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ABSTRACT: Leishmaniasis is present among the six
greatest diseases reported in the WHO's Special
Programme for Research and Training in Tropical
Diseases (TDR). Nowadays, the available drugs show
high toxicities or resistance has been developed.
Therefore the search of new compounds that possess
anti-leishmania activity is an attractive
chemotherapeutic option. In the present study we have
applied molecular topology and multilineal regression
analysis to develop a QSAR model able to predict the
activity of a series of pyrrolo [1,2-a] quinoxaline-
derived compounds against L. major and L. donovani.
Once validated the selected topological models, a
molecular screening has been performed and new
quinoxaline derivatives with potential anti-leishmania
activity have been selected.
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RESUMEN: La leishmaniasis se encuentra entre las
seis enfermedades mdas importantes en el Programa
Especial de Investigacion y Adiestramiento en
Enfermedades Tropicales (TDR) de la OMS. Los
farmacos disponibles actualmente presentan altas
toxicidades o se han desarrollado resistencias para los
mismos, de modo que buscar nuevos compuestos que
posean actividad anti-leishmanica es una opcioén
quimioterapéutica atractiva. En el presente estudio
hemos utilizado la topologia molecular y el analisis de
regresion multilineal para el desarrollo de un modelo
QSAR capaz de predecir la actividad frente a L. major y
L. donovani de un grupo de compuestos derivados del
pirrol [1,2-a] quinoxalina.  Validados los modelos
topolégicos seleccionados, se ha realizado un cribado
molecular y se han seleccionado nuevos derivados de la
quinoxalina con potencial actividad anti-leishmanica.
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1. INTRODUCCION

1.1. Leishmaniasis: enfermedad y epidemiologia

Con el nombre de leishmaniasis se designa a un
conjunto de enfermedades causadas por parasitos
protozoarios del género Leishmania que engloba dos
subgéneros: Leishmania (en el Viejo Mundo) y Viannia
(en el Nuevo mundo) (1, 2). Su transmision se produce
exclusivamente por la picadura de dipteros flebotomos de
los géneros Lutzomyia en el Nuevo Mundo y Phlebotomus
en el Viejo Mundo (3). La enfermedad en humanos se
presenta bajo cuatro formas: leishmaniasis cutanea (LC),
cutanea difusa (LCD), visceral o kala-azar (LV) y
mucocutanea (LMC) (4, 5). Cada afo se estiman 1,3
millones de nuevos casos y entre 20.000 y 30.000 muertes,
segin datos de la Organizacion Mundial de la Salud (5).
La LC estda mas ampliamente distribuida, con
aproximadamente un tercio de los casos de leishmaniosis
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totales (1, 6).

Cada especie de Leishamania tiene un perfil
epidemioldgico con diferentes vectores, huéspedes
reservorios y distribucidon geografica (3). Asi la
epidemiologia de la leishmaniasis es extremadamente
compleja y puede verse alterada por cambios en algun
punto de la triada epidemiologica (humanos, reservorios y
flebotomos) (5).

La quimioterapia sigue siendo el principal tratamiento
para esta enfermedad debido a la poca disponibilidad de
vacunas en un futuro cercano (7). De esta forma, es
imprescindible la busqueda de nuevos farmacos contra esta
enfermedad para evitar resistencias.

1.2. Tratamiento para la leishmaniasis

El tratamiento para la leishmaniasis se ha basado desde
la antigliedad en el empleo de metales pesados toxicos,
concretamente los antimoniales pentavalentes como el
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antimoniato de meglumina y el estibogluconato de sodio
(8, 9), sin embargo estos presentan una toxicidad hepatica
y cardiaca elevada (5) y han desarrollado resistencia
derivada de su utilizacion durante seis décadas, sin
embargo es en los ultimos 15 afios cuando se han
evidenciado realmente estas resistencias clinicamente,
actualmente, en las zonas no tratadas previamente los
pacientes responden al tratamiento pero en zonas
endémicas el tratamiento no es eficaz, zonas tales como
India han prohibido su utilizaciéon (9, 10). Aun asi, se
siguen empleando como tratamientos de primera linea en
zonas endémicas (9). La anfotericina B y sus derivados
lipidicos surgieron como alternativa a las resistencias
desarrolladas frente a los antimoniales. Ambos presentan
toxicidad, aunque los derivados lipidicos tienen una
toxicidad significativamente menor que la anfotericina B
(5). Se emplean como tratamientos de segunda linea y
aunque hay pocos reportes de resistencias, la aparicion de
estas es de esperar (9), por ejemplo se describen
resistencias asociadas al cambio en la composicion de
esteroles de las membranas de los promastigotes (10). La
paromomicina es un antibiético aminoglucosido cuya
toxicidad es muy reducida (WHO), es eficaz, presenta bajo
coste y el tiempo de administracion es corto, lo cual lo
hace un buen candidato de tratamiento de primera linea
para la leishmaniasis visceral (9). Isetionato de
pentamidina se emplea raramente por sus efectos adversos
graves (5) y por la aparicion de resistencias se cree que
debido a la presencia de transportadores de pentamidinas
(8, 10). La miltefosina se desarroll6 inicialmente como
antineoplasico oral, pero después se demostré6 que posee
actividad anti-leishmanica. Presenta toxicidad hepatorenal
y es potencialmente teratogena, por lo que no debe
emplearse en embarazadas (5, 9). Ademds, se han
reportado los primeros casos de resistencias y hay riesgo
de que aparezcan mas casos (9, 10). Los derivados
azolicos como el ketoconazol, fluconazol, itraconazol son
antifingicos orales que presentan una eficacia variable en
funcion de las especies y ademas presentan
hepatotoxicidad (5, 8).

1.3. Método QSAR

Para evitar laboriosos trabajos de laboratorio en
bisqueda de nuevos farmacos anti-leishmanicos, nos
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servimos de técnicas englobadas dentro de la topologia
molecular.

La topologia molecular es una nueva disciplina dentro
de la topologia, que analiza cuales son las posiciones de
los atomos dentro de las moléculas pero no se ocupa del
estudio de aspectos como la estructura tridimensional,
tipos de enlaces o angulos entre ellos. Mediante esta
disciplina, se obtiene el calculo de indices para caracterizar
estructuralmente un compuesto y poder encontrar
compuestos similares (11).

Dentro de esta disciplina encontramos los métodos
QSAR, que relacionan cuantitativamente la actividad de
una molécula con su estructura mediante una serie de
descriptores (12). Estos descriptores son el resultado final
de un procedimiento de la logica matematica, que
transforma la informacién quimica, codificada dentro de
una representacion simbolica de una molécula, en ntimeros
utiles (13) y que nos permiten calcular la actividad de una
molécula mediante su estructura molecular (12).

De esta forma la topologia molecular ha resultado de
gran utilidad para la busqueda de nuevos farmacos
antiparasitarios (14, 15) y compuestos activos frente a
vectores transmisores de enfermedades parasitarias(16).
Por este motivo la topologia molecular es un campo muy
atractivo para la busqueda de nuevos farmacos en esta area
terapéutica.

Asi en este estudio se investigan las propiedades anti-
leishmanicas de una serie de compuestos derivados de
alcaloides quinolinicos frente a las especies de Leishmania
donovani y Leishmania major con el objetivo de elaborar
modelos QSAR predictivos de la actividad inhibitoria 50
(ICsp) mediante el empleo de la topologia molecular y el
analisis de regresion multilineal.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Compuestos analizados

En este estudio se trabaja con un grupo de compuestos
derivados del pirrol [1,2-a] quinoxalina con propiedades
anti-leishmanicas que ya han sido  testadas
experimentalmente de las cuales conocemos su
concentracion inhibitoria, ICso, asi como su estructura
quimica (17) (Tabla 1).
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Tabla 1. Estructura quimica y actividad antiparasitaria frente a L. major y L. donovani del grupo de compuestos estudiados.

Ry N S NS
RIIN/ N N ©iN/ NN
la-1 Im

NS
O
In

OC,Hg

NF

ICso(uM)
Comp. N° R, R, Rj n L. major L. donovani

la H H H 0 4.7 9.8
1b CH;0 H H 0 3 53
lc H CH;0 H 0 2.7 54
1d H H CH;O0 0 33 7.2
le H H H 2 3.9 7.6
If CH;0 H H 2 2.8 8.6
g H CH;0 H 2 7.4 7.6
1h H H CH;O 2 3.9 9.9
i H H H 3 3.7 13.7
1j CH;0 H H 3 2.5 12.1
1k H CH;0 H 3 4.4 14.7
11 H H CH;0 3 5.8 11.6
Im 1.2 10.5
In 1.5 4

Pentamidine 4.3 5.5

2.2. Descriptores moleculares

Mediante el software de diseflo de moléculas
ChemDraw Professional 15.0 representamos la estructura
molecular de los distintos compuestos citados
anteriormente. A continuaciéon importamos las moléculas
al software DESMOL1 (18) y calculamos 62 descriptores
topologicos tales como: indices de conectividad Randié¢-
Kier-Hall hasta el cuarto orden (™y, ™y.") (19, 20), indices
de carga topoldgicos hasta el quinto orden (Jy, Gm, Jn',
Gy') (11), cocientes y diferencias indices de conectividad
de valencia y no valencia ("C;, "Dy), indice de Wiener (W)
(21), nimero de vértices (N), nimero de ramificaciones
(R), pares de ramificaciones que estdn separados a
distancias 1, 2 y 3 (PRy), longitud méxima que se puede
establecer entre distintos vértices (L) y nimero de vértices
con valencias 3 y 4 (Vy) (22).

2.3. Algoritmos QSAR: Andlisis de regresion multilineal
Utilizando los indices topoldgicos como variables
independientes y la actividad anti-leishmanica, ICsg, en su
transformacion logaritmica, pICsp= -loglCsp, como
variable dependiente, se realiz6 un analisis de regresion
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multilineal utilizando el software STATISTICA 8.0. (23),
para obtener los modelos topoldgicos de prediccion de
actividad frente a L. donovani y L. major. El criterio
seguido para la seleccion de wvariables fue usar la
agrupacion con menos variables, coeficiente correlacion,
R’, mas alto y el menor error estandar de estimacion, EEE.

Para validar la funciéon de prediccion seleccionada
realizamos un test de validacion interna basado en una
cros-validacion del tipo “leave-one-out”. Para ello, cada
compuesto se elimina del modelo y se recalcula su valor de
actividad pICs, con los restantes compuestos y los
descriptores de la ecuacion de regresion seleccionada. El
proceso se repite tantas veces como compuestos se
estudian. Con los valores predichos se determina el
coeficiente de prediccion Q” y se compara con el R%
Valores de Q*>0.700 son indicativos de una buena calidad
del modelo seleccionado. 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 regresion
seleccionado.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Llevamos a cabo la buasqueda de un modelo
topoldgico-matemdatico que permitiera predecir la
actividad anti-leishmanica de un total de 14 compuestos
(Tabla 1) en base a su estructura molecular. Las
ecuaciones de prediccion seleccionadas para pICsy de los
14 compuestos frente a L. donovani 'y L. major junto con la
informacion estadistica fueron:

pICs (L. donovani) = 6.35+1.03 % -2.03 %y,
Eq. 1
N=14 R?*=0.846 Q’=0.743
F=30.2 p=0.00003
pICso (L. major) = -15.11 + 1.30 % + 0.55 G,"- 9.31 G,* +

EEE=0.070

Ramoén Garcia-Domenech et al.

161.661J," Eq.2
N=14 R*=0.869 Q*=0.765
F=14.8 p<0.009
Como puede observarse, tanto para L. donovani como
L. major los valores del coeficiente de prediccion, R, son
superiores a 0.800 y con errores estandar de estimacion,
SEE, entre el 11 y el 12 % del intervalo en el que se mueve
pICso. Ademas ambos modelos presentan una significacion
estadistica superior al 99 %.

EEE=0.092

Las Tablas 2 y 3 muestran el valor de los indices
topologicos seleccionados asi como los valores de
prediccion de pICs, obtenidos para cada compuesto. Como
puede observarse, la prediccion es bastante aceptable.

Tabla 2. Resultados de prediccion obtenidos para L. donovani.

Comp. N° 7y 7, pICso obs pICs calc pICs calc (ve)
la 4.598 2.951 5.01 5.10 5.16
1b 5.286 3.252 5.28 5.20 5.19
lc 5.286 3.252 5.27 5.20 5.19
1d 5.243  3.248 5.14 5.16 5.16
le 5.289  3.350 5.12 5.00 4.98
If 5977 3.651 5.07 5.10 5.11
g 5977 3.651 5.12 5.10 5.10
1h 5.934 3.647 5.00 5.06 5.07
i 5.643  3.619 4.86 4.82 4.80
1j 6.331 3.920 4.92 4.92 4.92
1k 6.331 3.920 4.83 4.92 4.95
11 6.287 3.916 4.94 4.88 4.87
Im 4983 3.173 4.98 5.05 5.06
In 5.639  3.332 5.40 5.40 541

Tabla 3. Resultados de prediccion obtenidos para L. major.

Comp. N° Oy Gy’ Gy’ Iy plICseobs pICsocalc pICsocale(ve)
la 10.506 11.759 1.743  0.103 5.33 5.33 5.33
1b 12.135 12.115  2.125  0.112 5.52 5.59 5.62
lc 12.135 12.115  2.236 0.118 5.57 5.50 5.48
1d 12.135 12264 2317 0.122 5.49 5.52 5.55
le 11.920 11.870 1.894  0.100 541 5.36 5.34
If 13.550 12226  2.276  0.108 5.55 5.52 5.51
g 13.550 12226  2.387 0.114 5.13 5.34 537
1h 13.550 12375 2468 0.118 541 5.29 5.25
i 12.627 11.870 1.934  0.097 5.43 5.42 5.42
1j 14.257 12226 2316 0.105 5.60 5.56 5.53
1k 14.257 12226 2427 0.110 5.36 5.34 5.34
11 14.257 12375  2.508 0.114 5.24 5.27 5.28
Im 11.660 13.537 1.886  0.099 5.92 5.94 6.07
In 12.842 13.748  2.698 0.135 5.82 5.80 5.74
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Las Figuras 1 y 2 muestran las representaciones
graficas de prediccion de la actividad asi como los
residuales obtenidos para cada compuesto frente al valor
experimental tanto para L. donovani como para L. major.

El intervalo de ordenadas corresponde con valores de
+1EEE, +2EEE y +3EEE. Para L. donovani, todos los
compuestos muestran residuales inferiores a +2EEE, lo
que significa que el modelo topoldgico seleccionado es
predictivo para los 14 compuestos (ver Figura 1).

El modelo para L. major, no seria predictivo para el

compuesto 1g al mostrar un residual ligeramente superior a
2EEE.

Todo ello viene reflejado por el nimero de variables
incluidas en cada modelo. Para L. donovani sbélo es
necesaria la presencia de indices topoldgicos de
conectividad (%3 y 3va) mientras que para L. major
aparecen ademas, indices topologicos de carga (G,', G, y
J) que tienen en cuenta la distribucion de la carga
intramolecular).

55 ¢ 0.21
s y =0.9999x + 0.0006
54 | 2z
R?=0.846 0.14
53 o
N 0.07 ---- e oo
5.2 - o
ol S o
U- 5.1 :g 0.00 Loy 1 1 ! 1 3 )
= 2 48 49 50 551° 52 53 54 55
5.0 -0.07 -2
o [¢]
49
0.14 -
4.8 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 L 1
48 49 50 51 52 53 54 55 021 L
pICyyeale pICyyexp

Figura 1. Representaciones graficas de pICspexp frente a pICsocalc y Residual frente a pICspexp obtenidas a partir del modelo

topologico seleccionado para L. donovani.

6.0
L (o)
y = 1.0009x - 0.0042
58 + R?=0.8695
g 56 ¢ -
: | 3
o b=
254 g
52 | °
L o]
5.0 I 1 1 1 1 1 L 1 1
5.0 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0
pICy cale

0.27

0.18

0.09

0.00

5

-0.09

-0.18

-0.27

6.0

pICsexp

Figura 2. Representaciones graficas de pICspexp frente a pICsocalc y Residual frente a pICspexp obtenidas a partir del modelo

topologico seleccionado para L. major.

La validacion de ambos modelos, Eq. 1 y Eq. 2 se ha
realizado en dos etapas: una validacion interna (validacion
cruzada tipo leave one out) y un test de aleatoriedad. La
primera mostraba valores de Q” superiores a 0.70 (0.743 y
0.765 para L. donovani y L. major, respectivamente) lo
que indica una buena calidad predictiva de ambos
modelos. El test de aleatoriedad se muestra en la Figura 3.
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Como puede observarse, ambos modelos son estables y no
aleatorios. En ambos casos, sdlo cuando a cada compuesto
se le asigna el valor real de pIC50 los coeficientes de
correlacion y prediccion (R* y Q) son elevados (ver punto
negro en ambas graficas). Cuando a cada compuesto se le
asigna un valor arbitrario de pIC50, la regresion obtenida
es siempre muy baja (puntos blancos).
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Test aleatoriedad para L. major

Test aleatoriedad para L. donovani

1.0 1.0
. [ ]
0.8 r 08 -
0.6 © 0.6 -
3 o 7

04 | 04 | ©

o] o [e]
0.2 0.2

o

®0 8

0.0 L 1 L L J 0‘0 1 © 1 L 1 J
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Q Q
Figura 3. Test de aleatoriedad para los modelos de prediccion seleccionados con L. donovaniy L. major.

Una vez seleccionados los modelos de prediccion de la valores predichos de ICsp. Las modificaciones

actividad anti-leishmanica frente a L. donovani y L. major,
y a la vista de los resultados obtenidos nos preguntamos si
podiamos predecir la actividad anti-leishmanica de otros
compuestos similares a los antes mencionados realizando
pequeiias modificaciones sobre la estructura de partida. En
este trabajo presentamos un pequefio cribado molecular
realizado con nuevos derivados del pirrol [1,2-a]
quinoxalina. La Tabla 4 muestra, como ejemplo, las
estructuras quimicas de cuatro moléculas junto con los

estructurales han sido simplificar la estructura molecular al
sustituir los grupos metoxi por metilos. Frente a L. major,
todas ellas son, tedricamente, bastante activos; ICsy <l pum.
En cambio frente a L. donovani sélo se ha podido predecir
actividad anti-leishmanica, ICsy <10um para las moléculas
I y IV. El siguiente paso seria la sintesis de estos nuevos
compuestos y realizarles los correspondientes ensayos de
actividad frente a L. donovani y L. major.

Tabla 4. Estructura quimica de los nuevos compuestos selecionados potencialmente activos frente a L. donovani y L. major.

NI
ICSO(L. donovam'):27'3 MM
ICSO(L. ma/'or):O~3 MM

NeII
ICSO(L. dnm)vam'):8-8 MM
ICso(z. major=0.74 WM

N° 111
ICSO(L. donovani):43 3 MM
ICso(z. majory=0.27 uM

N°IV
ICSO(L. dnm)vam'):8-8 MM
ICSO(L. ma/'or):O.gO MM

4. CONCLUSIONES

En este estudio hemos utilizado la topologia molecular
para la busqueda de un modelo QSAR capaz de predecir la
actividad anti-leishmanica de ciertos compuestos
derivados de alcaloides quinolinicos. Todos los
descriptores moleculares usados son grafico-teoricos. El
modelo matematico disefiado es capaz de predecir la ICs

322

de los diferentes compuestos analizados frente a dos
especies de Leishmania utilizando distintos indices
topoldgicos que muestran una mayor correlacion con la
propiedad estudiada (ICs). Por tanto, consideramos que se
pueden aplicar a la blisqueda de nuevos compuestos.
Finalmente, hemos aplicado el modelo matematico para la
bisqueda de nuevos compuestos tedricamente activos.
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Algunos de los cuales resultaron poseer una buena
actividad anti-leishménica para la especie L. major.
Consideramos que estos resultados son alentadores y
animan a proseguir con futuras investigaciones para la
busqueda de farmacos anti-leishmanicos.
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