidores de
la enzima homdéloga de CYP51 en 7. cruzi, algunos de ellos como el compuesto VNI, con muy buenos resultados, tanto
en la fase aguda como en la crénica, en modelos de Chagas in vivo [12]. Sin embargo, el alto coste de estos inhibidores
limita su uso en pafses pobres, donde la enfermedad es mds prevalente [13]. Asimismo, el mecanismo de accién de estos
aun tiene que ser validado. Todo ello aumenta la necesidad de seguir investigando en la bisqueda de nuevos fdrmacos,
mds seguros y asequibles [10].

Recientemente, estudios anteriores demostraron que distintos tipos de compuestos nitrotriazoles (incluidas aminas
aromdticas y alifdticas, amidas y sulfonamidas) son potentes agentes anti- 7rypanosoma, tanto in vitro como in vivo, y
lo que es mds importante, algunos de ellos muestran una actividad anti-chagdsica in vivo superior a la del benznidazol,
considerado el firmaco de referencia [10].

Actualmente, se emplean distintos métodos para el disefio de nuevos fdrmacos, uno de ellos la topologfa molecular,
cuyos {ndices topoldgicos, asi como las relaciones cuantitativas estructura-actividad (andlisis QSAR), han demostrado ser
de gran utilidad en la prediccién de la actividad, seleccién y disefio de nuevos fdrmacos [14-17].

En el presente trabajo, se estudia la actividad antitripanosoma de un grupo de 22 compuestos a través de la obtencién
de modelos QSAR de prediccién empleando la topologia molecular, el andlisis discriminante y el andlisis de regresién
multilineal. Ademds, se estudia a través de las mismas funciones obtenidas la actividad antichagdsica teérica de nuevos
compuestos.

MATERIAL Y METODOS

Compuestos analizados y ensayos realizados

En este estudio fueron seleccionadas un grupo de 22 moléculas (heteroarilamidas/sulfonamidas con base triazol/imi-
dazol) que habian sido estudiadas como agentes frente a Trypanosoma en trabajos anteriores [10]. La tabla 1 muestra la
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estructura quimica de los compuestos estudiados asi como la actividad antiparasitaria frente a 7 cruzi en unidades de
pIC,, (pIC, = —loglC, ), donde IC, representa la concentracién inhibitoria 50 micromolar (uM).

Tabla 1. Estructura quimica de los compuestos estudiados y actividad antiparasitaria frente a 7. cruzi
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Descriptores moleculares

Todos los compuestos analizados en este trabajo fueron caracterizados por un conjunto de 62 descriptores bien conoci-
dos, entre ellos subgrafos tipo Randic-Kier-Hall de hasta cuarto orden ( ™y , ™y,") [18,19], indices topoldgicos de carga
de hasta quinto orden (J , G_,J* ~ G" ) [20], cocientes y diferencias entre los indices de conectividad de valencia y
no valencia ("C ="y /™'y "D = mit'thv)> indice de Wiener [21], as{ como descriptores constitucionales sencillos tales
como el nimero de vértices (N), longitud del grafo (L), nimero de ramificaciones (R), pares de ramificaciones (PR), etc.
Los descriptores usados para ello se obtuvieron con el programa DESMOL11 [22].

Modelo QSAR

Los andlisis realizados se obtuvieron a partir del programa STATISTICA8.0.550 [23].

Andlisis lineal discriminante

El andlisis lineal discriminante (ALD) es un método de clasificacién basado en la combinacién de variables que mejor
predicen la categorfa o grupo al cual pertenece un compuesto; su objetivo es, por tanto, encontrar una funcién (FD)
a través del valor de los indices topoldgicos de las moléculas que permita discriminar entre los compuestos activos e
inactivos. La capacidad discriminatoria se evalud con el porcentaje de clasificacién de cada grupo de compuestos, y el
criterio de clasificacion fue la distancia de Mahalanobis. La seleccién de los descriptores empleados en la funcién se basé
en el pardmetro de Fisher (F), que determina la importancia relativa de las variables candidatas. La calidad de la funcién
discriminante fue evaluada empleando el pardmetro A de Wilks que se obtuvo mediante un andlisis multivariante.

En el presente estudio, el grupo activo lo forman los compuestos con probada actividad antitripanosémica IC50 <25
uM, (pIC, > 5,60) y el grupo inactivo, los compuestos con valores de IC, > 2,5 uM, (pIC, < 5,60). El firmaco de
referencia utilizado fue el benznidazol, que mostré una actividad de 2,13 uM [10].

Para evaluar la estabilidad de la funcidén discriminante seleccionada, FD, se le realizé un test de aleatoriedad cambiando
los compuestos de grupo en varias etapas y evaluando la capacidad discriminante obtenida en cada etapa, y se comparé
con la FD seleccionada.

Para conocer el dominio de aplicacién de la FD, se le realizé un diagrama de distribucién de la actividad, DDA, que
nos permite conocer el intervalo de la FD en el que la expectativa, E, o probabilidad de encontrar compuestos activos, es
mdxima. El DDA representa en el eje de ordenadas la E y en el eje de abscisas la FD. Para un intervalo arbitrario de FD,
se puede definir la expectativa de actividad, E4, como Ez = 4/(7+1), donde 4 representa el nimero de compuestos activos
en el intervalo dividido por el ndmero total de compuestos activos e 7 representa el nimero de compuestos inactivos en el
intervalo dividido por el nimero total de compuestos inactivos. La probabilidad de inactividad viene definida de forma
simétrica por Ei = i/(a+1). Esta representacién da una buena visualizacién de las regiones de minimo solapamiento y
permite la seleccién de intervalos de la FD en los que la probabilidad de encontrar compuestos activos es méxima.

Andlisis de regresion multilineal

La ecuacién de regresién se obtuvo correlacionando el valor pIC, | con los mencionados indices topoldgicos por anlisis
de regresién multilineal utilizando el programa Statistica. El programa buscé combinaciones de 1, 2, 3, etc., variables
independientes y se selecciond aquella que optimizando un valor de R? > 0,800 contenia el menor ndmero de varia-
bles para evitar el sobreajuste. Para validar la funcién de prediccién seleccionada se realizé una validacién interna y un test
de aleatoriedad. Para la validacién interna se usé el algoritmo leave-one-out, en el que un compuesto se elimina del mo-
delo y se recalcula su valor de actividad pIC,; con los restantes compuestos y los descriptores de la ecuacién de regresién
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seleccionada. El proceso se repite tantas veces como compuestos se estudian. Con los valores predichos se determina el
coeficiente de prediccién Q? y se compara con el R% Para el test de aleatoriedad, los valores de la propiedad se intercam-
bian entre las moléculas de forma aleatoria y se recalculan R* y Q% El modelo se considera estable si se obtienen valores
de R? y Q% muy bajos y lejanos a los del modelo de regresién seleccionado.

RESULTADOS Y DISCUSION

La busqueda de un modelo topoldgico matemdtico il para predecir la actividad antitripanosémica se realizé en dos
fases. En la primera se obtuvo una funcién discriminante, FD, dirigida a distinguir entre compuestos activos e inactivos.
En la segunda se obtuvo una funcién topolégica capaz de predecir el valor de la actividad en términos de pIC, . Ambas
funciones constituyen el marco del modelo matemdtico que va a permitir la busqueda y seleccién de tedricos nuevos
compuestos con actividad antitripanosémica.

Para conseguir la FD aplicamos el ALD a un total de 22 compuestos. El grupo activo lo forman los compuestos con
IC,, < 2,5 uM, mientras que el inactivo lo forman los compuestos con valores de IC, > 2,5 uM.

La FD seleccionada fue:

FD = -17,38 "' = 23,99 %% + 60,08 ‘¢ " + 32,69 L + 52,50 Ec. 1
N=20 F=26,8 A (Wilks’ lambda) = 0,123

A partir de esta funcién, un compuesto dado se clasificard con potencial actividad antitripanosémica si FD > 0, y como
inactivo si FD < 0. Los descriptores topoldgicos seleccionados fueron % y %", que tienen en cuenta el volumen molecular,
%> la ramificacién y L, la longitud molecular. Todos ellos informando sobre la topologfa de la molécula. La funcién dis-
criminante seleccionada clasificé correctamente como activos al 100% del grupo activo y al 100% del grupo inactivo. Se
trata de una funcidn con una excelente sensibilidad (100%) y especificidad (100%). La tabla 2 muestra los resultados de
clasificacién obtenidos para cada compuesto (las columnas 5, 6 y 7 representan la probabilidad de actividad, el valor nu-
mérico de FD y la clasificacién del compuesto). Los compuestos no testados, n.° 11 y 12, son clasificados como inactivos.

Tabla 2. Resultados obtenidos del andlisis lineal discriminante y regresién multilineal para cada compuesto analizado

Comp. IC jexp pIC, Clas  Prob D Clas pIC,, pIC,,
N.o (LM) exp exp  (Act) (calc) calc cale(ve)
1 0,44 6,36 A 1,000 9,7 A 6,01 5,95
2 0,46 6,34 A 1,000 13,2 A 6,23 6,22
3 0,55 6,26 A 1,000 19,7 A 5,98 5,93
4 0,16 6,80 A 1,000 14,4 A 6,49 6,35
5 0,37 6,43 A 1,000 17,8 A 6,71 6,80
6 6,99 5,16 I 0,000 9,6 I 4,77 4,64
7 4,75 5,32 I 0,000 -14,9 I 5,27 5,24
8 2,55 5,59 A 1,000 15,5 A 5,71 5,73
9 3,99 5,40 1 0,286 -0,9 I 5,59 5,69
10 1,75 5,76 A 0,926 2,5 A 5,81 5,83
11 n.t nt Nt nt. =268 I 4,60 n.t
12 n.t nt Nt nt  -10,4 I 4,71 n.t
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Comp.  IC,exp  pIC, Clas Prob . Clas  pIC, pIC,,
N. (uM) exp exp  (Act) (cal)  calc cale(ve)
13 8,87 5,05 1 0,000 -18,0 1 4,10 3,74
14 30,40 452 1 0000 -197 I 4,94 5,07
15 3,46 546 1 0,000 -104 I 5,85 6,34
16 13,50 487 1 0,000 -134 I 4,88 4,89
17 0,29 653 A 1,000 147 A 6,45 6,44
18 0,19 673 A 1,000 92 A 6,73 6,73
19 0,42 638 A 1,000 11,7 A 6,31 6,30
20 102,30 3,99 1 0,000 -12,1 1 4,33 4,48
21 104,60 398 1 0000 -13,5 I 4,41 4,53
22 32,20 449 1 0,000 -161 I 4,82 4,97

La tabla 3 muestra los resultados del test de aleatoriedad realizado en el ALD. Como puede observarse, en todos los
casos, excepto para la FD seleccionada, los valores de lambda de Wilks, A, son superiores a 0,6 y los porcentajes de clasi-
ficacién inferiores al obtenido con la FD seleccionada.

Tabla 3. Test de aleatoriedad realizado a la funcién discriminante seleccionada

Test aleatoriedad Wilks lambda ~ Clasificacién
N.o ) (%)
FD 0,123 100
1 0,838 67
2 0,809 78
3 0,808 74
4 0,986 50
5 0,678 72

La figura 1 muestra el diagrama de distribucién de la actividad frente a 7. cruzi obtenido con FD, el cual nos permite
establecer el dominio de aplicabilidad de dicha funcién. Los compuestos activos se agrupan preferentemente en el inter-
valo de FD entre 0 y 20. Por tanto, un compuesto serd clasificado como activo si muestra un valor de FD dentro de ese
intervalo. Un compuesto se considerarfa no clasificado, n.c., si FD < =30 o FD > 20.

\
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Figura 1. Diagrama de distribucién de la actividad frente a 7 cruzi obtenido con la funcién
discriminante FD (barras negras, grupo activo, A; barras blancas, grupo inactivo, I).

Para predecir la actividad de cada compuesto utilizado en el estudio, se realizé un andlisis de regresién multilineal usan-
do los indices topolégicos como variables independientes y el valor de pIC, | como variable dependiente. Solo se realizé el
ARML con los compuestos para los que se conoce el valor experimental de IC, ; ast pues, quedaron excluidas del andlisis
las moléculas n.2 11 y n.° 12, ya que no se disponfa de dicha informacién.

Los pardmetros estadisticos y la funcién de prediccién seleccionada fueron los siguientes:

pIC50 = 7,85 — 1,64 %" + 3,92 % "= 0,94 G, + 1,38 L Ec. 2

N =20 R*=0,853 Q*=0,711 EEE = 0,387 F=21,7 p < 0,0000

La ecuacién seleccionada muestra un valor de R? por encima de 0,8 (0,853) que explica pricticamente el 86% de la
varianza. Los descriptores topoldgicos que aparecen en la ecuacién, Ec. 2, %, 4chv » G,y L, evaltan, todos ellos, al igual
que en la funcién FD, el volumen, la ramificacién y la longitud molecular, ademds de la transferencia de carga intramo-
lecular a través del indice de carga G,.

Como puede observarse en la figura 2 y la tabla 2, columna 8, los valores de actividad para cada compuesto calculados
con la Ec. 2 (pIC, calc) son muy similares a los experimentales (pIC, exp). Esto nos indica que la ecuacién de regresién
que hemos obtenido es adecuada y nos permite diferenciar correctamente los compuestos mds activos de los menos acti-
vos, tomando como mds activos aquellos que tienen un valor de pIC, > 6 (IC, < 1uM). Asi, podemos asegurar que existe
una relacién directamente proporcional entre el valor de pIC50 y la efectividad del compuesto. Llaman la atencién los
valores bajos de pIC, | predichos para los compuestos no testados, n.> 11y 12, de 4,70 y 4,71, respectivamente; valores
que concuerdan con la clasificacién que hace la Ec. 1, FD, para estos compuestos.
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Figura 2. Representacién gréfica de la actividad antitripanosémica experimental
frente a la calculada para cada compuesto con la Ec. 2.

La validacién de la ecuacién de regresién seleccionada fue realizada por el método de validacién interna y el test de
aleatoriedad. En cuanto al primero, se obtuvo un coeficiente de prediccién = 0,711, ligeramente inferior a R?, lo que
sugiere un aceptable poder predictivo (la columna 10 de la tabla 2 muestra los valores de pIC, predichos por este método
para cada compuesto). La figura 3 muestra la relacién entre los residuales obtenidos en la validacién y los residuales con
la Ec. 2 para cada compuesto. Salvo para el compuesto n.° 13, el resto se ajusta a una dependencia précticamente lineal.
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Figura 3. Representacion gréfica del test de validacién interna obtenido con la
funcién de prediccién de la actividad frente a 7. cruzi, Ec. 2.
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El test de aleatoriedad en el que se asignaron valores aleatorios a la variable dependiente mostré valores de &2y Q muy
bajos en comparacién con los obtenidos con el modelo seleccionado (ver figura 4).
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Figura 4. Test de aleatoriedad realizado con la funcién de regresién con pIC,
y el grupo de compuestos objeto de estudio.

Uno de los principales objetivos del andlisis QSAR es poderlo aplicar a nuevos compuestos. En este trabajo se estudia-
ron otras moléculas de estructura similar a las analizadas anteriormente que podrian ser funcionales, pero cuya actividad
anti- Trypanosoma es desconocida. Para ello, se les aplicaron las funciones obtenidas del ALD y ARML con el fin de pre-
decir su valor de actividad tedrica. En funcién del modelo obtenido, un compuesto se seleccionard como potencialmente
activo si el valor de FD se encuentra en el intervalo FD > 0 y FD < 20, y un valor de pIC, calc > 6,0 (lo que correspon-
derfa a una concentracién IC, calc < 1 uM).

La tabla 4 muestra los nuevos compuestos seleccionados. Se observa que, de todas las nuevas moléculas estudiadas,
aquellas que presentan un grupo hidroxilo en su estructura (en lugar del sulfonilo o el carbonilo) muestran una elevada
actividad frente a 7. cruzi.

Tabla 4. Estructura quimica de los nuevos compuestos seleccionados potencialmente activos frente a 7. cruzi

N
N 7
NO
7 NO, / \ / 2
/ H
\ B N —
S ~_ S \/\/
H H
N.el N.oII
(IC,,=0,20 M, FD=10,5) (IC,=0,41 uM, FD=3,2)
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DL ol

N.o III N.o IV

(IC,,=1,35 uM, FD=11,7) (IC,=0,1 uM, FD=19,0)
Cl N N
z NO, z NO,
| _{ \ |
S \/\/ S N/\/
H
H H

N.oV N.o VI

(ICy;=0,11 uM, FD=4,4) (IC,,=0,095 uM, FD=154)

Tras los estudios de topologia molecular, el siguiente paso serfa buscarlas y/o sintetizarlas y realizarles los correspon-
dientes ensayos de actividad antiparasitaria frente a 7. cruzi.

CONCLUSIONES

El empleo de la topologia molecular es una alternativa para el disefio de firmacos y el descubrimiento de nuevos com-
puestos activos. Mediante el andlisis QSAR, y utilizando el andlisis lineal discriminante y el andlisis de regresién multili-
neal, se ha podido predecir si existe o no actividad anti- 7rypanosoma, asi como su nivel de efectividad, para un grupo de
derivados nitrotriazoles, coincidiendo los datos obtenidos con los observados 77z vivo.

Los nuevos compuestos muestran una actividad significativa frente a 7. cruzi, por lo que se deberfan continuar los
estudios dirigidos a su utilidad antiparasitaria.
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