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RESUMEN

Introduccion: la leishmaniasis es una enfermedad provocada por protozoos del género
Leishmania, cuyas repercusiones pueden ser fatales o provocar discapacidad. En el presente
trabajo se identifican nuevos compuestos con potencial actividad antileishmaniasica empleando
estudios in silico.

Objetivo: confeccionar una nueva base de datos de compuestos evaluados contra este parasito e
identificar nuevos compuestos lideres con potencial actividad antileishmanidsica a través de
estudios in silico.

Métodos: los compuestos incluidos se recopilaron de la literatura y bases de datos internacionales,
tomando la concentracion inhibitoria media como medida de clasificacion en activos e inactivos. Se
emplearon los softwares DRAGON y STATISTICA 8.0 para calcular los descriptores moleculares;
el analisis de cluster y la distancia euclidiana se emplearon en la confeccidon de las series de
entrenamiento y prediccion. Los modelos fueron validados, y se realiz6 una busqueda de nuevos
compuestos lideres a través del tamizaje virtual de bases de datos.
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Resultados: se confecciond una base de datos de 2 145 compuestos, que fue dividida
aleatoriamente. Tras el cribado virtual, fueron identificados 316 compuestos como potencialmente
antileishmaniasicos, entre estos, conocidos farmacos con otras propiedades farmacolégicas y
varios productos naturales con diversos usos.

Conclusiones: se confeccioné una base de datos de compuestos a los que se les ha evaluado
experimentalmente su actividad antileishmaniasica, y se obtuvo un modelo que permite predecir la
actividad de nuevos compuestos a través del cribado virtual.

DeCS: leishmaniasis, base de datos, preparaciones farmacéuticas.

ABSTRACT

Introduction: leishmaniasis is a disease caused by protozoan parasites of the genus Leishmania;
its repercussions can be fatal and cause disability. In the present work, some new compounds with
potential antileishmanial activity are identified using in silico studies.

Objective: to create a new database of the evaluated compounds against this parasite and to
identify new lead compounds with potential antileishmanial activity through in silico studies.
Methods: the included compounds were compiled from literature and international databases
taking the minimum inhibitory concentration to classify them as active and inactive. Molecular
descriptors were calculated using STATISTICA 8.0 and DRAGON software; cluster analysis and
Euclidean distance were used for training series and time - series prediction. Models were validated
and a search for new lead compounds was carried out through virtual screening of databases.
Results: a database of 2145 compounds randomly divided was made up. There were identified 316
potentially antileishmanial compounds after carrying out the virtual screening, among which, known
drugs with other pharmacological properties and some natural products with diverse uses were
found.

Conclusions: there was created a database of compounds in which the antileishmanial activity was
evaluated experimentally, as well as, a model was obtained allowing us to predict the activity of new
compounds through virtual screening.

DeCS: leishmaniasis, database, pharmaceutical preparations.

INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad zoonética desatendida, provocada por protozoos del género
Leishmania y transmitida por la picadura de insectos fleb6tomos. Sus manifestaciones clinicas
pueden ser objeto de estigma social, discapacidad y muerte prematura; es endémica en 88 paises.
Se estima que el nimero de personas en riesgo de infeccion asciende a aproximadamente a 350
millones y que al afio aparecen cerca de 500 000 casos nuevos de leishmaniasis visceral y 1,5
millones de la cutaneo mucosa.' La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha precisado que la
incidencia del leishmaniasis ha aumentado desde los afios 80, y que ha ganado una posicion
relevante en el mundo entre las causas de muerte por enfermedades infecciosas.'

Los antimoniales, que son los medicamentos mas frecuentemente empleados contra la
leishmaniasis, han estado en uso desde los afios 20 y tienen una ventana terapéutica estrecha
debido a su toxicidad." Actualmente no existe ningiin método profilactico eficaz para prevenir esta
enfermedad, y el arsenal farmacoldgico disponible para tratarla es limitado. Se ha desarrollado

40

E-ISSN: 1029 3043 | RNPS 1820



Medicent Electron. 2017 ene.-mar.;21(1)

resistencia a las distintas quimioterapias existentes que, ademas, presentan un alto indice de
reacciones adversas graves, poseen un elevado costo y requieren, en su mayoria, de largos
periodos de tratamiento. Dada la diversidad de especies del género Leishmania, las formas en que
se presenta el parasito (promastigote y amastigote), su complejo ciclo de vida y la variedad de
manifestaciones clinicas que presenta la enfermedad, se hace muy engorroso encontrar nuevos
compuestos lideres efectivos.”*?

La consecuencia final es la necesidad de desarrollar nuevos farmacos con alto indice terapéutico,
posibilidad de produccion a bajo costo, baja induccién de resistencia, que exploten nuevas dianas,
e idealmente con actividad adicional sobre otros parasitos, aparte de Leishmania.' Hasta el
momento, no se han encontrado compuestos con la potencia, seguridad y selectividad deseadas;
por ello, las investigaciones en esta rama de la ciencia contindan siendo un reto para la industria
farmacéutica, la cual desarrolla sus investigaciones, fundamentalmente, a través de los métodos
tradicionales de «prueba-error». Por todo lo anteriormente mencionado, es necesario descubrir y
caracterizar nuevas entidades moleculares con actividad antileishmaniésica para reducir al minimo
los efectos adversos presentes en los farmacos ya existentes.

El disefio y descubrimiento de farmacos asistido por computadoras ofrece una alternativa mas
econdmica, rapida y eficaz en este sentido. Los métodos in silico tienen potencial para mejorar
significativamente el descubrimiento y posterior desarrollo de fdrmacos. Asimismo, las técnicas in
silico (quimio- y bioinformaticas) ahorran un promedio de 130 millones de USD por cada farmaco, y
aceleran el proceso de seleccion de nuevos compuestos lideres bioactivos. Por este medio, varias
técnicas computacionales son usadas para seleccionar un reducido nimero de compuestos
potencialmente activos de una gran biblioteca quimica o combinatoria que esté disponible, con un
consecuente ahorro de recursos de todo tipo, lo que aporta racionalidad al proceso de
identificacién de nuevos compuestos lideres.?

Actualmente, la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad Central «Marta Abreu» de las
Villas, realiza investigaciones dirigidas al desarrollo de nuevos principios activos para la industria
farmacéutica en las ramas de la medicina veterinaria, humana y la sanidad vegetal. Dentro de ella,
el Grupo de Disefilo Molecular, Asistido por Computadora e Investigaciones Bioinformaticas
(CAMD-BIR Unit, por sus siglas en inglés) ha presentado resultados relevantes en este campo
empleando métodos computacionales, cuya aplicacién en estudios de relacién cuantitativa de
estructura actividad (QSAR) ha permitido el desarrollo de nuevos métodos grafo-tedricos para el
disefio molecular de compuestos organicos potencialmente bioactivos, entre los que se incluyen
los antileishmaniasicos."

Estos métodos llamados in silico engloban todas las técnicas asistidas por ordenadores usadas en
el disefio, descubrimiento y optimizaciébn de compuestos con propiedades deseadas y han
desempefiado un papel fundamental en el desarrollo de un nimero de farmacos que actualmente
se encuentran en el mercado.”

Estos presupuestos confirman la necesidad de desarrollar el presente trabajo, con el objetivo de
confeccionar una nueva base de datos de compuestos evaluados experimentalmente contra la
leishmaniasis y obtener un modelo QSAR, que permita predecir la actividad antileishmaniasica de
nuevos compuestos.

METODOS

La investigacion fue desarrollada en el Grupo de Disefio Molecular Asistido por Computadora e
Investigaciones Bioinformaticas (CAMD-BIR Unit), perteneciente al Departamento de Farmacia,
Facultad de Quimica y Farmacia, de la Universidad Central de las Villas, durante el periodo
comprendido entre enero del 2012 y mayo del 2014.
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En primer lugar, se realizé una extensa revision bibliografica que permitid incluir en el presente
estudio compuestos recopilados de la literatura internacional actualizada y de las bases de datos
Martin Negwer Handbook® y Merk Index,® asi como de los que aparecen en BioAssays del
PubChem,’ consistentes en varios ensayos primarios de la actividad antileishmaniasica; quedaron,
finalmente, 2 145 compuestos evaluados experimentalmente para determinar su actividad
antileishmaniasica. Los datos fueron publicados en 365 articulos cientificos de investigacion
relacionados con la evaluacion farmacolégica de nuevos compuestos y varios ensayos
antiparasitarios.Los calculos se efectuaron en un ordenador (PC) Centrino Centrino Duo Core 1.66
GHz, y los datos fueron almacenados en matrices, utilizando el programa Microsoft Excel. El
andlisis estadistico se efectud con el paquete de procesamiento STATISTICA 8.0 para Windows.?
Todas las estructuras (2 145 compuestos en total) fueron representadas usando el modulo
ChemDraw Ultra del software ChemOffice 2005 version 9.0,° exportadas como ficheros .mol del
tipo MDL y llevadas al Software DRAGON 5.5 Professional™ donde se calcularon las diferentes
familias de descriptores moleculares (DM) (0-2)D implementadas en él, que totalizaron un conjunto
de més de 2000 DM.

En el presente trabajo se emplearon dos técnicas de reconocimiento de patrones: el andlisis de
analisis de conglomerados (AC) y el andlisis de componentes principales (ACP). Con el fin de
conformar las Con el fin de conformar as series de entrenamiento (SE) y de predicciéon (SP), les fe
aplicado un AC del tipo k-MCA (por sus siglas en inglés, k-Means Cluster Analysis o Andlisis de
Conglomerados en k-Medias), con la distancia euclidiana como medida de disimilitud y agente
disgregante/aglomerante, los cuales se distribuyeron, por separado, en varios conglomerados, para
garantizar una buena representatividad quimica en cada caso (SE y SP). Los compuestos incluidos
en la SP nunca se usaron en el desarrollo de los modelos cuantitativos. La SE quedd conformada
por el 63,2 % del total de los compuestos y la SP por el 36,8 %.

En el célculo de las variables a emplear, se utilizé el paquete de procesamiento STATISTICA 8.0
para Windows y la técnica forward stepwise o pasos hacia delante, cuyo algoritmo consiste en
construir un modelo paso a paso, revisando todas las variables y evaluando cual puede contribuir
mas a la discriminacion entre grupos. Esta variable podra ser incluida en el modelo. El algoritmo
finaliza cuando entre las variables no seleccionadas, ninguna discrimina de forma significativa.

La ley de parsimonia (lex parsimoniae) o el rasurador de Occam: «Numguam ponenda est
pluralitas sine necessitate» o «La pluralidad nunca se debe postular sin necesidad (de eIIo)»,3 se
tomo en cuenta a la hora de seleccionar el modelo. En este caso, se seleccion6 el modelo con la
significacion estadistica mas alta y con la menor cantidad de parametros o variables posible. La
calidad estadistica del modelo se determiné empleando como estadistico determinante el analisis
de la Lambda de Wilks (A), que permite evaluar la hipétesis de que dos o mas grupos provienen de
poblaciones con las mismas medias para un conjunto de variables. La A de Wilks toma valores en
el rango de O (discriminacion perfecta) a 1(no discrimina). También se calcul6 el cuadrado de la
distancia de Mahalanobis (D2) como criterio para determinar la existencia de dos poblaciones, la
razon de Fisher (Fexp > Ftab, a = 0,05) y el nimero de variables en cada ecuacién. Para evaluar la
habilidad (poder discriminante) de la funcidon discriminante (FD) obtenida, se tuvieron en
consideracion, ademas, los porcientos de buena clasificacion en cada uno de los grupos y del
modelo en general en la serie de entrenamiento (SE), mientras que la clasificacion de los casos es
desarrollada por medio de la probabilidad de clasificacion posterior. Usando la D’ para la
clasificacién, se pueden obtener probabilidades; la probabilidad de que un caso pertenezca a un
grupo particular es basicamente ‘proporcional’ a la D del caso al centroide del grupo. En resumen,
la probabilidad posterior es la probabilidad basada en el conocimiento de los valores de otras
variables, de que el respectivo caso 0 compuesto pertenece a un grupo en particular, digase: es
activo o inactivo contra el parasito.
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Para acceder al poder predictivo del modelo QSAR de Analisis Discriminante Lineal (ADL)
obtenido, se desarrollaron procedimientos de validacién externa. La calidad del modelo también fue
evaluada chequeando los principales parametros estadisticos propuestos en la literatura para los
modelos de clasificacion: coeficiente de correlacion de Matthews (C), exactitud (Qtotal),
sensibilidad, especificidad y la proporcion de falsos activos.

Finalmente, el modelo es empleado en el cribado virtual de bases de datos, con el propdsito de
identificar nuevos compuestos lideres, los cuales son sometidos a analisis. Se empled la base de
datos internacional Spectrum collection,*! que consta de mas de 2 000 compuestos biolégicamente
activos y diversamente estructurales, tanto de origen sintético como natural, asi como las funciones
obtenidas, utilizando para ello los softwares DRAGON Professional version 5.5 -2007 y
STATISTICA 8.0.

RESULTADOS

Se construyé una nueva base de datos de compuestos evaluados experimentalmente contra
Leishmania, que consté de 2 145 compuestos de composicidon muy heterogénea, de ellos 537
activos y 1 618 inactivos, tomando como criterio de actividad la concentracién inhibitoria media
(ICs0), lo cual constituye algo novedoso, pues no se encontré en la literatura cientifica la
confeccién de una base de datos similar, a partir de la evaluacion de esta actividad. Esta base de
datos posee un alto grado de variabilidad estructural, e incluye analogos de purinas, diamidinas
aromaticas, péptidos, fluoroquinolonas, arilquinuclidinas, quinolinas, flavonas, dicationes
aromaticos, saponinas, benzodiazepinas, chalconas, pirimidinas sustituidas, imidazo-compuestos,
pronas, derivados de la THTT (tetrahidro tiadiazin-thiona), porfirinas catiénicas, derivados de
quinazolina, diterpenos, taninos, entre otros; asimismo, podra ser empleada para la modelacién ser
empleada para la modelacién molecular y el disefio computacional de modelos capaces de evaluar
compuestos y determinar su posible actividad contra parasitos de este género.

Con el &nimo de modelar la actividad antileishmaniasica, se empled la técnica estadistica ADL y los
indices 0-2D del software DRAGON como descriptores moleculares. La mejor funcién de
clasificacion obtenida con el procedimiento ‘forward y backward stepwise’ fue la ecuacién (Ec) 3.1:

Class = 0.238 nO + 0.909 nR10 -0.998 MAXDP +19.884 PW3 -20.354 X0Av
+43.954 X3Av -3.7619 MATS2m +2.038 MATS6e -0.668 GATS8p +95.431 JGl4
-1.263 NCONN +0.0067 ALOGP2 -1.057 B02[0-O] -1.538 BO4[O-S] +1.67 (3.1)

que present6 los siguientes parametros estadisticos empleando 14 variables:

N=1357 A=0.60 D°= 3.32 F=62.7 Rcan=0.63 x’= 678.45 p<0.0001 donde, N es el
numero de compuestos, A es el estadistico de Wilks, Des el cuadrado de la distancia de
Mahalanobis, F es el estadistico de Fischer, Rcan: Raiz canénica, x°: estadigrafo, y p: nivel de
significacion estadistica de la técnica estadistica ADL.

Una de las aplicaciones mas importantes de un modelo QSAR es su uso en la prediccion de la
actividad de nuevas entidades quimicas que, incluso, no tienen que poseer existencia fisica aun.
En este sentido, uno de los criterios para la aceptacion o no de un modelo QSAR, como los que se
han desarrollado en este trabajo, estan basados en los estadisticos de la serie de prediccion
externa. En esta serie, la Ec. 3.1 clasific6 correctamente el 76,02 % y el 76,50 % de los
compuestos como activos e inactivos, respectivamente, para un porcentaje de buena clasificacion
global de 76,40 %. Como puede observarse en esta serie, el modelo ajustado describid
adecuadamente la actividad bioldgica de estos compuestos.
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En la tabla 1 se resumen los resultados de la clasificacion, obtenidos en el ajuste del modelo,
mediante la serie de validacion externa El modelo obtenido describe, de una forma adecuada, la
actividad, y se evidencia un adecuado porcentaje de falsos activos (Q = 82,76 %).

Tabla 1. Resultados de la clasificacion de los compuestos incluidos en las series de entrenamiento
y de prediccion.

Serie Exactitud Sensibilidad Especificidad Razén de falsos
‘Q tora’ (%) (%) (%) positivos (%)

SE 82,76 63,98 82,51 17,15

SP 76,40 47,27 76,02 23,50

DISCUSION

El cribado virtual (screening) ha emergido como una interesante alternativa para la evaluacion
masiva de compuestos quimicos.™ Este proceso consiste en utilizar los modelos obtenidos en el
cribado de grandes bases de datos, en virtud de encontrar un conjunto reducido de compuestos
predichos con la actividad bioldgica deseada.

Utilizando la funcién obtenida, se desarroll6 una bulsqueda virtual de nuevos farmacos
antileishmaniasicos. En este sentido, puede plantearse que existen dos enfoques diferentes para
encontrar un nuevo compuesto con actividad leishmanicida mediante cribado virtual:

1) Disefio de nuevos compuestos para ser sintetizados en un laboratorio quimico y,
posteriormente, evaluarlos de forma experimental.

2) Encontrar en bases de datos quimicas, compuestos conocidos con otras actividades o usos
(fundamentalmente farmacos que son usados en la clinica), y probar su actividad
antileishmaniasica experimentalmente.

Ambos enfoques son importantes y muy utilizados en la practica farmacéutica: el primero permite
disefiar nuevos compuestos lideres con la actividad deseada, pero ellos necesitan ser sintetizados
en primer lugar, ser evaluados desde el punto de vista farmacolégico y, finalmente, pasar a través
de rigurosos ensayos toxicologicos y farmacodinamicos. Sin embargo, los compuestos
seleccionados con el segundo enfoque ya tienen métodos de sintesis bien establecidos y, en
muchos casos, su comportamiento toxicolégico y farmacodinamico es bien conocido, sobre todo
para el caso de compuestos comercializados como farmacos. Por esta razén, se seleccioné en
este estudio, el segundo método de blasqueda para encontrar nuevos compuestos
antileishmaniasicos.

En este articulo solo se han mostrado, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos en el tamizaje
virtual de la coleccion Spectrum, de la cual se pueden obtener cualesquiera de los 2 000
compuestos que incluye, para una futura evaluacion experimental. EI modelo clasific6 como
candidatos promisorios a un reducido grupo de 316 estructuras como posibles compuestos anti-
Leishmania. Entre estos, se pueden encontrar conocidos farmacos con otras propiedades
farmacolégicas y varios productos naturales con diversos usos.

Estos resultados son unos de los méas importantes criterios de validacién del modelo desarrollado
en este trabajo, pues estos son capaces de detectar una serie de compuestos como activos, a
partir de miles de compuestos incluidos en las bases de datos.
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CONCLUSIONES

Se confecciond una base de datos que comprendié 2 145 compuestos a los que se les ha
evaluado experimentalmente su actividad antileishmaniasica, de los cuales 537 son activos.
Se obtuvo un modelo QSAR utilizando descriptores moleculares y analisis discriminante lineal,
gue permite predecir la actividad antileishmaniasica a través del cribado virtual de bases de
datos.

Se identificaron 316 estructuras como posibles compuestos antileihsmaniasicos tras el cribado
virtual de una base de datos internacional, entre los que se pueden encontrar conocidos
farmacos con otras propiedades farmacoldgicas y varios productos naturales con diversos
usos.
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