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ABSTRACT

___________________________________________________________________________|
Trypanosoma brucei rhodesiense causes the most virulent form of sleeping sickness in East Africa. Without treatment
this disease has a fatal course. Currently, there are only five drugs in use and only one of them (melarsoprol) is ef-
fective in the final stage of the disease. To find new drugs with anti-trypanosomal activity, it has been developed a
mathematical model based on molecular topology aimed at finding novel active compounds from a group of bicy-
clic derivatives of 4-methylpiperazine. Using linear discriminant analysis it was found a model that could correctly
classify the activity of 93% of 32 compounds studied. In order to predict the antiparasitic activity, a multilinear
regression analysis was carried out so that it was able to explain 86% of the variance. The validation of this model

was made by cross-validation and a test of randomness. Finally, the selected model was applied to the search for new
bicyclic compounds potentially active.

KEYWORDS: Trypanosoma brucei thodesiense, QSAR Analysis, molecular topology.

RESUMEN
]
Trypanosoma brucei rhodesiense es la causa de la forma mds virulenta de la enfermedad del suefio en Africa del Este.
Sin tratamiento esta enfermedad tiene un curso fatal. Por el momento solo hay 5 firmacos en uso y solo uno de
ellos (melarsoprol) es eficaz en la fase final de la enfermedad. Se ha desarrollado un modelo topoldgico matemdtico
encaminado a buscar nuevos compuestos con actividad antitripanosémica para un grupo de compuestos biciclicos
derivados de la 4-metilpiperazina. Utilizando el andlisis lineal discriminante se encontré un modelo capaz de cla-
sificar correctamente la actividad del 93% de 32 compuestos estudiados. Con el objetivo de predecir la actividad
antiparasitaria, se realizé un andlisis de regresién multilineal capaz de explicar el 86% de la varianza. La validacién
de este modelo fue realizada por el método de cross-validacién y mediante un test de aleatoriedad. Finalmente, el
modelo seleccionado fue aplicado para la busqueda de nuevos compuestos biciclicos con tedrica actividad frente al
Trypanosoma brucei.

PALABRAS CLAVE: Trypanosoma brucei thodesiense, andlisis QSAR, topologia molecular.

INTRODUCCION

Los pardsitos eucariotas de la especie Trypanosoma brucei son responsables de la tripanosomiasis humana africana (enfermedad
del suefio). Millones de personas de 36 paises del Africa subsahariana estin amenazadas por la enfermedad del suefio [1] y se esti-
ma que se producen alrededor de 30.000 casos cada afio. Las dos subespecies, Trypanosoma brucei gambiense y Trypanosoma brucei
rhodesiense, son infecciosas en el hombre. Son transmitidas por la mosca tse-tsé [2], Trypanosoma brucei rhodesiense es mds virulenta
y causa la enfermedad del suefio en Africa del Este. Es responsable de una enfermedad con inicio agudo y velocidad de progresién
mds rdpida. La enfermedad sin tratamiento tiene un curso fatal. Por el momento hay 5 fdrmacos en uso (pentamidina, suramina,
nifurtimox, eflornitina y melarsoprol), pero solo el melarsoprol es eficaz en la fase final de la enfermedad. Sin embargo, su admi-
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nistracién es dolorosa y tiene un riego de mortalidad asociada por encefalopatia en el 5-10% de los casos [3]. En el campo de la
investigacién de nuevas vacunas no se ha encontrado una alternativa realmente prometedora [4]. Por eso, la buisqueda de nuevos
fdrmacos para el tratamiento de la tripanosomiasis es de especial importancia.

En el estudio de relaciones cuantitativas estructura-actividad (andlisis QSAR —Quantitative Structure Activity Relationships-) la
topologfa molecular se ha convertido en una herramienta muy Uil para caracterizar estructuralmente una molécula y predecir de
forma rdpida y precisa diversas propiedades fisico-quimicas y bioldgicas de esta [5-6]. La topologfa molecular se ha utilizado en
la busqueda de nuevas moléculas con actividad antiinflamatoria [7], antiherpética [8], antiepiléptica [9], broncodilatadora [10],
citostdtica [11], antimicrobiana [12], antiftingica [13] y antimaldrica [14-15], frente a la colitis ulcerosa [16], actividad antihista-
minica [17] y actividad repelente de mosquitos [18], entre otras aplicaciones.

Existen asimismo estudios en la aplicacién de la topologfa molecular en la bisqueda de compuestos activos frente a Trypanosoma
brucei [19-21]. La actividad antitripanosémica de compuestos biciclicos derivados de la 4-metilpiperazina fue estudiada por Faist
et al. [22] y entre ellos se encontré que muchos mostraban actividad.

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar modelos topolégicos aplicando distintas técnicas de andlisis estadistico (andlisis
discriminante y regresién multilineal) con el fin de caracterizar la actividad de los compuestos estudiados por Faist ez al. y aplicarlos
en la bisqueda de nuevos derivados con tedrica actividad antitripanosémica.

MATERIAL Y METODOS

Compuestos analizados y ensayos realizados

Se seleccionaron un total de 32 compuestos con estructura quimica base 2-azabiciclo-nonano y biciclo-octano e incorporando el
grupo 4-metilpiperacino o pirrolidino. La tabla 1 muestra la estructura de los compuestos estudiados, asi como la actividad anti-
parasitaria frente a 7. brucei rhodesiense en unidades de pIC, | (pIC, = -logIC, ) donde IC, representa la concentracién inhibitoria
50 micromolar (uM). La numeracién de las moléculas seguida es la misma que la utilizada en el trabajo original de donde se ha
sacado la informacidn que aparece en la tabla 1[22].

Tablal. Estructura quimica de los compuestos estudiados y actividad antiparasitaria frente a 7. brucei rhodesiense
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Descriptores moleculares

Todos los compuestos analizados en este trabajo fueron caracterizados por un conjunto de 62 descriptores bien conocidos, entre
ellos subgrafos tipo Randic, Kier y Hall de hasta cuarto orden ( ™y, ™y,") [23,24], indices topoldgicos de carga de hasta quinto
orden (J , G, J' , G" ) [25], cocientes y diferencias entre los indices de conectividad de valencia y no valencia ("C = ™y /™y *
y "D ="y -"x.) e indice de Wiener [26], asi como descriptores constitucionales sencillos tales como el nimero de vértices (N),
longitud del grafo (L), ndmero de ramificaciones (R), pares de ramificaciones (PR), etc. Los descriptores usados para ello se obtu-
vieron con el programa DESMOLL11 [27].

Algoritmos QSAR
Andlisis lineal discriminante

El objetivo del andlisis lineal discriminante (ALD) es encontrar una funcién lineal capaz de discriminar entre compuestos activos
e inactivos a partir de sus descriptores [28]. En el presente estudio, el grupo activo lo forman los compuestos con probada actividad
antitripanosémica (IC, < 1 pM) y el grupo inactivo los compuestos con valores de IC, > 1 pM. La capacidad discriminante fue
evaluada sobre la base del porcentaje en el que clasificé correctamente los compuestos dentro de cada grupo. El ALD fue realizado
con la ayuda del programa Statistica [29]. La seleccién de los descriptores se basé en la F de Snedecor y el criterio de clasificacién
fue la distancia de Mahalanobis. El programa escoge las variables para calcular la funcién discriminante (FD) en un modo szepwise.
A cada paso la variable que afiade mds a la separacién de los grupos se incorpora a la funcién discriminante. La calidad de la fun-
cién discriminante se evalda por medio del pardmetro lambda de Wilks, A. La capacidad discriminante se expresé por medio del
porcentaje de clasificacién correcta para cada grupo.

Una vez obtenida la FD es interesante realizar el correspondiente diagrama de distribucién de la actividad farmacolégica
(DDAF). Estos gréficos son ttiles para determinar el intervalo de la FD en el que la expectativa, E, o probabilidad de encontrar
compuestos activos, es mdxima. Los DDAF son histogramas en los que se 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, Ea, como: Ea = a/(i+1), donde
representa el nimero de compuestos activos en el intervalo dividido por el nimero total de compuestos activos e 7 representa el nii-
mero de compuestos inactivos en el intervalo dividido por el ndmero total de compuestos inactivos. La probabilidad de inactividad
viene definida de forma simétrica por Ei = i/(a+1). Esta representacién nos 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 mdxima.

Andlisis de regresién multilineal

La ecuacién de regresién se obtuvo correlacionando el valor pIC, con los mencionados indices topolégicos por andlisis de
regresién multilineal [28] utilizando el programa Statistica [29]. El programa buscé combinaciones de 1, 2, 3... variables inde-
pendientes y se selecciond aquella que al optimizar un valor de R* > 0,8 comprendia el menor niimero de variables para evitar el
sobreajuste. Para validar la funcién de prediccidn seleccionada se realizé una crosvalidacién 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 modelo y se recalcula su valor de
actividad pIC, con los restantes compuestos y los descriptores de la ecuacién de regresién 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 intercambian 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 topolégico matemdtico ttil para predecir la actividad antitripanosémica se realizé en dos fases. En la
primera se obtuvo una FD dirigida a distinguir entre compuestos activos e inactivos. En la segunda se obtuvo una funcién topolé-
gica capaz de predecir el valor de tal actividad en términos de pIC, . Ambas funciones constituyen el marco del modelo matemdtico
que va a permitir la bisqueda y seleccién de teéricos nuevos compuestos con actividad antitripanosémica.

Para conseguir la FD aplicamos el ALD a un total de 32 compuestos. El grupo activo lo forman los compuestos con IC, <1uM,
mientras que el inactivo los compuestos con valores de IC_>1pM.
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La FD seleccionada fue:
FD =-279,7 + 281,4 3CC — 6,788 R Ec. 1
N=32 F=39 A (lambda de Wilks) = 0,269

Segin esta funcién, un compuesto dado se clasificard con potencial actividad antitripanosémica, si FD > 0, y como inactivo si
FD < 0. Los descriptores topolégicos utilizados fueron *C,= %y /*y "y R. Ambos descriptores informan sobre el grado de ramifica-
cién de la molécula. La funcién discriminante seleccionada clasificé correctamente como activos al 85,7% del grupo activo (12 de
14) y el 100% del grupo inactivo (18 de 18). Con ello el modelo fue capaz de clasificar correctamente la actividad del 93% de los
compuestos. La tabla 2 muestra los resultados de clasificacién obtenidos para cada compuesto (columnas 5, 6 y 7, representando
la probabilidad de actividad, el valor numérico de FD vy la clasificacién del compuesto).

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

Comp. I(C[;l‘f;[()p pIC, exp (S )1:;5) (i?t)ll:/) FD ((C::TCS) pIC,calc Residual P I((:‘;‘Salc
3a 0.6 6,22 A 0,998 6,3 A 6,22 0,007 6,21
3d 0,38 6,42 A 0,922 2,5 A 6,42 0,000 6,42
4c 92,01 4.04 I 0,029 -3,6 I 4,59 —-0,549 4,80
5¢ 30,79 4,51 I 0,029 -3,6 I 4,58 -0,073 4,61
5d 3,62 5,44 I 0,000 -8,1 I 4,81 0,628 4,55
6a 13,54 4,87 I 0,004 -5,6 I 5,13 0,264 5,15
6b 6,35 5,20 I 0,001 7,5 I 4,88 0,322 4,85
6¢ 43,66 4,36 I 0,001 7,5 I 4,88 -0,515 4,92
7a 11,5 4,94 I 0,004 -5,6 I 5,13 -0,193 5,14
7b 6,99 5,16 I 0,001 7,5 I 4,88 0,280 4,85
7c 17,57 4,76 I 0,001 7,5 I 4,88 —-0,120 4,89
7d 6,67 5,18 I 0,000 -10,7 I 5,25 0,075 5,25
8c 25,56 4,59 I 0,005 5,4 I 4,41 0,187 4,37
9c 18,43 4,73 I 0,005 5,4 I 4,41 0,329 4,35
12a 1,6 5,80 I 0,267 -1,0 I 5,88 —-0,083 5,88
12b 1,13 5,95 I 0,110 -2,1 I 5,68 0,270 5,64

*12¢ 0,69 6,16 A 0,110 -2,1 I 5,68 0,485 5,61
12d 2,06 5,69 I 0,001 -6,9 I 5,95 0,268 5,98
13a 2,74 5,56 I 0,267 -1,0 I 5,90 -0,334 5,92
13b 4,15 5,38 I 0,110 -2,1 I 5,70 -0,315 5,73
*13c 0,86 6,07 A 0,110 -2,1 I 5,70 0,369 5,65
13d 3,3 5,48 I 0,001 -6,9 I 5,97 -0,490 6,01
18a 0,13 6,89 A 0,997 5,6 A 6,74 0,144 6,73
18¢ 0,87 6,06 A 0,993 5,0 A 6,59 -0,534 6,64
19a 0,21 6,68 A 0,997 5,6 A 6,78 —-0,100 6,79
19b 0,45 6,35 A 0,993 5,0 A 6,63 -0,287 6,66
19¢ 0,087 7,06 A 0,993 5,0 A 6,63 0,427 6,60
20a 0,08 7,10 A 0,997 5,6 A 6,78 0,320 6,74
20b 0,15 6,82 A 0,993 5,0 A 6,63 0,191 6,62
20c 0,16 6,80 A 0,993 5,0 A 6,63 0,162 6,62
21c 0,87 6,06 A 1,000 10,1 A 6,35 -0,293 6,37
22a 0,11 6,96 A 1,000 12,0 A 6,59 0,373 6,56
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La figura 1 muestra el diagrama de distribucién de la actividad antitripanosémica obtenido con la funcién de discriminacién (las
barras blancas representan los compuestos inactivos y las negras los activos). Los compuestos activos se agrupan preferentemente en
el intervalo entre —1 y 12. Por tanto, un compuesto serd clasificado como activo si muestra un valor de FD dentro de ese intervalo.
Un compuesto se considerarfa inclasificable si para él la FD < -12 0 > 12.

Para predecir el valor tedrico de la actividad de cada compuesto se realizé un andlisis de regresién multilineal utilizando los des-
criptores topoldgicos como variables independientes y pIC, | como variable dependiente.

La funcién seleccionada fue:

pIC, = —33,67 + 16,69 °C_+ 23,57 “C_— 1,86 PRI Ec.2
N=32 R*-0857  Q'-0805 EEE=0346  F=557 p<0,0001

La ecuacién seleccionada muestra un valor de R por encima de 0,8 (0,857), lo que explica précticamente el 86% de la varianza.
Los descriptores topoldgicos que aparecen en la ecuacién *C,= *y /" 4Cpc: 4ch/ 4chv y PR1 evaldan, todos ellos, al igual que en
la FD, el grado de ramificacién molecular.

04

03 r

E(Act/Inact)

[ A O

-12-10 -8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12
FD

0.0

Figura 1. Diagrama de distribucién de la actividad antitripanosémica obtenido
con la funcién de discriminacién FD.

La tabla 2 y la figura 2 muestran los resultados de prediccién obtenidos para cada compuesto (columna 8). El residual mds alto
obtenido fue 0,628 para el compuesto 5d (columna 9, tabla 2). Este valor es inferior a dos veces el error estdndar de estimacién
EEE, lo que indica que no existen outliers, es decir, compuestos a los que la funcién de prediccién no pueda aplicdrseles. La figura
3 muestra de manera gréfica lo apuntado anteriormente (el intervalo de ordenadas corresponde con el valor de EEE).
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Figura 2. Representacion grafica de la actividad antitripanosémica Figura 3. Representacion grafica de los residuales obtenidos para
experimental y la calculada para cada compuesto analizado. cada compuesto analizado.
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La validacién de la ecuacidn de regresion seleccionada fue realizada por el método de crosvalidacién interna y el test de aleatorie-
dad. En cuanto al primero, se obtuvo un coeficiente de prediccién @Q? = 0,805, ligeramente inferior a R%, lo que sugiere un elevado
poder predictivo (la columna 10 de la tabla 2 muestra los valores de pIC, | predichos por este método para cada compuesto). El test
de aleatoriedad en el que se asignaron valores aleatorios a la variable dependiente mostrd valores de R y (¥ muy bajos en compa-
racién con los obtenidos con el modelo seleccionado (figura 4).

1.0

0.8 - °

0.4

0.2

0‘0 R L 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 4. Test de aleatoriedad realizado con la funcién de regresion con
pIC,,y el grupo de compuestos objeto de estudio.

Con los resultados del ALD y la regresién multilineal (ecuaciones Ec.1 y Ec.2) se ha obtenido un modelo topoldgico para la
bisqueda de nuevos compuestos activos frente a 7. brucei rhodesiense. Si el valor de FD > —1y < 12 y el valor de pIC, > 6 (que
corresponde a una concentracién IC, < 1pM), el compuesto se clasificarfa como potencialmente activo frente a ese pardsito.

Partiendo de la estructura base de los compuestos n.° 18-22 que resulté ser la mds activa, hemos realizado un cribado molecular
construyendo nuevas moléculas al modificar los fragmentos 4-metylpiperazina (A), dimetilamina (B), piperidina (C) y pirrolidina
(D) en las posiciones R y R, (tabla 3), y la longitud “n” de la cadena hidrocarbonada.

En este cribado se han analizado, por una parte, la influencia de la longitud de la cadena “n” sobre la actividad antitripanosémica
¥> por otra, la presencia del fragmento 4-metilpiperazina (A) en la posicién R, y los cuatro fragmentos utilizados (A, B, Cy D) en
la posicién R,.

La longitud de la cadena “n” no altera apreciablemente la actividad antiprotozoaria (véanse las moléculas Tryp04, Trypl5 y
Tryp18). Al intercambiar el fragmento (A) a la posicién R, se observa una disminucién apreciable de la actividad cuando colo-
camos el fragmento (C), piperidina, en posicién R, sea cual sea la longitud “n” (véanse la moléculas Tryp9 y Tryp11). Para los
fragmentos A, B y D en posicién R2, la actividad se mantiene en valores similares a los compuestos mds activos estudiados (19¢,
20a, 20b y 20c).
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Tabla 3. Resultados del cribado molecular realizado con el modelo de prediccién de actividad antitripanosémica seleccionado

Ph
Ph
(o]
R1
HN N— HN < HN > HNC

4-metylpiperazina (A) Dimetilamina (B) Piperidina (C) Pirrolidina (D)
Compd. R, R, n FD pIC,, IC,,
Tryp01 A A 1 -0,57 6,79 0,16
Tryp02 A A 2 -0,57 6,82 0,15
Tryp03 A A 3 -0,57 6,82 0,15
Tryp04 A A 4 -0,57 6,82 0,15
Tryp05 A B 2 5,89 6,64 0,23
Tryp06 A B 2 5,89 6,64 0,23
Tryp07 A B 2 5,89 6,64 0,23
Tryp08 A C 1 432 537 4,30
Tryp09 A C 2 —4,32 5,40 3,98
Trypl0 A C 3 4,32 5,40 3,98
Trypll A C 4 —4.32 5.40 3,98
Trypl2 A D 1 4,97 6,59 0,26
Trypl3 A D 2 497 663 023
Trypl4 A D 3 497 663 023
Trypl5 A D 4 4,97 6,63 0,23
Trypl6 B A 4 5,63 677 017
Trypl7 D A 4 497 663 023
Tiypl8 cC A 4 497 663 023

CONCLUSIONES

En este trabajo se estudid la actividad antitripanosémica de 32 compuestos (tabla 1) cuya estructura quimica base estaba formada
por derivados del 2-azabiciclo-nonano y biciclo-octano, incorporando el grupo 4-metilpiperazina o pirrolidina. Con este fin, se
obtuvieron dos modelos topoldgico-matemdticos capaces de predecir dicha actividad antiparasitaria a nivel cualitativo (Ec.1) y
cuantitativo (Ec.2), respectivamente. Por tltimo, se predijo la actividad antitripanosémica de diversos andlogos estructurales de
los compuestos que presentan mayor actividad antitripanosémica (compuestos n.° 18-22). A raiz de este cribado virtual diversos
andlogos estructurales demostraron potencial actividad antitripanosémica de rango similar o superior respecto a los compuestos de
partida. Si bien se requiere testar estos compuestos frente a dicha actividad antitripanosémica, podemos afirmar que la topologfa
molecular ha demostrado ser una metodologia eficaz en la bisqueda de nuevos compuestos con actividad frente a Trypanosoma
brucei rhodesiense.
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