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RESUMEN

Trichomonas vaginalis es un protozoo parasito que causa una enfermedad de transmision
sexual conocida como tricomonosis. Afecta principalmente a la mujer en la que produce
sintomas que puede llegar a ser graves. El tratamiento de la enfermedad se realiza a través de
metronidazol, pero ya se ha encontrado cierta resistencia del protozoo a este farmaco. En los
ultimos afios se ha venido incrementando el cribado virtual para la busqueda de nuevos
principios activos, disminuyendo el tiempo y el coste de recursos, siendo el objetivo principal
de este trabajo identificar compuestos con otros usos farmacoldgicos activos frente a T.
vaginalis mediante el desarrollo secuencial y coordinado de ensayos in silico, in vitro e in
vivo. En primer lugar, se recopild de la literatura internacional una base de datos conformada
por 123 compuestos activos e inactivos. De este conjunto de compuestos 50 tienen actividad
tricomonicida. Cada compuesto de la base de datos fue parametrizado usando los indices
cuadraticos, lineales y bilineales estocasticos y no estocasticos (tanto totales como locales)
basados en relaciones de atomos y de enlaces, los cuales fueron calculados con el programa
TOMOCOMD-CARDD. Posteriormente, el analisis de conglomerados (clusters) fue
empleando para el disefio “racional” de la serie de aprendizaje (SE, 91 compuestos) y de
prediccion (SP, 22 compuestos). Se obtuvieron un total de 12 modelos de clasificacion con
estos indices y el uso del andlisis discriminante lineal. Todos los modelos fueron evaluados
utilizando procedimientos de validacion interna (validacion cruzada leave-10%-out) y externa
empleando una SP. Ademas, la calidad predictiva de los modelos fue controlada usando una
segunda serie de compuestos de los que se conoce la actividad frente a T. vaginalis,
comparando ésta con la prediccion obtenida por los modelos. Finalmente, cada uno de los
modelos se utilizé para estimar in silico la actividad de 71 nuevos compuestos de sintesis y de
544 compuestos divididos en 174 con actividad frente a otros protozoos y 370 con otros usos
farmacolégicos. Los resultados in vitro (usando la cepa ATCC JH31 A#4 de T. vaginalis)
mostraron una adecuada concordancia entre las predicciones para los 9 farmacos
seleccionados con otros usos farmacolégicos. Los productos con mejores resultados
experimentales fueron seleccionados para ensayos in vivo utilizando un modelo utilizando
ratones NMRI infectados por via intraperitoneal y tratados por via oral con productos de
sintesis (VAS5-10, VA2-25, VA7-67, VAT7-69, VA8-34, VA2-38 y VAS5-5b) y con compuestos
utilizados para otros usos (benznidazol; nihidrazona y nitrofenida). Los resultados in vivo
indicaron que de todos los productos identificados como bioactivos por los modelos teoricos,
el benznidazol es el compuesto mas prometedor, el cual deberd ser optimizados con el
proposito de encontrar nuevas alternativas terapéuticas.



1. INTRODUCCION

La tricomonosis humana es una enfermedad causada por el protozoo Trichomonas
vaginalis. Este afecta mayormente a las mujeres produciendo una vulvovaginitis que puede
variar desde leve hasta grave, pudiendo ademdas dafiar la uretra y el endocervix (Egan y
Lipsky, 2000; Adad y col., 2001). Las variadas formas clinicas de la enfermedad dependen
tanto de condiciones intrinsecas como extrinsecas, principalmente del nimero y virulencia del
parasito y de la resistencia del hospedador. Se plantea que los sintomas son mayores cuanto
mayor es el nimero de pardsitos y cuanto mas alcalino sea el pH vaginal (Fernandez y
Fernandez, 2004). En el hombre el microorganismo habita en la uretra, prostata y vesiculas
seminales (Hobbs y col., 1999), pero rara vez produce uretritis o algiin otro sintoma. Una de
las razones de este comportamiento se ha atribuido a la presencia de zinc contenidas en su
semen que tienen capacidad tricomonicida (Rein, 1995; Vazquez y col., 2001). La importancia
de conocer el grupo de individuos asintomaticos radica en que ellos actian como portadores

“sanos” y pueden transmitir sexualmente el parasito a otras personas (Llop y col., 2001).

Recientemente, se ha asociado tricomonosis al cancer cervical, enfermedad inflamatoria
pélvica atipica, esterilidad y a una predisposicion a la infeccion con VIH, debido a la
acumulacién local de linfocitos y macréfagos (Laga y col., 1991). La infeccion en mujeres
embarazadas provoca un mayor riesgo de ruptura prematura de las membranas de la placenta,
niflos con bajo peso al nacer (Cotch y col., 1997), ademas de infecciones postquirurgicas del

tracto reproductor (Alvarez y col., 2000; Nuiiez, 2001).

Desde el punto de vista epidemiologico la tricomonosis es una de las enfermedades de
transmision sexual (ETS) no virica méas importante en el mundo. Recientemente a estas ETS
se les ha denominado Infecciones de Transmision Sexual (ITS) (Garcia, 1993). Su distribucion
es cosmopolita y afecta a todos los grupos raciales y estratos socioecondmicos. Segun datos de
2001, la Organizacion Mundial de la Salud estima que anualmente se infectan entre 170 y 180
millones de personas; sin embargo, no se conocen las cifras exactas de esta enfermedad, pues

los datos de la prevalencia e incidencia son limitados (WHO, 2001a).

En los paises desarrollados todas las ITS han estado sometidas a un incremento
constante. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1995) ha estimado que de 120 a 180
millones de personas se infectan anualmente en el mundo. En Estados Unidos se infectan cada
afio aproximadamente entre 5 y 8 millones de personas y de ellos, un 50 % de los casos son
asintomadticos (Hook, 1999; Petrin y col., 1998). Aunque en regresion, (7,4 millones de casos

anuales en el afio 2000) sigue siendo la infeccion sexual transmitida mas frecuentemente al



compararla con Chlamydia trachomatis (3 millones de casos anuales) o Neisseria gonorre
(718 000 casos anuales) (Lister y col. 2006).

El control fundamental de la enfermedad se ha basado en el tratamiento farmacolédgico
(WHO, 1997). No obstante, en la actualidad es frecuente encontrar en los microorganismos
ciertos mecanismos de resistencia a la actividad de farmacos que constituian hasta hace poco
la piedra angular en el tratamiento de las afecciones provocadas por éstos. Si a esto le
afladimos las contraindicaciones y los efectos adversos que muchos de ellos presentan, se nos

reduce cada vez mas el nimero de fArmacos de que disponemos (Upcroft y col., 2006).

Lo planteado anteriormente hace que en los momentos actuales la busqueda de nuevos
farmacos tricomonicidas se haya convertido en un aspecto fundamental para poder
contrarrestar la enfermedad. Asi por ejemplo, la cantidad de patentes generadas en el afio 1998
de nuevos productos con actividad frente a T. vaginalis ascendia a 180 patentes solicitadas
(Diaz, 2001). La Figura 1.1 muestra la cantidad de patentes solicitadas entre los afios 1967 -
2000. La pendiente de la curva que describe el comportamiento de las patentes solicitadas para
compuestos activos frente a T. vaginalis nos indica que este tipo de productos farmacéuticos
tiene un gran interés socio-econdmico, constituyendo un sector atrayente para la generacion de

nuevas soluciones y para la inversion en nuevas lineas de Investigacion — Desarrollo.

El origen de las patentes relacionadas con el tratamiento de estos microorganismos en
general, como se muestra en la Figura 1.2, se concentra en dos paises fundamentalmente:
Estados Unidos con un 32% de las mismas, y China con un 31% aproximadamente. Le sigue
Alemania con un 8% y luego Japdn, Suiza y Gran Bretana, muy similares, con 6% cada uno

(Diaz, 2001).
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Figura 1.1Tendencia evolutiva de las patentes solicitadas entre 1967 y 2000 para el
tratamiento de vaginitis.
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Figura 1.2 Paises de origen de las patentes.
Todos estos resultados evidencian el gran esfuerzo internacional que durante todo este

periodo se ha desarrollado con el proposito de encontrar nuevas entidades moleculares (NEM)

activas frente T. vaginalis y menos toxicas que los farmacos actuales. Sin embargo, en la



actualidad el metronidazol sigue siendo el medicamento de eleccion de la terapia
tricomonicida en muchos paises e incluso en algunos de ellos se utilizan como el unico
medicamento disponible para el tratamiento de mujeres embarazadas (Pickering y col., 2005).
Varios autores han planteado que la terapia con los nitroimidazoles durante el embarazo sigue
siendo polémica, existiendo pocas alternativas para el tratamiento y en la mayoria de los casos

estos tienen eficacia limitada y una toxicidad elevada (Nanda y col., 2006).

El gran coste y la lentitud del proceso de descubrimiento y optimizacion de nuevos
candidatos a farmacos del método tradicional, basados en ensayos de “prueba y error”, hacen
imposible que las industrias farmacéuticas puedan dar una respuesta efectiva a las crecientes
demandas de esta enfermedad (Tollman, 2001; Seifert y col., 2003). Este método es cada vez
mas ineficaz, siendo necesario ensayar mas de 10.000 compuestos para encontrar el deseado
(Mosqueira, 1994; Seifert y col., 2003). Un estudio reciente llevado a cabo por el Boston
Consulting Group (BCG) y que involucrd a 50 compaiiias e instituciones académicas, mostro
que el coste de desarrollo de un nuevo medicamento desde la identificacion de su diana
farmacologica, el descubrimiento y optimizacidén de uno de los nuevos compuestos lideres, el
desarrollo de los ensayos clinicos requeridos y su uso autorizado en terapéutica es como
promedio de 880 millones de ddlares (USD) y se necesita también como promedio un periodo
de 15 anos de investigacion (Tollman, 2001). Ademads, 7 de cada 10 medicamentos no
recuperan su coste (PhaRMA Industry Profiles, 2000). Estas caracteristicas desfavorables
(inefectividad, alto coste y gran consumo de tiempo) hacen el método “tradicional” de
evaluacion al azar inaplicable para los paises en vias de desarrollo e incluso para las grandes

multinacionales farmacéuticas (Seifert y col., 2003).

Los métodos in silico son una de las pocas técnicas que han tenido y tienen potencial
para mejorar significativamente el descubrimiento y posterior desarrollo de fArmacos. Asi por
ejemplo, la aplicacion de las nuevas tecnologias de la gendmica, ha contribuido a ahorrar
como promedio 140 millones de USD y 0.9 afos de investigaciéon por cada farmaco.
Asimismo, segin la BCG, las técnicas in silico (quimio- y bio-informaticas) ahorran un

promedio de 130 millones de USD y 0.8 afios por cada farmaco (Tollman, 2001).

De forma adicional, podemos plantear que el numero de compuestos conocidos

sobrepasa los 26 millones (http://www.cas.org/cgibin/regreport.pl), y aunque un gran nimero

de estos (>1.000.000) esta disponible en diferentes bases de datos quimicas, muchos de ellos
no han encontrado todavia aplicaciones farmacologicas o de otro tipo. Esto es consecuencia de

la diferencia (desfase) que existe entre la velocidad a la cual las NEM son sintetizadas y el



nimero de compuestos que pueden ser evaluados en ensayos farmacolédgicos, toxicoldgicos y

farmacocinéticos (Estrada y Uriarte, 2001).

En la actualidad, el “screening” virtual de bibliotecas quimicas (Walters y col., 1998) ha
emergido como una nueva alternativa (Hann y Green, 1999; Venkatesh y Lipper, 2000). Por
este medio, varias técnicas computacionales son usadas para seleccionar un reducido niimero
de compuestos potencialmente activos de una gran biblioteca quimica o combinatoria que esté
disponible, a la cual podemos llamar base de datos estructural. El principal objetivo de este
enfoque es discriminar las moléculas que constituyen potentes candidatos, de las inactivas o

de las moléculas menos potentes.

Si tenemos en cuenta que el paso limitante en el descubrimiento y desarrollo de nuevos
farmacos continta siendo la identificacion y la optimizacion de nuevos compuestos lideres de
un modo efectivo (en el menor tiempo posible y a un coste razonable), el enfoque de
disefio/descubrimiento de farmacos asistido por ordenador ofrece una alternativa para el
mundo real de sintesis y evaluacién (Venkatesh y Lipper, 2000). Este procedimiento engloba
todas las técnicas asistidas por ordenador usadas en el disefio/descubrimiento y optimizacion
de compuestos con propiedades deseadas y ha jugado un papel fundamental en el desarrollo
de diversos farmacos que estan ahora en el mercado (Ooms, 2000). Este tipo de estudio se
basa en el uso de un mundo “virtual” de hipotesis, generadas por ordenador y probadas en la
practica. El procedimiento “in silico” evita costosas tareas de sintesis y bio-ensayos, que se
hacen solamente después de la exploracion de los conceptos iniciales con modelos QSAR
(Quantitative Structure Activity Relationship) (Hann y Green, 1999). Es decir, en los
momentos actuales se esta evidenciando “un cambio” en los paradigmas del descubrimiento
de nuevos farmacos. En este sentido, la utilizacion de modelos de prediccion in silico han
demostrado que pueden ser usados en el descubrimiento “racional” de nuevos farmacos,
acelerando el proceso de seleccion de nuevos compuestos lideres bioactivos. Por tanto, 10S
meétodos computacionales tienen el potencial para transformar el descubrimiento de farmacos

en sus etapas iniciales, con un consecuente ahorro de recursos de todo tipo.

En este contexto, investigadores de la Facultad de Farmacia y del Centro de Bioactivos
Quimicos de la Universidad Central de Las Villas (UCLV), Cuba, ha venido trabajando, desde
hace algun tiempo, en el desarrollo de nuevos sistemas informaticos para el disefio de
farmacos asistido por ordenador, entre los que se destacan el MODEST (siglas de MOlecular
DESing Tool) (Rodriguez y Estrada, 1995), el TOSS-MODE (siglas de TOpological Sub-
Structural MOlecular DEsing) (Gutiérrez y col., 1995), el MARCH-INSIDE (siglas de



Tabla 1.1 Algunos de los nuevos compuestos antiparasitarios identificados utilizando el

enfoque TOMOCOMD-CARDD en el cribado virtual.
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Markov Chain In Silico Design) (Gonzélez-Diaz y col., 2003) y el programa TOMOCOMD-
CARDD, (siglas de TOpological MOlecular COMputer Design-Computer-Aided Rational
Drug Design) (Marrero-Ponce y Romero, 2002). Este ltimo enfoque computacional ha
permitido el descubrimiento biosilico de varios compuestos activos frente a diversas
enfermedades de gran impacto social (Marrero-Ponce, 2003; Marrero-Ponce y col., 2003;
Marrero-Ponce y col., 2004a,b,c,d,e,f; 2005a,b,c,d,e,f,g,h,i; Meneses y col., 2005; Montero y
col., 2005; Casafiola y col., 2006; Castillo y col., 2006; Marrero-Ponce y col., 2006; Montero
y col., 2006; Marrero-Ponce y col., Aceptado para publicar en QSAR Comb.Sci; Marrero-
Ponce y col., Aceptado para publicar J. Comput. Aided Mol. Des). Asi por ejemplo, los
modelos de relaciones cuantitativas estructura-actividad (conocidos por su siglas en inglés,
QSAR) desarrollados con los diversos descriptores moleculares implementados en este
paquete computacional, han posibilitado la prediccion de nuevos compuestos potencialmente
activos frente a Plasmodium sp. (Marrero-Ponce y col., 2005b; Montero y col., 2006), T.
vaginalis (Meneses y col., 2005; Marrero-Ponce y col.; 2005), Trypanosoma cruzy (Montero y
col., 2005; Vega y col., 2006), helmintos (Marrero-Ponce y col., 2004a; 2005a) y otros con
posible actividad en el tratamiento del cancer (Casafiola y col., 2006; Marrero-Ponce y col.,
aceptado para publicar Comb.Sci.), y diversas dianas anti-VIH (Marrero-Ponce, 2004a).
Algunos de estos nuevos compuestos y sus actividades bioldgicas determinadas en estudios
experimentales son mostrados en la Tabla 1.1. Muchos de estos estudios estdn todavia en
proceso y los resultados que se estan obteniendo son muy prometedores en cada una de las
propiedades/actividades modelizadas. Sélo en los ultimos dos afios han aparecido en la
literatura internacional mas de 25 estudios utilizando este método de disefio y modelizado
molecular (Marrero-Ponce, 2003; Marrero-Ponce y col., 2003; Marrero-Ponce y col.,

2004a,b,c,d,e.f; 2005a,b,c.d,e.f,g,h,i; Meneses y col., 2005; Montero y col., 2005; Casanola y



col., 2006; Castillo y col. 2006; Marrero-Ponce y col., 2006; Montero y col., 2006; Marrero-
Ponce y col., Aceptado para publicar en QSAR Comb.Sci; Marrero-Ponce y col., Aceptado
para publicar J. Comput. Aided Mol. Des).

Teniendo en cuenta la relevancia de los resultados alcanzados en el grupo de disefio de
Farmaco de la Universidad Central de Las Villas (Cuba) utilizando el método TOMOCOMD-
CARDD, consideramos adecuado desarrollar modelos QSAR que constituyan un sistema de
cribado computacional capaz de identificar/seleccionar nuevos compuestos lideres activos
contra T. vaginalis y validar experimentalmente, en los casos mas prometedores, los
resultados tedricos satisfactorios alcanzados con los modelos in silico, mediante estudios in

Vvitro e in vivo.

Por todo lo anterior se plantea el siguiente PROBLEMA CIENTIFICO:

El paso limitante en el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos contintia siendo
la identificacion y la optimizacion de nuevos compuestos lideres. Los altos costes y baja
efectividad que presentan los métodos tradicionales de “ensayo y error”, la creciente
sensibilidad social de la enfermedad y emergente resistencia a las terapias actuales proveen un
impetu adicional a la utilizacion de métodos mas racionales para la obtencion de NEM

potencialmente bioactivas frente a T. vaginalis.
Como via para solucionar el problema cientifico se formula la siguiente HIPOTESIS:

Es posible identificar NEM activas frente a T. vaginalis mediante el desarrollo de una

metodologia que combina estudios in silico, in vitro e in vivo.

Para cumplimentar la anterior hipotesis y dar respuesta a la problematica cientifica

planteada, se propone el siguiente objetivo general:

Identificar NEM activas frente a T. vaginalis mediante el desarrollo secuencial y
coordinado de ensayos in silico, in vitro e in vivo.
Para cumplimentar el objetivo general planteado nos proponemos las siguientes etapas u

objetivos especificos:

1. Desarrollar y validar modelos QSAR predictivos que permitan la discriminacion de la
actividad antiprotozoaria frente a T. vaginalis utilizando el método TOMOCOMD-
CARDD.



2. Utilizar los modelos QSAR obtenidos en el proceso de “cribado virtual” de bases de

datos con el propdsito de identificar los candidatos més prometedores.

3. Corroborar los resultados obtenidos mediante ensayos in vitro utilizando una cepa de

referencia de T. vaginalis.
4. Ensayar la actividad in vivo de los productos que mostraron mayor actividad in vitro.
2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Ensayos in silico
2.1.1 Generalidades

Todos los célculos fueron efectuados en un ordenador personal PC Pentium-4 3.0 GHz.
El modulo CARDD implementado en el programa TOMOCOMD (Marrero-Ponce y Romero,
2002) fue usado para el calculo de los descriptores moleculares. El analisis estadistico se
efectud empleando el paquete de procesamiento STATISTICA 6.0 para Windows (StatSoft
Inc., 2001). Los datos fueron almacenados y procesados utilizando el programa de Microsoft
Excel (2002).

2.1.2 Seleccion de compuestos y calculo de descriptores moleculares.

Un grupo de 594 compuestos extraidos de la literatura [principalmente del Handbook
Martin Negwer (Negwer, 1987), de la base de datos ‘Merck Index’ (Chapman & Hall, 1996),
de la Enciclopedia de Antibioticos (Glasby, 1978) y de la base de datos del Servicio de
Informacion Especializada de la Biblioteca Nacional de Medicina (SIS, 2006), donde pueden
encontrarse los nombres, sindnimos y formulas estructurales para cada uno de los compuestos]
fueron utilizados para generar las series de entrenamiento (SE) y prediccion (SP) necesarias
para la construccion y validacion de los modelos discriminantes. De dichos compuestos, 224
segun la bibliografia consultada, presentaban actividad antiprotozoaria y de estos, 50 accion
especifica frente a T. vaginalis. Este ultimo grupo fue “etiquetado” como activo, y los 174
antiprotozoarios restantes empleados en el cribado virtual para la bisqueda de nuevos agentes

activos frente a T. vaginalis.

De los 370 compuestos restantes, tomados de la literatura por poseer acciones diferentes
a las anteriormente mencionadas, fueron seleccionados al azar 73, para ser utilizados como
grupo de inactivos en la generacion de los modelos. Todos estos compuestos aparecen citados
por poseer acciones farmacoldgicas diferentes a la antiprotozoaria (antivirales, hipnoticos y

sedantes, anticonvulsivantes y antiepilépticos, catarticos, hemostaticos, etc) (Glasby, 1978;
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Negwer, 1987; Chapman & Hall, 1996; SIS, 2006) segun se refleja en el Anexo 4. En la

Figura 2.1 se ofrece un resumen de la composicion de los datos en cada serie.

Compuestos seleccionados citados en
la literatura (594)

A 4

Antiprotozoarios Otras acciones farmacologicas
(224) (370)
v v
Con accion frente Sin accion frente a Otros usos Otros usos
a T. vaginalis (50) T. vaginalis (174) farmacologicos farmacologicos
utilizados como utilizados en (73) utilizados (297) utilizados en
SEy SP cribado virtual como SE y SP cribado virtual

Figura 2.1 Distribucién de compuestos extraidos de la literatura para el estudio de
prediccion.

Todos los compuestos fueron dibujados empleando el programa TOMOCOMD-CARDD
y calculados los indices cuadraticos [gi(V), Qe(V), Qi (V), Gt (V)], lineales [fi(V), fir(V), f(v),
f ! (V)] y bilineales [bx(Vn,Zm), bk (Vn,Zm), ka(vn,Zm), bkLH(Vn,Zm)] estocasticos y no estocasticos,
totales y locales (L), basados en relaciones de dtomos y de enlaces (V= X ;zZ=Y o V=W,
Z =U, respectivamente).

Tabla 2.1 Valores de los pesos atomicos usados (Pauling, 1939; Todeschini y Gramatica,
1998)

D Masa Volumen Polarizabilida Electronegativi

Atémica Vdw* d dad de Pauling
H 1.01 6.709 0.667 2.20
B 10.81 17.875 3.030 2.04
C 12.01 22.449 1.760 2.55
N 14.01 15.599 1.100 3.04
o 16.00 11.494 0.802 3.44
F 19.00 9.203 0.557 3.98
Al 26.98 36.511 6.800 1.61
Si 28.09 31.976 5.380 1.9
P 30.97 26.522 3.630 2.19
S 32.07 24.429 2.900 2.58
Cl 35.45 23.228 2.180 3.16
Fe 55.85 41.052 8.400 1.83
Co 58.93 35.041 7.500 1.88
Ni 58.69 17.157 6.800 1.91
Cu 63.55 11.494 6.100 1.90
Zn 65.39 38.351 7.100 1.65
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Sn
|

79.90
118.71
126.90

31.059
45.830
38.792

3.050
7.700
5.350

2.96
1.96
2.66

*"WdW: van der Waals

Con el objetivo de diferenciar los vértices y las aristas (atomos y enlaces) de los grafos

moleculares, cuatro sistemas de pesos fueron considerados como componentes vectoriales en

el calculo de los descriptores. Con tal propodsito fueron empleados valores de masa atomica

(M), polarizabilidad atomica (P), volumen de van der Waals (V) y electronegatividad de

Pauling (E) (véase Tabla 2.1). En el caso de los indices bilineales fueron consideradas todas

las posibles combinaciones de dichos pesos.
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Descriptor molecular

A 4
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Basado en enlaces

A

y

No Estocasticos

A 4

Estocasticos

A 4

Indice Cuadratico

A

y

Indice

Lineal

ndice Bilineal™

A

y

Totales

A

y

\4

Loc

ales

A

y

Total con Hidrégeno

Total sin Hidrogeno

Heteroatomo con
Hidrogeno

Heteroatomo sin
Hidrogeno

Hidrogeno unido
Heteroatomo

rxe 1 s

A 4

A 4

\ 4

A 4

Masa Atomica

Polarizabilidad (P)

Volumen vdW (V)

Electronegat.

A 4

A 4

A 4

A 4

Matriz de indices moleculares

*! Para Indices Bilineales se utilizaron todas las combinaciones posibles para los distintos
pesos calculados (M-P; M-V; M-E; P-V; P-E; V-E).
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Figura 2.2 Diagrama de los calculos realizados utilizando el programa TOMOCOMD-
CARDD.

2.1.3 Diseiio de las series de entrenamiento y prediccion utilizando Analisis de Cluster

(AC)

Como via de evaluacion de la distribucion y diversidad estructural existente dentro de
los grupos de observaciones activas e inactivas respectivamente, fueron efectuados dos
analisis de clusters o conglomerados jerarquicos segun el procedimiento K-NNCA (siglas de k-
nearest neighbor cluster algorithm) implementado en el paquete de procesamiento
STATISTICA (StatSoft Inc., 2001). Para efectuar dicho estudio se procedi6é a estandarizar

todas las matrices de descriptores moleculares anteriormente calculados.

Con posterioridad, los conjuntos de 50 y 73 compuestos activos ¢ inactivos,
respectivamente, fueron divididos a su vez en dos subconjuntos mediante dos analisis de
clusters (AC) del tipo k-MCA (k-means cluster analysis) (también llamado analisis de
agrupaciones o analisis de conglomerados) (Johnson y Wichern, 1988; McFarland y Gans,
1995; Xu, 2002), los cuales fueron efectuados para cada grupo. Asegurada de este modo la
representatividad de elementos del mismo dominio en los dos subconjuntos obtenidos en cada
caso, fueron tomados dos grupos constituidos por 40 activos y 51 inactivos para conformar la
seriec de entrenamiento (SE) de los modelos. Los restantes compuestos (10 activos y 22
inactivos) fueron preparados como grupo de prediccion externa. Los compuestos incluidos en

la SP nunca fueron usados en el desarrollo de los modelos cuantitativos (Figura 2.3).
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[ Activos frente a Trichomona ] [ Compuestos inactivos ]

k-MCA | k-MCA Il

(Cluster 1) CCIuster 2) ... (Cluster 10) CCIuster 1) (Cluster 2) ... | Cluster 12

[Compuestos activoﬂ [Compuestos activoﬂ Eompuestos inactivoa [Compuestos inactiv

(40) (10) (51) (22)

)

Serie de Serie de
entrenamient Prediccion
(91) (32)

Figura 2.3. Seleccion de la SE y SP mediante analisis de clusters.

2.1.4 Desarrollo y validacion de la funcion discriminante

Para la obtencion de las funciones de clasificacion fue seleccionado el método de
analisis discriminante lineal [ADL] (van der Waterbeemd, 1995b). Los modelos QSAR-ADL
se obtuvieron con el paquete de programas estadisticos STATISTICA (StatSoft Inc., 2001),
utilizando el método de “pasos hacia delante” (forward stepwise) para la seleccion de las
variables. Los mismos poseen la forma general, ejemplificada a continuacion para el caso de

los indices cuadraticos no estocasticos:

A=aplo( X )+t aigi( X )+axgAX)+.... s agu( X )+c (2.1)

donde A es ¢l clasificador de la actividad, gu( X ) [0 Qk( X )] el k-ésimo indice cuadratico total
o local, y los términos ax’s los coeficientes obtenidos por el andlisis estadistico multivariado.
El principio de parsimonia (“Occam’s Razor”) fue tomado siempre en cuenta para la seleccion
del modelo, teniendo presente que cuando las explicaciones multiples estan disponibles para
un fenémeno, se prefiere la version mas simple (necessitatem del praeter del multiplicanda
del sunt de los entia no, o las "entidades no se deben multiplicar mas alla de necesidad")
(Ariew, 1976).

En todos los casos el estadigrafo F y la tolerancia se usaron para el control del proceder
de seleccion. Siempre se utilizo, por defecto, como minimo aceptable de tolerancia el valor de

0.01. Con el objetivo de ensayar la calidad y robustez de los modelos obtenidos, se evaluaron
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varios parametros estadisticos, tales como la A de Wilks, el valor de F y el cuadrado de la
distancia de Mahalanobis (D”). Otro factor que se tuvo en consideracion para evaluar la
habilidad (poder discriminante) de las FDs obtenidas, fueron los porcentajes de buena
clasificacion (Exactitud, Q) en cada uno de los grupos y del modelo en general en la SE. La
clasificacion de los casos se desarrolld por medio de la probabilidad de clasificacion
posterior. En este sentido, fueron calculados los valores de diferencia de probabilidades
segun: AP% = [P(actv)-P(inactv)]x100, donde P(actv) es la probabilidad con que la ecuacion
clasifica un compuesto como activo. Contrariamente, P(inactv) es la probabilidad con que el
modelo clasifica un compuesto como inactivo. Compuestos con valores de AP%>5, fueron
considerados con probabilidad positiva de poseer la accién deseada. Por el contrario, valores
de AP%<S5, indicaron la presencia de casos inactivos. Compuestos con AP% en el rango

comprendido entre -5 y 5, se consideraron como no clasificados.

De igual forma fueron calculados los parametros estadisticos recomendados en la
literatura médico-estadistica (Baldi y col., 2000). En este sentido la calidad de los modelos
obtenidos fue igualmente expresada a través del coeficiente de correlacion de Mattews (C), la
sensibilidad, la especificidad y la relacion de falsos positivos ““false alarm rate (FAR)” (Baldi
y col., 2000):

Q=100 * (VP + VN) / (VP + FP + VN + FN) 2.2)

C =100 * (VP * VN — FP * FN)/\/ (VN + FN)*(VN + FP) * (VP + FP) * (VP +FN)  (2.3)

Sensibilidad = 100 * VP / (VP + FN) (2.4)
Especificidad = 100 * VP / (VP + FP) 2.5)
FAR =100 * FP /(FP +VN) (2.6)

donde VP y VN son los verdaderos positivos y negativos, respectivamente y FP y FN son los

falsos positivos y negativos, correspondientemente.

Para probar la robustez de los modelos y para demostrar el poder predictivo de los
mismos, fueron efectuados ejercicios de validacion interna y externa. En la validacion interna,
se llevo a cabo una estrategia de validacion cruzada (VC) dejando el 10 % de los compuestos
fuera (Leave-10-fold full-out, segtin sus siglas en inglés) generando nuevos modelos con los
cuales se predice tanto la nueva SE utilizada, como el grupo de 10% no incluido en cada

ocasion. Este proceder se repite hasta que todos los casos (en este caso grupos) han sido
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retirados una vez y predichos por el modelo generado con las respectivas bases de datos

reducidas.

Como segundo ejercicio de validacion, la SP generada mediante el analisis de clusters o
conglomerados (véase Figura 2.3) fue sometida a la evaluacion de las funciones
discriminantes, de modo que pudieron ser calculados para cada caso los porcentajes de buena
clasificacion, asi como los parametros estadisticos recomendados (coeficiente de correlacion
de Mattews (C), sensibilidad, especificidad y relacion de falsos positivos “false alarm rate
(FAR)”) (Baldi y col., 2000).

Una tercera validacion de los modelos de prediccion se realizd a partir de compuestos
cuya actividad ha sido demostrada frente a T. vaginalis (Alcalde y col., 1995; Gavini y col.,
1997; Ochoa y col., 1999; Gavini y col., 2000; Aguirre y col., 2004; Kouznetsov y col.,
2004b; Coro y col., 2005). A estos compuestos, seleccionados al azar, se les realiz6 igual
procedimiento que a los compuestos de la SE y SP calculdndoseles los indices cuadraticos,
lineales, o bilineales. Posteriormente les fueron calculados los valores de la diferencia de
probabilidades segin: AP% = [P(actv)-P(inactv)]x100, comparando este AP% con la
actividad citada por los diferentes autores. En la Tabla 2.2 se muestra la composicion de las

SP externas empleadas para cada uno de los casos.

Tabla 2.2 Seleccion de compuestos para la SP externa.

Conectividad  Indice n Activos Inactivos
. 1L 9 7 2
At
omo IB 18 9 9
IQ 12 4 8
Enlace IL 12 9 3
1B 12 11 1

n: nimero de compuestos.
(véase materiales y métodos in Vitro).

2.2 Ensayos in vitro
2.2.1 Medios y técnicas utilizados

2.2.1.1 Medios y diluciones
Medio Diamond TYM y TYI-S-33

Tabla 2.3 Composicion del medio TYM.

Composicion TYM Firma Cantidad (g)

Tripticasa Becton Dickinson 20
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Extracto de levadura Becton Dickinson 10

Maltosa Difco Laboratories 5
L(-)-cisteina Carlo Erba 1
Ac. L(+)-ascorbico Carlo Erba 0,2
Agua destilada - c.s.p 1000 ml

2.2.1.2 Material biolégico en ensayos in vitro
Cepa ATCC T. vaginalis

Para los ensayos de actividad in vitro se utilizo la cepa JH31 A#4, nimero de referencia
30326 y lote SF-2006, solicitada a la American Type Culture Collection (ATCC) y cuyo
aislamiento se produjo en el Johns Hopkins Hospital de Baltimore (U.S.A.) en el afio 1963.
Esta cepa de T. vaginalis procede del lavado endocervical de una paciente con tricomonosis y

se caracteriza por su sensibilidad al metronidazol.

2.2.1.3 Preparacion de cultivos en masa de T. vaginalis

Veinticuatro horas antes de comenzar los experimentos in Vitro se prepara un cultivo en
masa en un frasco estéril de 100 a 200 ml conteniendo medio Diamond, suplementado con
10% suero fetal bovino y antibidtico. Se le afiade un indculo de 2000 T. vaginalis/ml y se
incuba a 37°C con 5 % CO,.

2.2.1.3.1 Preparacion del cultivo madre para cribados in vitro

Se prepararon cultivos madres a partir de los cultivos en masa (en fase de crecimiento
logaritmico). El volumen de cultivo madre a preparar se calculd teniendo en cuenta la
cantidad de tratamientos, grupos controles, nimero de réplicas, volumen de cada réplica,
volumen final de cultivo a preparar y la concentracion inicial y final de T. vaginalis por ml
para cada caso en particular. Teniendo estos datos se procede a calcular la cantidad de cultivo

utilizando la formula siguiente:
VF = [((CP*CC*NR)+Tubos controles)*VR]+ME (2.7)

donde VF es el volumen final ha utilizar; CP la cantidad de productos a evaluar; CC la
cantidad de concentraciones utilizar; NR numero de réplicas para cada concentracion; VR
volumen de cada réplica y ME margen de error (5 a 10 ml). El volumen inicial (VI) de
indculo a anadir se calcula por VI = VF*CF/CI, siendo CF la concentracion final de
parasitos que deseamos (10° T. vaginalis/ml) y CI la concentracion inicial de parasitos

determinados por recuento en camara de Nuebauer del cultivo fase logaritmca. Al VF se le
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calcula el 10 % del Suero Bovino Fetal y el volumen de antibidtico a afnadir. El VI se obtiene
del cultivo en masa y se le afiade la cantidad suficiente para completar el VF.

2.2.2 Cribado farmacolégico in vitro

2.2.2.1 Cribado farmacologico frente a la cepa ATCC JH31 A#4 de T. vaginalis

Se utilizo la cepa JH31 A#4 de T. vaginalis (ATCC, Maryland, USA), resuspendida en
medio TYM suplementado con 10% de suero de bovino fetal y antibidtico segin se describe
en el punto 2.2.1.1 Medios y diluciones. Se procedidé también con los pasos de preparacion de
cultivos en masa y cultivo madre para el ensayo in vitro descritos en este mismo epigrafe. La
concentracién de parésitos se ajusto a 1 * 10° cel/ml, distribuyéndose 2 ml de volumen final en
cada tubo e incubandose a 37 °C y 5% de COa. A las 6 horas de iniciado el cultivo se realizd
un recuento en camara de Neubauer al grupo control, afiadiéndose en este tiempo los
compuestos a ensayar utilizando las concentraciones de 100, 10 y 1 pg/ml. Se utilizé en cada
ensayo un grupo control sin tratamiento y un grupo control con metronidazol (2, 1 y 0,5
png/ml). La viabilidad de los protozoos fue realizada a las 24 y 48 horas de la incubacion,
mediante conteo doble ciego en cdmara de Neubauer. La actividad citocida y citostatica se
determind por el célculo de los porcentajes de reduccion (%R) y de inhibicion de crecimiento
en relacion con el grupo control. Todos los datos fueron procesados mediante procesador de
datos EXCEL vy archivados como documentos primarios.

Formulas utilizadas:

ICC = MCCC (24 6 48 horas) / MCCC (6 horas) (2.12)
ICT = Media recuento de cultivos tratados (24 ¢ 48 horas) / MCCC 6 horas (2.13)
% de CCT = ICT * 100/ ICC (2.14)
% de Actividad Citostatica = 100 - % de CCT (cuando se cumple ICT >=1) (2.15)
% de reduccion = 100 — % de CCT (cuando se cumple ICT <1) (2.16)

donde ICC es el indice de crecimiento del control, ICT es el indice de crecimiento de los
cultivos tratados, MCCC corresponde a la media conteo del cultivo control, % CCT es el
porcentaje de crecimiento cultivo tratado y % de reduccion es igual que % de actividad

citocida.

Cuando el indice de crecimiento de cada producto es menor a 1 se calcula el porcentaje
de reduccion, por el contrario si es mayor o igual a 1 se procede a calcular el porcentaje de
actividad citostatica. El porcentaje de reduccion corresponde a la actividad citocida de los

productos ensayados frente a T. vaginalis (Kouznetsov y col., 2004a,b; 2005).
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2.2.2.2 Ensayos in vitro de productos que mostraron actividad virtual frente a T.
vaginalis

Se evaluaron 9 productos (Tabla 2.4) que presentan otros usos farmacolégicos, pero que
no estan citados en la literatura internacional como tricomonicidas. El criterio de seleccion de
estos productos se realiz6 teniendo en cuenta los resultados en los 12 modelos de prediccion y
la disponibilidad de los mismos. Para el cribado farmacolédgico in vitro se procedio siguiendo

el protocolo de investigacion descrito en el punto 2.2.2 Cribado farmacoldgico in vitro.
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Tabla 2.4 Productos evaluados in vitro y que mostraron buena actividad virtual.

No. Producto Nombre quimico Actividad frente a: Referencia

1 Nitromida 3,5-dinitrobenzamida Coccidios Parks, 1985

2 Benznidazol N-bencil-2-nitro-1H-imidazol-1- Trypanosoma Corti y Yampolsky, 2006
acetamida

3 Nihidrazona N-(5- Coccidios Johnson y O"Connor, 1965
nitrofurfurilidenamino)acetamida Mcloughlin y Gardiner, 1965

4 Nitrofural (5-nitro-2-furfurilidenamino)urea Trypanosoma Chung y col., 2003

5 Nitrofenida disulfuro de bis(3-nitrofenilo) Coccidios Allocco y col., 2001

6 Nifurtimox 3-metil-4-(5-nitrofurfurilidenamino) Trypanosoma Weir, 2006
tetrahidro-2H-1,4-tiazina 1,1-dioxido

7 Mefloquina DL-eritro-2,8-bis(trifluorometil)- o Plasmodium Omari y col., 2006

(2-piperidil)-4-quinolinametanol

8 Nitrodan 3-metil-5-(4-nitrofenilazo)rodanina Antihelmintico Douch y Buchanan, 1979
9 Troxerutina 374" 7-tris[ O-(2-hidroxietil) Jrutina Trastornos Cesarone y col., 2006
circulatorios y
hepaticos
Control Mtz metronidazol

2.3 Ensayos in vivo
2.3.1 Material biologico empleado en los ensayos in vivo

Cepa ATCC Trichomonas vaginalis

Para los ensayos de actividad in vivo se utilizo la cepa CINIH, solicitada a la American
Type Culture Collection (ATCC). Esta cepa es mantenida en nitrogeno liquido hasta unos
dias antes de su utilizacion con el objetivo de que no pierda su poder infectante.

2.3.2 Modelo de T. vaginalis en ratones NMRI

2.3.2.1 Ratones utilizados

Se trabaj6 con la cepa de ratones no consanguinea NMRI con un peso aproximado de 20
— 25 g. Todos los ratones fueron mantenidos en condiciones Optimas de alimentacion,

alojamiento y temperatura.

2.3.2.2 Método de infeccion en ratones NMRI

El procedimiento seguido para la infeccion de los ratones fue primeramente descrito por
Toyos (1974) y posteriormente modificado por Escario (1985). Este mismo procedimiento fue
desarrollado y validado por Nogal (1999). El principio del método consiste en evaluar a los 15
dias posteriores a la infeccion intraperitoneal con una cepa infectante de T. vaginalis, la

presencia de liquido ascitico, lesiones en peritoneo, grasa pélvica, bazo, pancreas, estbmago y
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en el higado por su cara diafragmatica y visceral, asi como si hubo mortalidad en los ratones
infectados a partir del tercer dia de infeccion. A los ratones supervivientes a los 15 dias se le
practica la necropsia, procediéndose a clasificar los distintos grados de las lesiones
observadas. (Nogal, 1999). Con los datos obtenidos se calcula el indice de patogenia para
cada raton, realizando la sumatoria de cada valor dado a las lesiones observadas y a la
presencia o no de liquido ascitico y mortalidad. Segiin Toyos (1974) el méaximo valor
obtenido serd para aquellos ratones que mueren en el tercer dia, con el grado maximo dado a
las lesiones observadas y la presencia del parasito en el liquido ascitico. El indice de
patogenia total del grupo de ratones infectados se calcula hallando la media de las

puntuaciones del lote, de acuerdo al baremo indicado (Tabla 2.5).

Tabla 2.5 Valoracion de las lesiones y la mortalidad en el modelo de ratones infectados de T. vaginalis.l.- Mortalidad durante la

experiencia
- RAtones MUETLOS Al 3% AIA Pl voveveuiiieieieiiiiiieieteiecire ettt ettt b bt e s s e b s et esese s sesebesesaasesesesssessesesesan 50 puntos
- Ratones MUEITOS @l 4% IA Pui..overeeuieiiiiieiit ettt ettt ettt et ettt b e e bttt et b e 44 puntos
- RAtones MUETLOS @l 5% 1A Pui.vevirverieieieieiieiieie ettt ettt sa et et s et e st se e es et et e s et e seseaseneeseneesensesenes 38 puntos

- Por cada dia de retraso 6 puntos menos.

- Ratones muertos después del dia 100 Pui. ooveieeeieiieiieiseeseeee ettt sttt et se st se b esennne 6 puntos

1I.- Liquido ascitico

- Menos de 1ml 2 puntos
S 1@ 2 M ettt s ettt b s h st h et et et et etk e b st s ene s e Rt et e st et en s ese et eneeseneeteneesennne 4 puntos
= IMEAS € 21N bbb bbb b a e bbb eh et st e e sttt b et b et he st st et n bt ene 6 puntos

IIL.- Peritoneo y Grasa Pélvica

- Necrosis puntiforme en nmMEro de 1 @ 3 .....coo.oioiiieiiieieieirieeeeeeee ettt ebe e esesteseeseneesennne 2 puntos
- Necrosis puntiforme multiple y/o necrosis unica de 3 a 5 mm de didmetro...........cceceverieirinereinineneeceeeeeees 4 puntos
- Necrosis multiples de 3 a 5 mm y/o necrosis tnica de 5 a 10 mm de didmetro..........ccoeeveerieenineneieeneieeeeeenen 6 puntos
- Necrosis extendida POr t0da 18 PEIVIS ....c.ciuiuiriiiriiiriii ettt sttt et 8 puntos

- Necrosis diseminada en cavidad abdominal afectando al meso intestino

Y ZOMNA PEIIITENAL ...ttt ettt ettt b et bttt st s et h et es b et e b e e eb et eh et eb et es e b e e e b e s ese et e s et eaeeb et ebeneenennes 10 puntos

IV.- Bazo, Pancreas, Estomago

- Necrosis puntiforme en niimero de 1 a 3 y/0 eSplenomegalia ..........cocevveuieuirieieinienieiceieeeee et 2 puntos
- Necrosis puntiforme multiple y/o necrosis tinica de 3 a 5 mm de didmetro..........ccevveeruirieiiininiciieieeceeeeed 4 puntos
- NECrosis UNIiCA AE 5 @ 8 MIM.....icuiuieiiiiiieiietesieietete ettt ettt ettt et et e tesa et ese s e s s ese e st ssesseseesesseneesesenseneesensensens 6 puntos
- Necrosis de 8 a 10 mm afectando @ mas de Un OrZAN0........c..ceeuerieuiiuiriiieinieniereee et 8 puntos
- Necrosis de 10 de 15 mm englobando @ mas de Un OIZAN0..........cc.eieirieieirerieieeiieeee et seene s 10 puntos

- Necrosis mayores de 15 mm que ocupan mas de un 6rgano e interesando también

2 higado Y @SAS INEESTINALES......cueiveieeietiieietetee ettt ettt es ettt eeae st et e s et e ebe e eseesebenseseesessenaesensesen 12 puntos
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Tabla 2.5 Valoracion de las lesiones y la mortalidad en el modelo de T. vaginalis
(Continuacion).

V.- Higado (Cara visceral)
- Necrosis puntiforme en niimero de 1 a 3 y/o fina capa superficial
de fibrina sobre el LODULO de SPIZELIO.......c.erueuiuiriiieiiirieiei ettt ettt bttt ettt 2 puntos
- Necrosis de 3 a 5 mm y/o necrosis parcial del 16bulo de Spigelio o de los
16bulos ventrales  derecho 0 IZQUITAO. .......c.coueuiuiriiieiiirieieiite ettt ettt 4 puntos

- Necrosis de 5 a 8 mm y/o necrosis total del 16bulo Spigelio o necrosis equivalente

en los 10bulos ventrales derecho 0 IZQUICTAO. .......c..eueuiririiiiririeiiie ettt 6 puntos
= INECTOSIS dE 8 @ 10 IMIITL......eiiniiiiiiiciciee ettt ettt sttt a e s b sn b enes 8 puntos
- Necrosis afectando a la mayor parte de la superficie 10 puntos

VI.- Higado (Cara diafragmatica).

- Necrosis puntiforme en niimero de 1 a 3 o fina capa superficial de

fibrina y/o alteraciones en la coloracion del OTZAN0............ocevieurueiririeirinieiiiree ettt 2 puntos
- Necrosis de 3 a 5 mm y/o grandes alteraciones de COLOT.........ueiiiiirieiriie ettt eenee 4 puntos
- Necrosis de 5 a 8 mm y/o necrosis parcial de los lobulos

diafragmaticos IZQUIETdO 0 AETECRO .......c.ccoiiiiiiiiiiiiicc ettt et 6 puntos
- Necrosis de 8 a 10 mm y/o necrosis parcial de los 16bulos

Y/0 INEENSA @ UN TODULO ...ttt b et sttt bttt sttt naen 8 puntos
- Necrosis intensa afectando @ Varios IODULOS ..........eerieirieirieirieieieieeee ettt b e sae s s eneesenes 10 puntos
- Necrosis extendida a todos los 16bulos e interesando a diafragma..........c.ccovecerireiiireniineneeee e 12 puntos

2.3.4.3 Experimentos farmacoldgicos en ratones NMRI

En nuestro esquema se utilizaron 10 ratones NMRI para cada producto evaluado. Se
evaluaron los compuestos: benznidazol; nihidrazona, nitrofenida que resultaron activos en los
modelos de prediccion y otros compuestos obtenidos por sintesis quimica y cuyos resultados
in vitro han sido publicados por los autores utilizando los modelos de ereccion anteriormente
descritos (VAS5-10, VA2-25, VA7-67, VAT7-69, VA8-34, VA2-38 y VA5-5b) (Marrero Ponce
y col. 2005c; Meneses y col. 2005). Todos los productos fueron disueltos en
carboximetilcelulosa al 2% para facilitar su mejor aplicacion por via oral a los ratones y evitar
de esta forma la devolucion del producto aplicado por parte de los animales. La dosis utilizada
para cada producto fue de 100 mg/kg de peso (3 mg/ratén/dia), realizando el tratamiento
farmacologico los dias 3°, 4°, 5°, 6° y 10°, 11° y 12° post infeccion seglin esquema seguido por
Nogal (1999). Para cada experimento se utilizé un grupo control infectado sin tratamiento y
otro grupo control infectado y tratado con metronidazol (0,75 mg/ratén/dia) en 0,3 ml de

carboximetilcelulosa. El esquema de tratamiento se muestra en la Tabla 2.6
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Tabla 2.6 Esquema de tratamiento en ratones NMRI infectados con T. vaginalis.

Dias
Grupo n 0 3 4 5 6 10 11 12 15
Infeccion T.1 T.2 T.3 T4 T.5 T.6 T.7 Necropsia
I* 10 P P P P P P P
I 10 Tv ) ) ) ) ) ) . A todf)s. los
sobreviviente
111 10 Mtz Mtz Mtz Mtz Mtz Mtz Mtz

P = Productos evaluados
I* = Los experimentos con tratamientos fueron de I1 y III grupos

Mtz = Metronidazol
T.v.=T. vaginalis

A todos los ratones en el experimento se pesaron antes y durante el experimento. Se
valor6 mediante el t-test si existe diferencia estadisticamente significativa entre los dias 0 y
3, asi como las diferencias entre el peso de los diferentes grupos tratados y controles a los 15

dias post-infeccion mediante la prueba de U de Mann-Whitney.
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3. RESULTADOS
3.1 Ensayos in silico

Con el objetivo de identificar compuestos con actividad frente a T. vaginalis fueron
obtenidas funciones discriminantes sobre la base de los DMs implementados en el programa
TOMOCOMD-CARDD. En este sentido fueron parametrizadas las estructuras moleculares
haciendo uso de expresiones cuadraticas, lineales y bilineales no estocésticas y estocasticas
basadas en relaciones entre nicleos atomicos y entre enlaces quimicos. Dichos descriptores
fueron calculados para todos los compuestos incluidos tanto en la base de datos [serie de
entrenamiento (SE) y serie de prediccion (SP)] extraida de la literatura como en la conformada
por moléculas sintetizadas en el Instituto de Quimica Médica (IQM) del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), el Centro de Bioactivos Quimicos de la UCLV vy por la
Escuela de Quimica, Universidad Industrial de Santander, Colombia.

3.1.1 Construccion de la serie de entrenamiento y la serie de prediccion usando analisis

de cluster jerarquico y no jerarquico

Es bien conocido que la calidad de un modelo de clasificacion es altamente dependiente
de la calidad de los datos seleccionados. Teniendo en cuenta este planteamiento y para
garantizar al mismo tiempo la seleccion de compuestos con la mayor variabilidad estructural
posible, se efectud el analisis de clusters jerarquico (Johnson y Wichern, 1988; McFarland y
Gans, 1995) de la base de datos de 123 compuestos quimicos extraidos de la literatura. Las
Figuras 3.1 y 3.2 muestran las distancias entre compuestos y clusters asi como el arbol de
aglomeracion jerarquico o dendrogramas obtenidos. En estas figuras se ilustran los resultados
del k-NNCA (siglas de k-nearest neighbor cluster algorithm) desarrollados para los datos de
los compuestos activos e inactivos, respectivamente. Como puede verse en ambos
dendrogramas, hay un gran niumero de subconjuntos diferentes que demuestran la variabilidad

molecular de los compuestos quimicos seleccionados en la confeccion de la base de datos.
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Figura 3.1 Dendrograma de los resultados del k-NNCA jerarquico de los compuestos activos usados
en la SE y prediccion.
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Figura 3.2 Dendograma de los resultados del K-NNCA jerarquico de los compuestos inactivos
usados en la SE y prediccion.

El anélisis de clusters o conglomerados permitio seleccionar, en un segundo analisis,
los compuestos que fueron utilizados en las SE y SP de una manera representativa. De esta
forma cada grupo (activo e inactivo) fue dividido al azar en dos series de datos (SE y SP)

mediante dos analisis de clusters del tipo K-MCA (segln sus siglas en inglés k-mean cluster
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algorithms) (k-MCA 1 para el grupo de activos y K-MCA 1I para los inactivos). Este

procedimiento asegura que cualquier clase quimica (determinada por los clusters) se

representara en ambas series de compuestos y por lo tanto, que en cada una de estas esté

representado todo “el universo experimental”. Las Tablas 3.1 y 3.2 muestran a los

miembros de cada cluster en ambos grupos. De los 123 compuestos quimicos, 91 fueron

seleccionados de esta forma para la SE, siendo 40 de ellos activos y 51 inactivos.

Tabla 3.1 Resultados del k-MCA T (activos).

Compuestos activos Cluster  Dist. Compuestos activos  Cluster Dist. Compuestos activos Cluster  Dist.
Lauroguadina 1 0,2  Nimorazol 5 0,07 Mepartricina A 7 0,11
Azomicina 1 0,2  Ornidazol 5 0,09 Mepartricina B 7 0,11
Acetarsona 2 0,3  Benzoilmetronidazol 5 0,05 Metronidazol 8 0,02
Glicobiarzol 2 0,32  Misonidazol 5 0,09 Nifuroxima 8 0,11
Glicarsiamidona 2 0,18 Fexinidazol 5 0,03  Secnidazol 8 0,03
Tiacetarsamida 2 0,24  Pirinidazol 5 0,08 Clomizol 8 0,05
Virustamicinaa A 3 0,41 Carnidazol 6 0,12  Isometronidazol 8 0,02
Pentamicina 3 0,41  Propenidazol 6 0,11 Ternidazol 8 0,02
Aminitrazol 4 0,08 Furazolidona 6 0,11  Gynotabs 8 0,05
2-Amino-5-nitrotiazol 4 0,21  Nifuratel 6 0,14 Moxnidazol 8 0,2

Trichomonacid 4 0,15 Fosfato' de 6 0,25  Satranidazol 9 0,2

Metronidazol

Lutenurina 4 0,19 Bamnidazol 6 0,15 Anisomicina 10 0,23
Abunidazol 4 0,07  Piperanitrozol 6 0,11  Cariolin 10 0,18
Imoctetrazolina 4 013 ?Aﬁedtrrgg;izzgccmato 0,13 Clioquinol 10 0,12
Forminitrazol 4 0,1 Tivanidazol 6 0,14  Clotrimazol 10 0,27
Acinitrazol 4 0,08 Azanidazol 6 0,35  Diiodohidroxiquinolina 10 0,13
Tolamizol 4 0,09
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Tabla 3.2 Resultados del k-MCA 1I (inactivos)

Compuestos inactivos Cluster Dist.  Compuestos activos Cluster Dist. ~ Compuestos activos Cluster  Dist.

Norantoina 1 0,16  Petidina 5 0,05 Basedol 9 0,13
Rolipram | 009 lartratode s 09 Levulinatode 9 0,17
tenalidina didimio
N-Hidroximetil-N- I 003 Bamipina 5 019 Ciclopramina 9 0,11
metiltiourea
Mecisteina 1 0,10 Nonaperona 5 0,14  Colestipol 9 0,14
Cirazolina 1 0,13  Acetilcolina 5 0,05  Acido clorobenzdico 9 0,11
Zoxazolamina 1 0,09  Amitraz 5 0,11  Acetanilo 9 0,15
Tiacetazona 2 0,23 B_rompro de 5 0,05  Proclonol 9 0,15
diponio
Orotonsan Fe 2 0,20  Metenamina 6 0,11  Dopamina 10 0,21
Naftazona 2 0,16  Carbimazol 6 0,07 Bufeniodo 10 0,15
Ag 307 2 0,12  Etidina 6 0,12  Carazolol 10 0,21
Eticumarol 2 0,16  Cloral betaina 7 0,13  Amantadina 11 0,25
Guanazol 2 0,17  Frigen 113 7 0,11  Propamina 11 0,09
Lisergida 2 0,21  Percloroetano 7 0,03  Eter vinilico 11 0,12
Alibendol 2 9 Accatode §  0p Hidroxidode 1 013
Bisoxatina Trimetilsulfonio
Tetraclorofenolftaleina 3 0,15 Besunida 8 0,35  Tetramina 11 0,13
Metocarbamol 3 0,15  Celiprolol 8 0,20 KC-8973 11 0,15
Toduro de barbismetilo 4 0,24  Erisimina 8 0,26  Picosulfato 12 0,80
Bromuro de 4 020 Peruvésido 8 0,32 Acetazolamida 12 0,58
pancuronio
Metioglicato . .
> 4 0,27  Asame 8 0,42  Glicondamida 12 0,48
magnésico
Pirantel 5 0,03  Carbavina 9 0,11  Estreptomicina 12 1,45
Remifentanilo 5 0,04 RMI 11894 9 0,10

La gran variabilidad estructural de los datos de entrenamiento seleccionados hace posible el descubrimiento de compuestos
lideres. En este sentido, 10 compuestos tricomonicidas y 22 con diferentes actividades farmacologicas (para un total de 32) fueron
utilizados para la validacion externa de los modelos. Estos compuestos nunca fueron utilizados para la obtencion de los modelos de
clasificacion.

3.1.2 Resultados de los modelos de prediccion usando indices cuadraticos no estocasticos

y estocasticos basados en relaciones de atomos
3.1.2.1 Desarrollo y validacion de las funciones discriminantes

Una vez calculados los indices cuadraticos no estocésticos y estocasticos se procedio a la

obtencion de los modelos mediante analisis discriminante lineal (ADL). Esta técnica permite
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encontrar una funcién discriminante con la habilidad de distinguir entre dos grupos de
poblaciones (van de Waterbeemd, 1995a). Para obtener la funcion discriminante que permitio
la clasificacion de compuestos como posibles activos frente a T. vaginalis, fueron empleados
como variables independientes los k-ésimos (k = 15) indices cuadraticos totales y locales
estocasticos y no estocasticos basados en relaciones de atomos no considerando y
considerando atomos de hidrégenos (H) en el pseudo-grafo molecular (G), [Qk(X ), Gk (X ),
(X E) Y Oe (X ), respectivamente]. Estos indices fueron calculados con el programa
TOMOCOMD-CARDD (Marrero y Romero, 2002). Los modelos obtenidos se pueden

observar a continuacion, junto con los parametros estadisticos correspondientes.

Clasif = -5,6 +0,034"q3;. (Xz ) —0,0066 0, (Xg ) —3,63*%10° g4 (X ) +2,54%q1a" (Xz ) (3.1)
N =90 A=033 D*=807 F(4,85)=43,752  p<0,0001

Clasif = -3,83 +0,47%q,. (Xz ) —0,76"qs." (Xz ) +0,45%qur (X)) (3.2)
N =90 A=040  D’=594 F(3,86)=44999  p<0,0001

La ubicacion de cada caso o compuesto en una de las clases se efectud utilizando las
probabilidades posteriores de clasificacion. Los resultados de dicha clasificacion son
mostrados en las Tabla 3.3 y 3.4. Los modelos 3.1 y 3.2 clasifican correctamente el 94,44 %
(88,24 %) y 86,67 % (88,24 %) de activos e inactivos en SE (SP), respectivamente (Ver
exactitud en Tabla 3.5). Esta tabla también muestra los pardmetros cominmente usados en
estadistica médica [Sensibilidad, especificidad, falsos positivos y coeficiente de correlacion

de Matthews (C)] (Baldi y col., 2000).
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Tabla 3.3 Nombres y clasificacion de los compuestos activos en las SE y SP seglin los
modelos desarrollados para indices cuadraticos basado en relaciones de 4tomos.

Nombre AP%* AP%" Nombre AP%*  AP%"
SE Activos
Anisomicina -94,39 -46,96 Abunidazol 99,76 97,60
Virustamicina A 93,85 17,89 Imoctetrazolina 99,74 78,96
Azanidazol 100 98,92 Forminitrazol 92,63 97,64
Carnidazol 98,36 95,43 Clomizol 96,98 91,19
Propenidazol 98,51 99,35 Acinitrazol 92,39 98,69
Lauroguadina -97,87 -78,64 Moxnidazol 100 99,94
Mepartricina A 85,44 89,65 Isometronidazol 96,21 97,90
Metronidazol 97,33 97,22 Fosfato de Metronidazol 99,44 99,96
Nifuratel 99,99 99,95 Benzoilmetronidazol 99,63 99,33
Nifuroxima 99,86 99,96 Bamnidazol 94,95 96,50
Nimorazol 99,14 99,55 Glicarsiamidona 7,70 30,38
Secnidazol 97,99 96,98 Fexinidazol 99,93 99,27
Cariolin 59,04 -85,55 Piperanitrozol 99,01 98,82
2-Amino-5-nitrotiazol 92,97 97,35 Gynotabs 99,70 99,43
Glicobiarzol 95,24 93,78 Pirinidazol 99,97 99,07
Clioquinol 48,10 -65,67 Metronidazol hidrogeno — g¢ 49 g9 g
succinato
Diiodohidroxiquinolina  -51,66 -67,19 Tolamizol 98,22 99,38
Ornidazol 99,86 97,45 Tiacetarsamida -54,04 6,20
Trichomonacid 99,49 99,96 Tivanidazol 99,99 97,13
Lutenurina 30,12 -25,97
SP Activos

Furazolidona 99,98 99,80 Azomicina 100,00 99,11
Mepartricina B 88,10 84,70 Ternidazol 96,60 98,41
Aminitrozol 92,39 98,69 Misonidazol 99,64 99,31
Clotrimazol 4,77 -78,45 Satranidazol 99,47 95,67

“®Prediccion de la actividad tricomonicida segin ecuaciones 3.1 y 3.2, respectivamente: AP%
= [P(Activos) - P(Inactivos)]x100.
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Tabla 3.4 Nombres y clasificacion de los compuestos inactivos en las SE y SP segun los
modelos desarrollados para indices cuadraticos basado en la matriz de adyacencia de 4tomos.

Nombre AP%"  AP%" Nombre AP%*  AP%’
SE inactivos
Amantadina -99,46 -94,28 Nonaperona -83,80 -73,33
Tiacetazona -36,93 -26,86 Rolipram -88,94 -44.61
Cloral betaina 9201 97,44 N-Hidroximetil-N- 99,85 -98.83
metiltiourea
Carbavina -99,64 -87,04 Acido clorobenzoico -95,02 -65,12
Norantoina -90,60 -93,87 Acetanilo -97,65 -85,89
Orotonsan Fe -97,84 -79,17 Guanazol -99,93  -94,07
Picosulfato -97,37 98,90 Tetramina -98,98 -87,00
Naftazona -36,37 -60,47 Mecisteina -98,85 -98,90
Besunida -97,70 71,05 Cirazolina -76,07 -91,14
Acetazolamida -86,07 22,68 Metocarbamol -95,58 -84,82
Propamina -99,75 -95,59 Lisergida -74,07 -70,16
RMI 11894 -96,77 -96,29 Dopamina -95,86 -91,45
Ag 307 -97,11 -84,64 Bufeniodo -83,88 -74,07
Toduro de barbismetilo -96,02 -78,43 Celiprolol 91,63 -2227
Bromuro de pancuronio -86,30 22,86 Erisimina -72,66 24,64
Eter vinilico -99,14  -90,83 Peruvésido -28,13 42,60
Basedol -9523 -89,81 Amitraz -17,99 -97,28
Carbimazol -90,24 -90,08 Proclonol -75,60 -77,75
Levulinato de didimio -99,35 -85,61 Asame -56,42 -76,53
Percloroetano -1,64 -96,32 KC-8973 -89,34 -80,56
Pirantel -70,33  -94,79 Etidina -96,89 -70,92
Remifentanilo -93,02 -68,33 Metioglicato magnésico -95,78 -89,74
Petidina -98,32 -71,15 Alibendol -96,80 -69,43
Tartrato de tenalidina -95,56 -76,40 Bromuro de diponio -98,12 -56,84
Bamipina -9445 -80,78 Estreptomicina -30,19 -72,15
Colestipol -99.94 -96,22
SP Inactivos

Metenamina -98,35 -89,82 Ciclopramina -91,72  -90,21
Tetraclorofenolftaleina -92,19 57,12 Hidréxido de trimetilsulfonio -99,65 -81,31
Carazolol -91,95 -79,82 Zoxazolamina -92,49 -68,97
Frigen 113 40,47 -99,11 Acetilcolina -99,64 -54,67
Eticumarol -92,81 -12,52

“"Prediccion de la actividad tricomonicida segtin ecuaciones 3.1 y 3.2, respectivamente: AP% =
[P(Activos) - P(Inactivos)]x100.
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Tabla 3.5 Resultados de la prediccion de dos modelos QSAR basados en ADL de las SE y

SP.
g::ii;ilil;fn Exactitud Sensibilidad Especificidad ‘IF:IISS:ZII; (;rs;tg(t):,
1 % (O, chi ? (0, 0,
Matthews (C) QTotal ( A’) hit rate ( A’) ( A’) (OA))

Indice Cuadratico tipo-Atomo No-estocastico (Ec. 3.1)

SE 0,89 94,44 87,18 100,00 8,93

SP 0,75 88,24 87,50 87,50 11,11
indice Cuadratico tipo-Atomo Estocéstico (Ec. 3.2)

SE 0,73 86,67 84,62 84,62 11,76

SP 0,75 88,24 87,50 87,50 11,11

3.1.3 Resultados de los modelos de prediccion usando indices lineales no estocasticos y

estocasticos basados en relaciones de atomos
3.1.3.1 Desarrollo y validacion de la funcion discriminante

Utilizando el programa TOMOCOMD-CARDD para el célculo de los indices lineales y
el ADL fueron obtenidas los modelos de clasificacion 3.3 y 3.4. En este caso se emplearon
como variables independientes los k-ésimo (k = 15) indices lineales basados en relaciones de
atomos (especificamente heterodtomos: S, N, O) no considerando y considerando atomos de

hidrogenos (H) en el pseudo-grafo molecular (G), [fic (Xz) y fir H()_(E), respectivamente].

Los modelos y los parametros estadisticos obtenidos pueden ser observados a continuacion:

Clasif = 1,7422 +28,0505"f, (X ) -31,1775",." (X ) +6,5594% 0 (X2 ) +2,1860% " (Xz ) (3.3)
N =90 A=0,308 D’=8091 F(4,85)=47,558  p<0,0001

Clasif = -7,783 +5,108"f, " (X ) -4,406"f 14 (X ) 42,9609, " (X _,, ) -3,60839%, " (Xc_,) (3.4)
N =90 A=0,32 D°=843 F(4, 85)=44,999  p<0,0001

donde N es el nimero de compuestos, A es el estadistico Wilkis, D’ es la distancia cuadrada de

Mahalanobis, F es la razon de Fisher y p es el nivel de significacion.

En la Tabla 3.7 son mostrados los valores de AP% para todos los compuestos activos
incluidos en la SE y SP. La misma informacion, pero para el caso de los compuestos inactivos

es mostrada en la Tabla 3.8.
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Tabla 3.7 Nombres y clasificacion de los compuestos activos en la SE y SP segin los
modelos desarrollados para indices lineales basado en las relaciones de atomos.

Nombre AP%* AP%" Nombre AP%* AP%"
SE Activos
Anisomicina -87,34 -96,01 Abunidazol 99,91 99,59
Virustamicina A 2423 95,00 Imoctetrazolina 99,67 87,51
Azanidazol 99,97 99,88 Forminitrazol 99,00 92,60
Carnidazol 99,55 95,88 Clomizol 99,67 90,28
Propenidazol 98,84 99,01 Acinitrazol 98,79 92,97
Lauroguadina -93,35 -81,49 Moxnidazol 99,99 99,83
Mepartricina A 99,93 96,22 Isometronidazol 99,39 97,97
Metronidazol 99,39 97,51 Fosfato de Metronidazol 100,00 99,75
Nifuratel 99,97 99,79 Benzoilmetronidazol 98,64 99,27
Nifuroxima 100,0 99,80 Bamnidazol 93,58 24,62
Nimorazol 99,90 97,40 Glicarsiamidona 68,52 5598
Secnidazol 99,38 98,11 Fexinidazol 99,87 99,61
Cariolin -66,78 -82,65 Piperanitrozol 99,35 98,25
2-Amino-5-nitrotiazol 99,34 92,70 Gynotabs 99,52 99,39
Glicobiarzol 99,99 84,19 Pirinidazol 99,97 99,83
Clioguinol 1975 -61,41 Metronidazol hidrégeno o, 53 o) 49
succinato
Diiodohidroxiquinolina 15,10 -52,51 Tolamizol 99,16 98,69
Ornidazol 99,99 99,80 Tiacetarsamida 15,35 -40,28
Trichomonacid 100,0 99,99 Tivanidazol 99,94 99,98
Lutenurina 8,57 55,57
SP Activos

Acetarsona 80,75 56,94 Pentamicina 98,52 95,73
Furazolidona 99,91 99,51 Azomicina 99,93 96,83
Mepartricina B 99,93 95,43 Ternidazol 99,37 98,01
Aminitrozol 98,79 92,97 Misonidazol 99,69 96,76
Clotrimazol 94,25 -92,61 Satranidazol 93,01 97,32

“®prediccion de la actividad tricomonicida segiin ecuaciones 3.3 y 3.4, respectivamente: AP%
= [P(Activos) - P(Inactivos)]x100.
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Tabla 3.8 Nombres y clasificacion de los compuestos inactivos en la SE y SP segun los
modelos desarrollados para indices lineales basados en relaciones de atomos.

Nombre AP%"  AP%" Nombre AP%"  AP%"

SP Inactivos
Amantadita -97,27 -99,65 Nonaperona -84,66 -95,58
Tiacetazona -43.43 -37,98 Rolipram -91,31 -94,58

N-Hidroximetil-N-

Cloral betaina -83,12 -99,90 -96,86 -99,73

metiltiourea
Carbavina -99,77 -99.74 Acido clorobenzoico -96,66 -95,49
Norantoina -99.,54 -99.54 Acetanilo -97,76  -9,44
Orotonsan Fe -99,66 -99,83 Guanazol -87,17  -99,94
Picosulfato -81,32 -1,45 Tetramina -92.44 -98,53
Naftazona -91,67 -91,84 Mecisteina -96,60  -100
Desunida -75,73 36,06 Cirazolina 94,13 -98,83
Acetazolamida -59,08 -89,84 Metocarbamol -97,25  -99,91
Propamina -97,43 -99,85 Lisergida -74,51  -94,29
RMI 11894 -97,74  -99,76 Dopamina -87,09 -96,24
Ag 307 -98,18  -89,99 Bufeniodo -442  -15,90
Ioduro de barbismetilo -99.,20 -99,76 Celiprolol -88,84 -45,77
Bromuro de pancuronio -96,72 -96,60 Erisimina -50,18 31,11
Eter vinilico -96,07 -99,86 Peruvodsido -29,66  -9,42
Basedol -98,06 -99,17 Amitraz -98,57 -9492
Carbimazol -99,28 -99,51 Proclonol -59,31  -86,92
Levulinato de didimio -99,15 -99.91 Asame -93,04 -99,77
Percloroetano -14,85 -99,58 KC-8973 -93,73  -98,80
Pirantel -94,51 -96,81 Etidina -98,09 -99,52
Remifentanilo -97,43 -96,47 Metioglicato magnésico -95,55 -98,65
Petidina -96,37  -96,73 Alibendol -77,09 -79,27
Tartrato de tenalidina -78,66 -92,60 Bromuro de diponio 97,36  -99,63
Bamipina -91,51 -98,23 Estreptomicina 75,15  -59.47
Colestipol -97,51 -99.,54
SP Inactivos
Metenamina -90,02 -99,98 Ciclopramina -85,17 -98,68
Tetraclorofenolftaleina 56,34 91,20 H'1drc’)>'(1do . . -92,60 -99,56
trimetilsulfonio

Acetato de Bisoxatina -97,59 -24,29 Zoxazolamina -97,54  -96,62
Glicondamida -84,81 1,38 Acetilcolina -96,29  -99,95
Frigen 113 -62,80 -100 Carazolol -19,93  -86,94
Eticumarol -93,24 -63,93

*¢ Prediccion de la actividad tricomonicida segun ecuaciones 3.3 y 3.4, respectivamente: AP% = [P(Activos)

- P(Inactivos)]x100.

El modelo 3.3 clasifica correctamente el 92,31 % (36 de 39 compuestos) y 98,04 % (50
de 51 compuestos) de los compuestos activos e inactivos, correspondientemente, de la SE. El
porcentaje de clasificacion global (exactitud) para esta ecuacion fue de 95,56 %. El modelo
3.4 clasifica correctamente el 91,11 % de los compuestos de la SE. Especificamente, clasifica
correctamente 33 de los 39 (84,62 %) compuestos tricomonicidas y 49 de los 51 (96,08 %) de

los compuestos inactivos, todos pertenecientes a dicha serie. Estas dos ecuaciones (3.3 y 3.4)
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muestran un 90,48 % (19/21) y 85,71 % (18/21) de predictibilidad, respectivamente, en la SP

externa.

Tabla 3.9 Resultados de la prediccion de dos modelos QSAR basados en ADL de las SE y

SP.
g::ii;i?;i Exactitud Sensibilidad Especificidad ‘?:Ilss::\; (:rs];tg(t):,
3 9% (O ‘hi 7 (O, ()
Matthews (C) QTotal ( A)) hit rate ( A’) ( A’) (%)

Indice Lineal tipo-Atomo No-estocastico (Ec. 3.3)

SE 0,91 95,56 92,31 97,3 2,0

Sp 0,81 90,48 90,00 81,82 10,0
indice Lineal tipo-Atomo Estocastico (Ec. 3.4)

SE 0,82 91,11 84,62 94,29 3,92

SP 0,72 85,71 90,00 81,82 18,88

La Tabla 3.9 muestra los valores de (exactitud, sensibilidad, especificidad y razon de

falsos positivos) asi como el coeficiente de correlacion de Matthews (C) para ambos modelos

(Baldi y col., 2000).

Aunque uno de los criterios més importantes a tomar en cuenta durante la evaluacion de

la calidad de un modelo discriminante se basa en la predictibilidad de la serie de prueba

externa, son recomendados igualmente, los procesos de validacion interna de las funciones

encontradas.

Tabla 3.10 Resultados de la validacion cruzada dejando el 10 % de los casos fuera de la SE.

Grupo  %¢Clasif” A D’ F %Clasif” | %Clasif* A D’ F %Clasif”
Ec. 3.3 (indice lineal basado en atomo no est.) Ec. 3.4 (indice lineal basado en atomo est.)
1 93,67 0,28 10,05 46,80 81,81 91,36 0,30 8,93 42,72 88,88
2 9494 028 983 4576 90,90 92,59 0728 984 4704 77,77
3 96,20 0,31 8,52 39,66 90,90 90,12 0,34 7,42 35,49 100
4 94,94 0,28 10,20 47,01 81,81 92,59 0,30 9,12 43,60 77,77
5 92,40 0,34 7,69 3580 100 91,35 0,31 8,56 40,92 88,88
6 93,67 0,31 8,46 39,38 100 90,12 0,33 7,73 36,96 100
7 93,67 0,30 8,85 41,20 81,81 90,12 0,33 7,89 37,75 100
8 93,63 0,31 8,41 39,42 90,90 90,12 0,31 8,87 42,00 88,88
9 62,40 0,34 7,69 35,80 100 88,88 0,31 8,68 41,52 88,88
10 94,94 0,28 9,83 4576 90,90 91,46 0,32 8,27 39,18 88,88
Media 94,05 0,30 8,95 41,66 90,90 90,87 0,31 8,52 40,72 89,99
SD 1,2 0,02 0,96 4,37 7,43 1,20 0,02 0,72 3,45 8,20

a,b Buena clasificacion global para ambos modelos en SE (90 % de la data) y SP (10 % de la data), respectivamente

Ec. = Ecuacién

Est. = Estocastica

Clasif = Clasificacion

Tomando esto en cuenta y con el fin de probar la robustez de los modelos obtenidos, fue

disefiado un ejercicio de validacion cruzada (VC) dejando el 10 % de los compuestos fuera de

la SE (Leave-10-fold full-out, segtin sus siglas en inglés); correspondiendo este 10 % a 9
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compuestos retirados en cada paso (Wold y Eriksson, 1995; Rose y col., 2002). De esta forma
fueron obtenidos 10 modelos dejando fuera cada vez 9 observaciones diferentes. Los

resultados estadisticos de este proceso son mostrados en la Tabla 3.10.

3.1.3.2 Corroboracion del poder predictivo de los modelos utilizando una segunda SP externa

Tabla 3.11 Identificacién de compuestos citados en la literatura como tricomonicidas usando
modelos QSAR basados en ADL en ensayos de simulacion virtual.

1 R=H R NO,
Cl 3:n= CHz-CHz / -> N
< R=NO, N_CHZCH2—</
=NO n \ 4:n = CH,~CH, & s N
N' _J_ r=NO,
CONHR’ NS
o~ NTcl
cl 1
/OCOz-i-But NH2
02N N
)—CO,Et S
7 N pz
N | =N
8 %%
Comp.” Ref.” AP%* AP%Y  Actividad antitricomona
1 Gavini y col., 1997 100 100 MCI=315ug/ml
2 100 100 MCI=12,5ug/ml®
3 Gavini y col., 2000 100 100 MCI=313pug/ml
4 100 100 MCI=3,9ug/ml®
MCL =50pg/ml’
5 Alcalde y col., 1995 99,91 99,84 LDsy— SOug/mlf
100pg/ml = 71,38
6 99,91 99,99  10ug/ml=14,4¢
= g
Aguirre y col., 2004 Ing/ml =0,0
100pg/ml = [87,5] 8
7 99,90 99,99 10pg/ml=173%
lpug/ml=9,6¢
100pg/ml = 58,3 [82,3]"
8 26,31 9321 10pg/ml=29,1[21,6]"

Iug/ml = 18,1[6,8]"
100pg/ml = 65,4[73,9]"
9 21,22 -92,26 10pg/ml = 56,7[16,7] h

1ug/ml = 40,1[0,01"

"Las estructuras moleculares de los compuestos estan respresentadas en la parte superior de la tabla.

Referencias bibliograficas de donde fueron tomados los resultados de la actividad in vitro. © ¢ Prediccion de la

actividad tricomonicida por las Ec. 3.3 y 3.4; AP% = [P(Activo) - P(Inactivo)]x100. ‘MCI: Minima

concentracién inhibitoria. ‘'MCL: Minima concentracion letal usada que mata a los parésitos a las 24 horas. LDso:

Minima concentracion usada que reduce los parasitos al 50 % #Porcentaje de inhibicion de crecimiento de T.

vaginalis a las 24 h. "Actividad especifica frente a T. vaginalis.

Kounetsov y col., 2004b

b
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Con el objetivo de demostrar las posibilidades de utilizacion de los ensayos virtuales para
detectar y evaluar compuestos con actividad tricomonicida, fue seleccionada de la literatura una serie
de 9 compuestos tricomonicidas cuyas estructuras aparecen en la Tabla 3.11 (Gavini y col., 1997;
2000; Aguirre y col., 2004; Kouznetsov y col., 2004b). Este experimento de simulacion virtual fue
efectuado con los modelos 3.3 y 3.4 y los resultados del mismo son mostrados en la Tabla 3.11.

3.1.4 Resultados de los modelos de prediccion usando un indices bilineales no

estocasticos y estocasticos basados en relaciones de atomos

3.1.4.1 Desarrollo y validacion de la funcion discriminante

Los siguientes modelos lineales fueron obtenidos empleando como variables
independientes los k-ésimo (k = 15) indices bilineales no estocasticos y estocasticos totales y
locales (heteroatomos: S, N, O y halogenos: F, Cl, I y Br), considerando y no considerando
atomos de hidrogenos (H) en el pseudo-grafo molecular (G), correspondientemente [(Totales:
b (X,y)y b " (X,¥). Locales: b (X, V) v bie "(X,¥)]. Dichos indices tienen en cuenta las
relaciones existentes entre los diferentes atomos en las moléculas. Los modelos obtenidos se

muestran a continuacion:

Clasif = -3,37 -0,07"b, " (Xe, Ve ) +0,04 by (Xe, Ve ) +0,10Mbor ™ (Xe 1y Ve 1)
+1,39X10'10va15L (Yhm 5 Vha|) 3.5)

N=91  A=043 D’=507  F(4,86)=2748 p<0,0001

Clasif = -6,83 +0,21""0,. " (X, ¥ ) 0,20 ""b,. " (X¢, Ve ) —0,08M0byr (X, Vi)
+0,05""byr. (X, Ve ) (3.6)

N=91  1=028  D’=9,90 F(4,86) = 53,6 p<0,0001

donde N es el nimero de compuestos, A es el estadistico Wilkis, D’ es la distancia cuadrada de
Mahalanobis, F es la razén de Fisher y p es el nivel de significacion.
En las Tablas 3.13 y 3.14, se exponen los resultados de clasificacion en las SE y SP de

compuestos activos e inactivos, respectivamente.
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Tabla 3.13 Nombre y clasificacion de los compuestos activos en la SE y SP segun los dos
modelos desarrollados para indices bilineales basados en relaciones de 4tomos.

Nombre AP%" AP%" Nombre AP%*  AP%"
SE Activos
Anisomicina 47,33 -97.43 Abunidazol 91,72 99,98
Virustamicina A 93,52 67,64 Imoctetrazolina 71,08 92,44
Azanidazol 96,69 100,00 Forminitrazol 32,42 98,62
Carnidazol 38,54 99,36 Clomizol 81,88 98,90
Propenidazol 94,86 99,59 Acinitrazol 32,42 98,13
Lauroguadina -7,45 -80,17 Moxnidazol 98,77 99,99
Mepartricina A 99,81 99,59 Isometronidazol 86,81 99,76
Metronidazol 86,81 99,76 Fosfato de Metronidazol 29,96 59,30
Nifuratel 84,15 99,95 Benzoilmetronidazol 91,73 99,62
Nifuroxima 97,68 100,00 Bamnidazol 95,43 98,48
Nimorazol 88,44 99,86 Glicarsiamidona 9791 97,33
Secnidazol 86,81 99,72 Fexinidazol 21,48 99,92
Cariolin -42,76 -81,68 Piperanitrozol 28,04 98,85
2 —Amino 5-nitrotiazol 20,56 99,31 Gynotabs 14,71 99,54
Glicobiarzol 99,94 99,97 Pirinidazol 29,16 99,95
Clioquinol 73,30 141 Metronidazol hidrogeno 96,82 98,48
succinato
Diiodohidroxiquinolina 97,05 96,77 Tolamizol 3242 99,38
Ornidazol 75,77 99,76 Tiacetarsamida 94,51 99,69
Trichomonacid 94,38 99,99 Tivanidazol 55,69 99,96
Lutenurina -93,16 -80,97 Policresulen 92,49 46,69
SP Activos

Acetarsona 97,91 97,07 Pentamicina 85,17 68,05
Furazolidona 98,14 99,93 Azomicina 83,30 99,50
Mepartricina B 99,85 99,64 Ternidazol 86,81 99,62
Aminitrozol 32,42 98,13 Misonidazol 91,72 99,84
Clotrimazol -76,05 -97,67 Satranidazol 97,72 99,94

“PPrediccion de la actividad tricomonicida, Ec. 3.5 y 3.6, respectivamente: AP% = [P(Activo) -
P(Inactivo)]x100.



Tabla 3.14 Nombre y clasificacion de los compuestos activos en la SE y SP segtn los dos
modelos desarrollados para indices bilineales basados en relaciones de 4tomos.

Nombre AP%*  AP%" Nombre AP%* AP%"
SE Inactivos
Amantadina -88,09 -99,23 Nonaperona -73,42 -98,81
Tiacetazona -85,62 -83,27 Rolipram -77,92 -98,10
Cloral betaina 97,74 99,05 N-Hidroximetil-N- 299,53 -99.41
metiltiourea
Carbavina -71,03 -99,86 Acido clorobenzoico -88,49 -99,02
Norantoina -73,34 -99,43 Acetanilo 91,13 -99,67
Orotonsan Fe -31,51 -98,93 Guanazol -96,22 -87,22
Picosulfato 99,83 -47,26 Tetramina -92.94 -98.54
Naftazona -11,30 -88,74 Mecisteina -98,38 -99,40
Besunida -7,50 -78,98 Cirazolina -89,86 -98,50
Acetazolamida -55,85 -75,20 Metocarbamol -76,15 -98,79
Propamina -96,72  -95,79 Lisergida -88,43 -98,02
RMI 11894 -89,12  -99,67 Dopamina -96,55 -86,50
Ag 307 -99,53 -99,12 Bufeniodo -74,49 97,42
Toduro de barbismetilo  -55,21 -98,63 Celiprolol -80,26 -97,56
Bromuro de pancuronio -47,42 -99,64 Erisimina -54,17 -75,64
Eter vinilico -89,37 -99,72 Peruvésido -31,22 -79,67
Basedol -98,42 -99,52 Amitraz -90,07 -97,80
Carbimazol -97,38 -99,93 Proclonol -89,86 -96,32
Levulinato de didimio  -73,91 -99,90 Asame -49,07 -97,97
Percloroetano -99,89 -100,00 KC-8973 -68,81 -99,32
Pirantel -99,01 -98,87 Etidina -35,76 -99,19
Remifentanilo -86,18 -99,44 Metioglicato magnésico -99,97 -99,63
Petidina -80,90 -99,59 Alibendol -87,74 -89,15
Tartrato de tenalidina -99,67 -99,17 Bromuro de diponio -80,08 -99,85
Bamipina -91,31 -98,89 Estreptomicina -93,72 98,61
Colestipol -98,01 -96,05
SP Inactivos
Citenazona -99,19 -70,13 Neguvon -99,90 -100,00
Metenamina -88,66 -98,78 Ciclopramina -89,12 -97,90
Penticloral -93,91 -99,82 Litracen -90,48 -99,26
Ferdomus -100,00 -100,00 Hidréxido de trimetilsulfonio -99,75 -99,60
Tetraclorofenolftaleina 99,88 -41,97 Norgamem -99,06 -99.,74
Acetato de Bisoxatina -2,21  -98,52 Zoxazolamina -88,01 -97,42
Glicondamida 53,05 -51,19 Acetilcolina -80,08 -99.,76
Broncolina -98,57 -97,24 Carazolol -93,13 -91,98
Imekhina -92,06 -99,68 Cefazolina -86,99 99,31
Frigen 113 -96,68 -100,00 Penicilina -97,15 -99,48
Eticumarol -20,79 -91,89 Aziromicina -88,70 -99,57
“ Prediccion de la actividad tricomonicida, Ec. 3.5 y 3.6, respectivamente: AP% = [P(Activo) -

P(Inactivo)]x100.

La Tabla 3.15 muestra los pardmetros médico-estadisticos calculados para los modelos

de clasificacidn anteriormente mencionados.
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Tabla 3.15 Resultados de la prediccion de dos modelos QSAR basados en ADL de las SE y

SP.
g::ii;ilil;fn Exactitud Sensibilidad Especificidad ‘IF:IISS:ZII; (;rs;tg(t):,
1 2 (O, chi ? (0, 0,
Matthews (C) QTotal ( A’) hit rate ( A’) ( A’) (OA))

indice Bilineal tipo-Atomo No-estocastico (Ec. 3.5)

SE 0,89 94,51 90 97 2

SP 0,79 90,63 90 82 9
indice Bilineal tipo-Atomo Estocastico (Ec. 3.6)

SE 0,87 93,41 90 95 4

Sp 0,85 93,75 90 90

Siguiendo la estrategia de validacion interna se procedié a realizar la VC dejando en

este caso el 15 % de los compuestos fuera, retirandose los mismos sistematicamente y

construyendo nuevos modelos, con el 85 % de los compuestos en la SE. Este procedimiento

fue repetido en un total de 7 veces. Los resultados obtenidos pueden ser observados en la

Tabla 3.16. En todos los casos el porcentaje de clasificacion global estuvo por encima del 90

% tanto para la SE como para la SP.

Tabla 3.16 Resultados de la validacion cruzada dejando el 15 % de los casos fuera de la SE.

Grupo %Clasif*

A

D2

F

%Clasif"

%~Clasif*

A

D2

F

%Clasif®

Ec. 3.5 (indice bilineal basado en 4tomo no est.)

Ec. 3.6 (indice bilineal basado en dtomo est.)

1 96,10 0,44 493 2245 8571 | 93,51 029 9,86 4494 9231

2 94,81 046 461 2099 100,00 | 93,51 026 1143 5207 9231
3 9231 049 4,15 19,10 100,00 | 89,74 0,31 895 41,23 100,00

4 93,59 045 488 2248 100,00 | 93,59 028 1023 47,11 9231

5 94,87 047 444 2044 100,00 | 91,03 031 8,80 40,55 92,31

6 9747 0,38 6,89 3036 8333 | 93,67 026 11,10 51,97 8333

7 9241 033 812 3804 8333 | 9367 027 10,53 4934 8333
Media 94,51 043 543 2484 9320 | 92,67 028 10,13 46,74 90,84

SD 1,90 0,06 1,49 6,87 8,52 1,61 0,02 1,00 473 5,85

a,b Buena clasificacion global para ambos modelos en SE (85 % de la data) y SP (15 % de la data), respectivamente

Ec. = Ecuacion

Est. = Estocastica.
Clasif = Clasificacion

3.1.4.2 Corroboracion del poder predictivo de los modelos utilizando una segunda SP externa

En la Tabla 3.17 se muestra los resultados de la prediccion in silico de 18 compuestos

tricomonicidas citados en la literatura (Alcalde y col., 1995; Gavini y col., 1997; 2000;

Aguirre y col., 2004) utilizando las ecuaciones 3.5 y 3.6.
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Tabla 3.17 Identificacion in silico de compuestos tricomonicidas citados en la literatura.

R R R
1 2 R=H; R'=Ph 4 R=H; R'=Ph 6 R=H; R'=mNO,pCIPh
3 R=H; R'=pCIPh 5 R=H; R'=pCIPh 7 R=NO; R'=mNOzpCIPh
COOEt CONHR' ‘. CONHR' N CONHR'
| | |
N. “NZ
H o) N\H o) N\N e d/N N Cl

H
NO, H
8 n= CHz-CHz / N N lil
+ N|—
< R = NO, <_ N=CH,CH, ¢ )—SR

n X\ 9: n = CHy=CH, & 100 N N 12 R =co,CH,

| R =NO, NO, 13 R =CH,COph
o) N Cl
R]_ RZ R3 /OCOZ-i-But

HiC Ri 14| CHs| pMePh | H O2N N>—co e
= [ n [ pMern | 1 18 s

OXNYN\Rz 16| CHs; | pMeOPh | H
Rs 17| CH5 | furilCH, | CHs
Comp.” Ref." AP%* AP%" Actividad antitricomona
1 -17,22 -97,16 Inactivo
2 22,76 -84,30 Inactivo
3 -18,25 69,10 Inactivo
4 Gavini y col., 1997 -22,76 -65,23 Inactivo
5 -17,02 -37,80 Inactivo
6 100,00 100,00  MCI=31,5ug/ml®
7 100,00 100,00  MCI= 12,5ug/ml®
8 N 99,99 100,00  MCI=313pg/ml®
9 Gaviniy col., 2000 99,99 100,00  MCI=39ug/ml®
MCL =50pug/ml’
10 91,37 99.97 b= 5oﬁ§ ot
1 13,03 9982  MCL=SOugiml'
Alcalde y col., 1995 ) ’ LDso=10-50n gﬁml
12 52,43 9870 ~ MCL=S0ugml
’ ’ LDso= IO-SOugﬁml
MCL =50ug/ml
13 32,42 99,78 LDy 1 0_“5g0Hg ol
14 -59,06 31,89 Inactivo
15 -59,06 37,25 Inactivo
16 -40,75 70,88 Inactivo
17 Aguirre y col., 2004 -40,75 57,78 Inactivo
100pg/ml = [87,5]8
18 99,53 99,96 10pg/ml = 17,3¢
lpg/ml=9,6'

"Las estructuras moleculares de los compuestos estan respresentadas en la parte superior de la tabla. °

Referencias bibliograficas de donde fueron tomados los resultados de la actividad in vitro. ¢ Prediccion de
la actividad tricomonicida por las Ec. 3.5 y 3.6; AP% = [P(Activo) - P(Inactivo)]x100. “MCI: Minima
concentracion inhibitoria. MCL: Minima concentracion letal usada que mata a los parésitos a las 24 horas.
LDs,: Minima concentracion usada que reduce los parasitos al 50 % °®Porcentaje de inhibicion de
crecimiento de T. vaginalis a las 24 h.



3.1.5 Resultados de los modelos de prediccion usando indices cuadraticos no estocasticos

y estocasticos basados en relaciones de enlace

3.1.5.1 Desarrollo y validacion de la funcion discriminante

Sobre la base de la metodologia TOMOCOMD-CARDD fueron generados, de la misma
forma que los modelos planteados hasta el momento en el presente trabajo, funciones
discriminantes considerando como variables independientes los indices cuadraticos no
estocasticos y estocasticos basados en las relaciones de enlaces. Dichos modelos, asi como los
parametros estadisticos correspondientes, son mostrados a continuacion:

Clasif = -4,92 -1,40x107* Mg, (W) +0,22°q," (W) +2,01x107 "q, (W) -1,44x10° Vg (W )
+0,13%qo." (W, ) +5,82x107 g, " (W, ) (3.7)

N=91  A=044 D’=502  F(6,84)=17,71 p<0,0000

Clasif = -5,50 +2,78x107 Mo (Wi ) +7,87x107 Mg, (W, ) -1,49x107°qs. (W, )
-0,25%q,." (Wg ) +0,49q5. " (W, ) (3.8)

N=91  2=036 D’=686  F(5,85)=29,39 p<0,0000
En las Tablas 3.19 y 3.20 pueden apreciarse los valores de AP% para los compuestos

activos e inactivos, respectivamente.
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Nombre AP%* AP%" Nombre AP%" AP%"
SE Activos
Anisomicina -29,28 38,15 Abunidazol 3245 9347
Virustamicina A 78,19 99,40 Imoctetrazolina 3527 -36,35
Azanidazol 92,53 98,84 Forminitrazol 89,57 83,54
Carnidazol 94,20 92,49 Clomizol 90,67 98,19
Propenidazol 97,42 99,67 Acinitrazol 89,22 75,81
Lauroguadina -92,30 -45,38 Moxnidazol 99,93 99,99
Mepartricina A 91,53 98,36 Isometronidazol 68,48 91,48
Metronidazol 69,08 91,09 Fosfato de Metronidazol 90,49 71,43
Nifuratel 99,22 99,97 Benzoilmetronidazol 98,17 98,76
Nifuroxima 89,84 98,08 Bamnidazol 96,73 96,93
Nimorazol 90,55 93,45 Glicarsiamidona -34,15 -10,61
Secnidazol 59,89 77,39 Fexinidazol 81,25 99,62
Cariolin -84,08 6,12 Piperanitrozol 96,83 84,34
2-Amino-5-nitrotiazol 48,25 39,79 Gynotabs 87,94 8424
Glicobiarzol 83,73 97,80 Pirinidazol 90,84 96,71
Clioquinol 37,59 98,07 Metronidazol hidrégeno 98,96 97,36
succinato
Diiodohydroxyquinoline 63,69 95,97 Tolamizol 96,88 93,24
Ornidazol 92,97 98,30 Tiacetarsamida 6,22  -65,88
Trichomonacid 87,66 92,43 Tivanidazol 95,85 87,49
Lutenurina -31,81 51,26 Policresulen -63,25 -78,01
SP Activos

Acetarsona -27,20 10,11 Pentamicina -96,53 -99,57
Furazolidona 99,72 99,93 Azomicina 56,06 75,54
Mepartricina B 93,76 50,32 Ternidazol 66,21 80,99
Aminitrozol 89,22 75,81 Misonidazol 74,42 94,52
Clotrimazol 1,93 -37,19 Satranidazol 98,48 98,93

“®Prediccion de la actividad tricomonicida, Ec. 3.7 y 3.8, respectivamente: AP% = [P(Active) -

P(Inactive)]x100.

Tabla 3.19 Nombre y clasificacion de los compuestos activos en la SE y SP segtn los
modelos desarrollados para indices cuadratico basados en relaciones de enlaces.

42



Tabla 3.20 Nombre y clasificacion de los compuestos inactivos en la SE y SP segtn los dos
modelos desarrollados para indices cuadratico basados en relaciones de enlaces.

Nombre AP%"  AP%’ Nombre AP%*  AP%"
SE Inactivos
Amantadina -99,81 -99,56 Nonaperona -71,30  -95,07
Tiacetazona -78,46 -98,10 Rolipram -77,60 -56,38
Cloral betaina 29928 -99.86 N-Hidroximetil-N- 9825 -99.87
metiltiourea
Carbavina -89,39 -90,44 Acido clorobenzoico -70,71  -86,21
Norantoina -66,14 -76,73 Acetanilo -93,65 -98,37
Orotonsan Fe -1422 20,01 Guanazol -98,65 -99,71
Picosulfato 84,58 68,09 Tetramina -97,88  -99,37
Naftazona -67,94 -85,64 Mecisteina -98,74  -98,30
Besunida -70,54  -85,55 Cirazolina -87,74  -94,17
Acetazolamida -12,85  -91,01 Metocarbamol -25,86  -11,53
Propamina -99,91 -99,99 Lisergida -87,90 -87,90
RMI 11894 -99,12  -99.,43 Dopamina -98,72  -97,60
Ag 307 -94,12  -99,45 Bufeniodo 11,15 -93,94
Toduro de barbismetilo -99,16 -97.44 Celiprolol -65,72  -86,20
Bromuro de pancuronio -96,31 -96,64 Erisimina -40,42  -18,58
Eter vinilico -92,23  -97,95 Peruvosido -13,71 64,09
Basedol -61,43 -79,61 Amitraz -89,33  -93,66
Carbimazol 32,19 -31,10 Proclonol -59,16  -94,61
Levulinato de didimio -94,02 -98,80 Asame -81,15  -97,62
Percloroetano -99,51 -97,54 KC-8973 -51,60 -88,11
Pirantel -93,30 -98,23 Etidina 38,73 11,75
Remifentanilo -71,40  -96,78 Metioglicato magnésico -76,55 -99,99
Petidina -92,06 -90,11 Alibendol -88,74 -50,31
Tartrato de tenalidina -99,27  -99.91 Bromuro de diponio -9493  -97,04
Bamipina -96,60 -98,94 Estreptomicina 74,73 86,40
Colestipol -99,82  -99,91
SP Inactivos
Citenazona -79,26  -99,27 Neguvon -96,96 -78,40
Metenamina -83,69 -90,40 Ciclopramina -97,13  -92,79
Penticloral -93,97 73,04 Litracen -99,63  -99,09
Ferriclato doble de sodio y calcio -100,00 -100,00 Hidroxido de trimetilsulfonio  -99,98 -100,00
Ferroceron 90,05 -97,27 Norgamem -96,22  -97,12
Emodina -76,24  -79,33 Emylcamate 91,15 -95,42
Butanol -99,09 -99,60 Acetilcolina -99,40 -99,74
Espironolactona -86,18 -93,07 Carazolol 91,64 -96,38
Broncolina -99,95 74,90 Cefazolina 99,69 99,69
Imekhina -99,77  -99,64 Penicilina -33,19  -52,65
Difenadiona -70,80 -94,80 Aziromicina -89,86 -92,22
*®Prediccion de la actividad tricomonicida Ec. 3.7 y 3.8, respectivamente: AP% = [P(Active) -
P(Inactive)]x100.

La Tabla 3.21 muestra los resultados estadisticos obtenidos para las ecuaciones 3.7 y
3.8. En esta se observa una elevada sensibilidad y especificidad para los dos modelos

obtenidos, asi como una baja relacion de falsos positivos.
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Tabla 3.21 Resultados de la prediccion de dos modelos QSAR basados en ADL de las SE y
SP.

Coeficiente
Correlacion . .
Matthews (C) Qrota’ (%)

indice Cuadratico tipo-enlace No-estocastico (Ec. 3.7)

Exactitud Sensibilidad Especificidad Falsos Positivos
‘hit rate’ (%) (%) ‘false alarm rate’ (%)

SE 0,75 87,91 85,0 87,18 9,8

SP 0,71 87,50 80,0 80,0 9,1
indice Cuadratico tipo-enlace Estocastico (Ec. 3.8)

SE 0,78 89,01 87,5 87,5 9,80

SP 0,65 84,38 80,0 72.73 13,64

El procedimiento de VC se llevd a cabo dejando el 10 % de los compuestos fuera,
correspondiendo este 10 % a 9 compuestos que se retiraron cada vez (Wold y Eriksson, 1995;
Rose y col., 2002). Este procedimiento fue repetido 10 veces utilizando para ello 10
subconjuntos diferentes. Los resultados estadisticos de este experimento son mostrados en la
Tabla 3.22. La media global de la clasificacion correcta en la SE(SP) para este proceso y con

las ecuaciones 3.7 y 3.8 fue de 87,69 % (85,64 %) y 89,03 % (87,86 %), respectivamente.

Tabla 3.22 Resultados de la validacion cruzada dejando el 10 % de los productos fuera de la

SE.
Grupo %Clasif* A D’ F %Clasif]%Clasif* A D’ F %Clasif’
Ec. 3.7 (Indice Cuadratico basado en enlaces no est.) Ec. 3.8 (indice Cuadratico basado en enlace est.)
1 90,12 0,42 5,52 17,24 80,00 90,12 0,34 7,72 29,32 80,00
2 87,80 0,43 5,15 16,24 88,89 89,02 0,37 6,39 26,44 77,78
3 85,37 0,47 4,54 14,33 100,00 | 87,80 0,38 6,49 24,92 100,00
4 86,59 0,47 4,43 13,98 100,00 | 87,80 0,39 6,16 23,63 100,00
5 87,80 0,44 5,03 15,88 77,18 89,02 0,37 6,71 25,74 88,89
6 87,80 0,41 5,74 18,11 88,89 90,24 0,35 7,37 28,28 77,78
7 86,59 0,42 5,47 17,27 77,78 90,24 0,36 7,12 27,33 77,78
8 89,02 0,44 5,09 16,07 77,78 89,02 0,36 6,96 26,72 100,00
9 89,02 0,43 5,32 16,79 77,18 89,02 0,36 7,17 27,50 88,89
10 86,75 0,44 5,06 16,23 87,50 87,95 0,37 6,75 26,33 87,50
Media 87,69 0,44 5,14 16,21 85,64 89,03 0,36 6,93 26,62 87,86
SD 1,42 0,02 0,41 1,28 8,92 0,96 0,02 0,44 1,64 9,49

a,b Buena clasificacion global para ambos modelos en SE (90 % de la data) y SP (10 % de la data), respectivamente
Ec. = Ecuacion

Est. = Estocastica.

Clasif = Clasificacion

3.1.5.2 Corroboracion del poder predictivo de los modelos utilizando una segunda SP
externa

La Tabla 3.23 muestra los resultados de la evaluacion virtual de una SP externa
conformada por 12 compuestos cuya actividad in vitro frente a T. vaginalis ha sido
demostrada (Alcalde y col., 1995; Ochoa y col., 1999; Gavini y col., 2000).
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Tabla 3.23 Identificacién de compuestos citados en la literatura como tricomonicidas usando
modelos QSAR basados en ADL en ensayos de simulacion virtual.

4-10 o ko
s YSW 4 | farfuril (CH,)5-COOH
R 1:n=CH, a NN S| turfuril CH,-COOH
R=H 6 furfuril CH(CH,Ph)-COOH
( 2: n= CH,-CH, " 7 | furfurit CH,-CONH-CH,-COOH
n | R=H 0. =0 R B 8 | furfuril CH(CH,CONH,)-COOH
O/N “NT ¢ 3:n=CH;=CH, j@ 12 — o | furfuril cHICH,-CH(CH3)], -COOH
R =NH, R™ R ONH
\—/ 10 | (CH,)s-COOH (CH;)s-COOH
Comp.” Ref. AP%" AP%" Actividad antitricomona
1 -14,70 -36,09 inactivo
2 Gavini y col., 2000 -18,99 -42,54 inactivo
3 -22,78 -24,75 inactivo
100 pg/ml = 100°
4 66,49 28,97 10 pg/ml = (100)"
1 pg/ml = (100)°
100 pg/ml=100°
5 76,66 42,66 10 pg/ml = (100)°
1 pg/ml=(97)°
100 pg/ml=100°¢
6 86,39 79,25 10 pg/ml = (18)"
1 pg/ml=(12)°
100 pg/ml=100°
7 Ochoa y col., 1999 91,03 60,63 10 pg/ml = (100)*
1 pg/ml = (73)°
100 pg/ml=100°
8 87,67 83,14 10 pg/ml = (100)
1 pg/ml=(93)°
100 pg/ml=100°
9 68,30 72,92 10 pg/ml = (33)°
1 pg/ml = (94)°
100 pg/ml=100°
10 5,25 97,46 10 pg/ml = (25)"
1 pg/ml = (65)"
11 90,34 83,38 Inactivo
1 Alcalde y col., 1995 83.68 73,30 MCLE2 = 50 pg/ml

LDs," = 50 pg/ml

*Las estructuras moleculares de los compuestos estan respresentadas en la parte superior de la tabla. ® Referencias
bibliograficas de donde fueron tomados los resultados de la actividad in vitro. ¢ ¢ Prediccion de la actividad
tricomonicida por las Ec. 3.7 y 3.8; AP% = [P(Activo) - P(Inactivo)]x100. “Porcentaje de reduccién de T.
vaginalis o actividad citocida a las 24 h. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de T. vaginalis a las 24 h.
MCLE: Minima concentracion letal usada que mata a los parasitos a las 24 horas. LDs,"™: Minima concentracion

usada que reduce los parasitos al 50 %

3.1.6 Resultados de los modelos de prediccion usando indices lineales no estocasticos y

estocasticos basados en relaciones de enlaces

3.1.6.1 Desarrollo y validacion de la funcion discriminante

A partir de los descriptores obtenidos mediante el software TOMOCOMD-CARDD

fueron calculados y empleados como variables independientes los k-ésimo (k = 15) indice
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lineales generados sobre la base de relaciones entre enlaces [totales y locales (heteroatomos:
S, N, O; hidroégeno unido a heteroatomos: S, N, O; haloégenos: F, Cl, I y Br)] no considerando
y considerando atomos de hidrogenos (H) en el pseudo-grafo molecular (G) [Totales: fi (W)

£ (W); Locales: fio (W)y fir "(W)]. se obtuvieron los modelos de prediccion que se

muestran a continuacion:

Clasif = -5,53 -2,96x10™ Mfs. " (W ) - 0,07 Yo" (W ) - 0,05 o (W)
-5,29x107 ", (Wg ) + 4,73x107 V7 (Wi ) + 0,36 "o (W) (3.9)

N=91  A=046 D’=454  F(6,84)=15,99  p<0,0000

Clasif = -4,93 - 0,12"fo, " (W) + 0,10 V*fo " (Wi ) + 1,20%F,. " (We ) - 0,775 (We ) (3.10)
N=091] A =0,48 D*=1428 F(6,84) = 123,18  p<0,0000

donde N es el nimero de compuestos, A es el estadistico Wilkis, D? es la distancia cuadrada de

Mahalanobis, F es la razon de Fisher y p es el nivel de significacion.

En las Tablas 3.25 y 3.26 se pueden observar los valores del AP% obtenidos mediante
las ecuaciones 3.9 y 3.10, mientras que en la Tabla 3.27 aparecen reflejados los pardmetros
estadisticos [exactitud, sensibilidad, especificidad, razon de falsos positivos y el coeficiente de
correlacion de Matthews (C)] para ambos modelos (Baldi y col., 2000).

Tabla 3.25 Nombre y clasificacion de los compuestos activos en la SE y SP segtn los
modelos desarrollados para indices lineales basado en relaciones de enlace (3.9 y 3.10).

Nombre AP%* AP%" Nombre AP%*  AP%’
SE Activos

Anisomicina -90,67 -68,54 Abunidazol 73,86 83,90
Virustamicina A 98,26 99,72 Imoctetrazolina 63,30 93,47
Azanidazol 96,39 94,97 Forminitrazol 80,64 45,86
Carnidazol 93,99 90,28 Clomizol 85,64 84,98
Propenidazol 98,57 94,48 Acinitrazol 80,64 71,72
Lauroguadina -43,58 58,70 Moxnidazol 99,81 97,26
Mepartricina A 82,28 91,89 Isometronidazol 4523 46,05
Metronidazol 50,39 42,97 Fosfato de Metronidazol 73,62 67,93
Nifuratel 98,23 96,99 Benzoilmetronidazol 93,98 92,71
Nifuroxima 66,68 60,69 Bamnidazol 94,34 82,87
Nimorazol 51,98 -20,24 Glicarsiamidona -51,91 -50,87
Secnidazol 46,88 46,04 Fexinidazol 95,09 82,59
Cariolin 50,23 -20,26 Piperanitrozol 79,08 87,64
2-Amino-5-nitrotiazol 30,56 42,27 Gynotabs 68,15 81,93
Glicobiarzol 58,90 3545 Pirinidazol 93,22 93,15
Clioquinol 3835 -21,20 Metronidazol hidrogeno — g¢ 1o g 43

succinato
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Diiodohydroxyquinoline 60,86 -73,55 Tolamizol 81,98 90,04

Ornidazol 88,14 85,11 Tiacetarsamida 32,50 2,59
Trichomonacid 77,09 68,11 Tivanidazol 98,42 99,58
Lutenurina -86,14 71,53 Policresulen -50,52 31,32
SP Activos
Acetarsona -28,77 -22,46 Pentamicina -97,52 -66,85
Furazolidona 98,27 96,87 Azomicina 12,44 11,91
Mepeartricina B 76,62 92,54 Ternidazol 50,88 53,30
Aminitrozol 80,64 71,72 Misonidazol 61,56 29,13
Clotrimazol 14,60 39,75 Satranidazol 97,86 97,50
“®prediccion de la actividad tricomonicida, Ec. 3.9 y 3.10, respectivamente: AP% = [P(Active) -
P(Inactive)]x100.

Tabla 3.26 Nombre y clasificacion de los compuestos inactivos en la SE y SP seglin los
modelos desarrollados para indices lineales basado en relaciones de enlace (3.9 y 3.10).

Nombre AP%* AP%® Nombre AP%"  AP%®
SE Inactivos
Amantadina -99.63 -96,58 Nonaperona -89,35  -91,95
Tiacetazona -42,85 -50,91 Rolipram -69,90 -74,67
Cloral betaina -96,14 -98.,86 N-Hidroximetil-N-metiltiourea -95,44 -96,97
Carbavina -80,39 -82,77 Acido clorobenzdico -71,36  -6,54
Norantoina -70,13  -36,88 Acetanilo -95,13  -91,81
Orotonsan Fe -3,32 51,99 Guanazol -99,82  -98,67
Picosulfato 78,57 0,89 Tetramina -99,37  -99,09
Naftazona -59,18 -35,79 Mecisteina -97,80 9827
Besunida -65,47 22,10 Cirazolina -90,59 -91,89
Acetazolamida -48,00 -45,29 Metocarbamol -10,45 -83,39
Propamina -99,72  -99,19 Lisergida -89,11  -73,32
RMI 11894 -98,27 -94,42 Dopamina -98,24  -81,00
Ag 307 -52,03  -78,33 Bufeniodo -19,12  -18,70
Toduro de barbismetilo -10,56  -98,62 Celiprolol -21,41 41,31
Bromuro de pancuronio -83,53  -97,69 Erisimina 12,24 39,02
Eter vinilico -94,55 -98,59 Peruvosido 8,24 -7,89
Basedol -48,72 11,14 Amitraz -67,45 -74,39
Carbimazol 46,85 55,40 Proclonol -42,09 59,74
Levulinato de didimio -91,58 -95,22 Asame -90,29 9541
Percloroetano -96,30 -82,82 KC-8973 -82,47 -81,26
Pirantel -80,54 -82,55 Etidina 64,58 36,30
Remifentanilo -93,52  -94,42 Metioglicato magnésico -46,45 -9737
Petidina -87,83  -91,89 Alibendol -71,94  -37,14
Tartrato de tenalidina -99,78 -98,92 Bromuro de diponio -96,50 -97,93
Bamipina -98,72  -98,82 Estreptomicina -90,64 69,92
Colestipol -99,71 -99,76
SP Inactivos

Citenazona -19,35 -28,82 Neguvon -99.97 -95,87
Metenamina -99,66 -99.43 Ciclopramina -97,18 -87,45
Penticloral -90,52 25,87 Litracen -99,31 -98,95
Calcium Sodium ferriclat -100,00 -100,00 Hidroxido de trimetilsulfonio  -99,48  -99,97
Ferromaltose -99,06 -95,58 Norgamem -98,23  -94,55
Arecolina -89,49 -94,53 Zoxazolamina 5,07 21,19
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Batilol -98,18  -99,67 Acetilcolina -96,79  -99,97

Broncolina -99,70  -99,91 Carazolol -94.86 -86,37
Imekhina -57,67 -99.43 Pinaverium -14,78 -82,60
Frigen 113 68,54 -31,90 Penicilina -91,40 42,04
Difenadiona -85,12  -85,68 Aziromicina -90,04 -82,75

*“Prediccion de la actividad tricomonicida Ec. 3.9 y 3.10, respectivamente: AP% = [P(Active) - P(Inactive)]x100.

Tabla 3.27 Parametros Estadisticos calculados para los modelos 3.9 y 3.10.

Coeficiente
Correlacion
Matthews (C)

indice Lineal tipo-enlace No-estocastico (Ec. 3.9)

Exactitud Sensibilidad  Especificidad Falsos Positivos
‘Qrowa’ (%) ‘hitrate’ (%) (%) “false alarm rate’ (%)

SE 0,78 89,01 87,50 87,50 9,80

SP 0,71 87,50 80,00 80,00 9,09
indice Lineal tipo-enlace Estocastico (Ec. 3.10)

SE 0,65 82,41 82,50 78,57 17,65

SP 0,65 84,38 80,00 72,73 13,64

Con la finalidad de evaluar la robustez de los modelos, fue disefiado un experimento de
VC suprimiendo el 10 % de los compuestos (Leave-10-fold full-out, segin sus siglas en
inglés), y obteniendo nuevos modelos sin considerar la serie sustraida (Wold y Eriksson,
1995; Rose y col., 2002). Los resultados de dicho proceso de validacion son mostrados en la

Tabla 3.28.

Tabla 3.28 Resultados de la validacion cruzada dejando el 10 % de los casos fuera de la SE.

Grupo %Clasif* A D’ F %Clasif’ %Clasif® A D’ F %Clasif”
Ec. 3.9 (indice Lineal basado en enlaces no est.) Ec. 3.10 (indice Lineal basado en enlace est.)
1 88,89 0,45 4,92 15,35 80,00 85,19 0,46 4,73 22,74 70,00
2 89,02 0,48 4,38 13,81 77,18 82,93 0,49 4,19 20,34 77,78
3 87,80 0,49 4,16 13,14 100,00 | 82,93 0,49 4,18 20,30 77,78
4 87,80 0,48 4,35 13,73 88,89 80,49 0,49 4,10 19,94 88,89
5 87,80 0,49 4,16 13,14 100,00 | 81,71 0,50 4,03 19,56 77,78
6 89,02 0,46 4,68 14,77 88,89 81,71 0,47 4,39 21,34 77,78
7 90,24 0,43 5,20 16,39 88,89 81,71 0,49 4,16 20,20 77,78
8 90,24 0,44 5,13 16,19 77,78 80,49 0,48 4,25 20,66 88,89
9 89,02 0,46 4,59 14,47 88,89 82,93 0,48 4,22 20,52 77,78
10 89,16 0,46 4,65 14,93 87,50 81,93 0,46 4,63 22,86 87,50
Media 88,90 0,46 4,62 14,59 87,86 82,20 0,48 4,29 20,85 80,19
SD 0,90 0,02 0,37 1,16 7,92 1,38 0,01 0,23 1,13 6,18

a,b Buena clasificacion global para ambos modelos en SE (90 % de la data) y SP (10 % de la data), respectivamente
Ec. = Ecuaciéon

Est. = Estocastica.

Clasif = Clasificacion
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3.1.6.2 Corroboracion del poder predictivo de los modelos utilizando una segunda SP
externa

El poder predictivo de los modelos de clasificacion 3.9 y 3.10 fue valorado utilizando 12
compuestos tricomonicidas seleccionados al azar de la literatura quimico-médica. (Tabla

3.29). (Ochoay col., 1999; Gavini y col., 2000; Kouznetsov y col., 2004b).

Tabla 3.29 Identificacién de compuestos citados en la literatura como tricomonicidas usando
modelos QSAR basados en ADL en ensayos de simulacion virtual.

R, R,
4 furfuril CH(CH,COOH)-COOH
1:n=CH, SYSw 5 furfuril CH(CH3)-COOH
R =NH, N. _N .
R 'R, 6 furfuril CH[(CH,),SCH] -COOH
n< 2: n=CH,-CH, < cHI(CHy)]-COOH
I X R = NH, 7 furfuril (CH3)y -
O‘/N\N/ Cl 3:n= CHZZCHZ 8 ciclohexil CH,-COOH
R=H . .
9 ciclohexil CH,-CONH-CH,-COOH
Ry Ry N Posicion
10 | CH, H B
11 CH; H Y
12 H CH(CH3), R
Comp.* Ref.” AP%°  AP%! Actividad
antitricomona
1 -22,12 72,87 inactivo
2 Gavini y col., 2000 -23,35 76,98 inactivo
3 -21,91 41,24 inactivo
100 pg/ml = 100°
4 79,96 98,60 10 pg/ml = (100)f

1 pg/ml = (100)"
100 pg/ml = 100°
5 47,53 94,28 10 pg/ml = (100)"
1 pg/ml=(77)°
100 pg/ml = 100°
6 56,49 96,15 10 pg/ml = (1002f
1 pg/ml = (73)
Ochoa y col., 1999 100 pg/ml = 100°
7 84,64 96,83 10 ug/ml=(13)
1 pg/ml = (66)°
100 pg/ml = 100°
8 90,77 329 10 pg/ml = (67)"
1 pg/ml = (93)"
100 pg/ml = 100°
9 -79,79 78,68 10 pg/ml = (74)f
1 ug/ml=(94)"
100 pg/ml = 58,3
10 Kouznetsov y col., 2004b ~ -78,68  -2529 10 pg/ml=29,1°
1 pg/ml=18,1°
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100 pg/ml = 66,7"

11 -78,87  -35,17 10 pg/ml=33,9"

1 pg/ml = 252"

100 pg/ml = 65,41

12 -77,55  -25,34 10 pg/ml = 56,7

1 pg/ml=40,1°
*Las estructuras moleculares de los compuestos estan respresentadas en la parte superior de la tabla. ® Referencias
bibliograficas de donde fueron tomados los resultados de la actividad in vitro. © “Prediccion de la actividad
tricomonicida por las Ec. 3.9 y 3.10; AP% = [P(Activo) - P(Inactivo)]x100. °Porcentaje de reduccion de T.

vaginalis o actividad citocida a las 24 h. "Porcentaje de inhibicion de crecimiento de T. vaginalis a las 24 h.

3.1.7 Resultados de los modelos de prediccion usando indices bilineales no estocasticos y

estocasticos basados en relaciones de enlaces

3.1.7.1 Desarrollo y validacion de la funcion discriminante
Con la finalidad de obtener nuevos modelos discriminantes siguiendo al estrategia

predictiva del sistema TOMOCOMD-CARDD fueron calculados y empleados como variables
independientes los k-ésimo (k = 15) indice bilineales generados sobre la base de relaciones
entre enlaces [totales (y locales (heteroatomos: S, N, O; hidrogeno unido a heteroatomos: S,
N, O; halogenos: F, Cl, I y Br)] no considerando y considerando 4tomos de hidrégenos (H) en
el pseudo-grafo molecular (G) [Totales: by (W,U) by (W,U); Locales: by (W,0)y b
H(W,U) ]. Las combinaciones de las propiedades atomicas calculadas fueron las siguientes: M-

P; M-V; M-E; P-V; P-E y V-E. Los modelos matematicos obtenidos para la clasificacion de
compuestos como activos o inactivos, asi como sus parametros estadisticos respectivos son

mostrados a continuacion.

Clasif = -3,32 —0,02""b," (W,T) +0,06 by (W, T) +0,12 ™0, "((W, 1, Uy )
-0,12 M0, (W, , Uygy ) -1,40x107 Vb (W, T) -7,59x 107 MV " (W, T ) (3.11)

N=91  1=046 D’=451  F(684)=1590  p<0,0000

Clasif = -5,27 +0,23""b, " (W, ,Ug ) -0,59 b " (W, , U ) +0,13 M0, M (W, T )
-0,21Yb, " (W, Ug ) +0,43" oy (Wi, UL ) 0,02V by (W, U ) (3.12)

N=91  A=046 D’=451  F(6,84)=1590  p<0,0000

Los resultados de la clasificacion de los compuestos como activos o inactivos utilizando
los modelos 3.11 y 3.12 pueden observarse en las Tabla 3.31 y 3.32. La ecuaciéon 3.11
clasifica bien al 90,00 % y 90,20 % de los compuestos activos e inactivos, respectivamente,
incluidos en la SE, para un PBC global de 90,11 % (Tabla 3.33). Por su parte en la SP es
clasificado adecuadamente el 90.00 % y el 95,45 % de los compuestos activos e inactivos,

correspondientemente (Tabla 3.31 y 3.32), para un PBC de 93,75 % (Tabla 3.33). La
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sensibilidad y especificidad en ambos casos estuvo alrededor del 90 %, siendo la FAR de 9,8
%y 4,55 % para la SP y SE, respectivamente.

La ecuacion 3.12 clasifica correctamente el 85 % de los casos activos y el 88,24 % de
los compuestos inactivos incluidos en la SE (Tabla 3.31 y 3.32) para un PBC global de 86,81
%. En la SP un 80.0 % de los compuestos activos es correctamente clasificado, mientras que
el 90,91 % de los compuestos inactivos es identificado como tal por el modelo, para un PBC
de 87,5 %. En ambos casos la sensibilidad y especificidad tomo valores entre el 80 % y 85 %,
siendo la FAR de 11,76 % y 9,09 % para la SE y SP, correspondientemente (Tabla 3.33).

El C para ambas ecuaciones se comport6 entre el 70 % y el 85 %, siendo superior los
valores encontrados para la ecuaciéon 3.11.

Tabla 3.31 Nombre y clasificacion de los compuestos activos en la SE y SP segtin los dos
modelos TOMOCOMD-CARDD desarrollados para indices bilineales basados en relaciones
de enlace.

Nombre AP%* AP%" Nombre AP%* AP%"
SE Activos
Anisomicina 26,59 -53,48 Abunidazol 53,14 91,70
Virustamicina A 79,95 85,07 Imoctetrazolina 5,95 95,76
Azanidazol 86,29 98,61 Forminitrazol 87,40 98,28
Carnidazol 91,60 98,03 Clomizol 99,14 98,68
Propenidazol 95,55 97,07 Acinitrazol 79,51 91,81
Lauroguadina -89,10 -59,23 Moxnidazol 99,53 99,94
Mepartricina A 99,88 82,34 Isometronidazol 73,75 73,22
Metronidazol 73,75 70,96 Fosfato de Metronidazol 93,26 87,87
Nifuratel 99,08 99,11 Benzoilmetronidazol 96,19 97,64
Nifuroxima 96,75 88,05 Bamnidazol 94,52 96,20
Nimorazol 92,36 69,70 Glicarsiamidona 10,63  -49,70
Secnidazol 63,12 57,21 Fexinidazol 88,90 79,94
Cariolin -84,67 -74,51 Piperanitrozol 78,40 92,84
2-Amino-5-nitrotiazol 58,06 87,06 Gynotabs 85,30 91,91
Glicobiarzol 78,61 88,86 Pirinidazol 82,21 89,66
Clioquinol 98,19 99,77 Metronidazol hidrogeno 98,36 98,00
succinato
Diiodohydroxyquinoline 98,97 -7,55 Tolamizol 92,73 98,75
Ornidazol 93,39 97,04 Tiacetarsamida 61,21 40,58
Trichomonacid 76,92 69,38 Tivanidazol 61,30 91,23
Lutenurina -82,33 -18,98 Policresulen -3,11 2,87
SP Activos
Acetarsona -5,17 -51,04 Pentamicina 34,82  -97,40
Furazolidona 99,32 99,79 Azomicina 76,38 84,49
Mepartricina B 99,89 81,27 Ternidazol 70,49 60,77
Aminitrozol 79,51 91,81 Misonidazol 93,39 40,50
Clotrimazol 57,41 79,31 Satranidazol 93,53 99,73
“®Prediccion de la actividad tricomonicida, Ec. 3.11y 3.12, respectivamente: AP% = [P(Activo) -
P(Inactivo)]x100.
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Tabla 3.32 Nombre y clasificacion de los compuestos activos en la SE y SP segun los dos
modelos TOMOCOMD-CARDD desarrollados para indices bilineales basados en relaciones
de enlace.

Nombre AP%"  AP%" Nombre AP%* AP%"
SE Inactivos
Amantadina -98,65 -99,24 Nonaperona -96,29 -97,89
Tiacetazona -44.75  -77,21 Rolipram -34,28 -88,14
Cloral betaina -97,98 -57,59 N-Hidroximetil-N-metiltiourea  -81,24 -95,81
Carbavina -76,93 -87,94 Acido clorobenzoico -72,40 20,30
Norantoina -54,69 -45,89 Acetanilo -80,34 -97,77
Orotonsan Fe 16,86 59,14 Guanazol -89,20 -98,14
Picosulfato 94,95 98,22 Tetramina -88,62  -99,02
Naftazona -27,25 -81,34 Mecisteina -80,69 -78,02
Besunida -40,57 -43,37 Cirazolina -70,42  -95,18
Acetazolamida -48.56  -63,82 Metocarbamol 71,79 -69,69
Propamina -98,21 -98,66 Lisergida -93,54 -87,22
RMI 11894 -98.43 -98,70 Dopamina -84,53 -95,62
Ag 307 -89,68 -95,44 Bufeniodo -96,62 -81,71
Toduro de barbismetilo -97,55 -99,65 Celiprolol -76,08 -89,83
Bromuro de pancuronio -99,03 -91,10 Erisimina -8,80 -45,76
Eter vinilico -65,45 -98,54 Peruvosido 2947 -31,38
Basedol -76,80 -17,97 Amitraz -93,60 -88,41
Carbimazol -30,82 79,35 Proclonol -94,12 75,78
Levulinato de didimio -68,02 -97.84 Asame 2,16  -81,28
Percloroetano -93,48 -96,62 KC-8973 -90,51 -97,10
Pirantel -89,36  -98,33 Etidina -1430 -47,57
Remifentanilo -78,10  -95,12 Metioglicato magnésico -49,18 -97,39
Petidina -79,63  -96,06 Alibendol -14,35 -87,68
Tartrato de tenalidina -98,56 -99,78 Bromuro de diponio -98,01 -97.89
Bamipina -91,02  -98,23 Estreptomicina 97,81 84,39
Colestipol -9593 -99,71
SP Inactivos

Citenazona -66,17  -46,26 Neguvon -95,86 -71,35
Metenamina -83,90 -91,56 Ciclopramina -94,07 -93,12
Penticloral -85,49  -90,23 Litracen -97,74 -99,54
Ferriclato doble de sodio
calcio Yoo 00 100 Hidréxido de trimetilsulfonio 000 100
Ferroceron -99,89  -99,88 Norgamem -73,04 -97,19
Emodina -19,31 -84,72 Emylcamate -91,46 -92,70
Butanol -94,79  -99,47 Acetilcolina -87,52  -99,87
Espironolactona -95,73  -96,12 Carazolol -71,90 -93,16
Broncolina -99,38 -99,16 Cefazolina 69,40 99,47
Imekhina -99,71 -99,16 Penicilina -82,42 19,66
Difenadiona -17,79 96,11 Aziromicina -76,72  -91,26

*“Prediccion de la actividad tricomonicida, Ec. 3.11 y 3.12, respectivamente: AP% = [P(Activo)-
P(Inactivo)]x100.
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Tabla 3.33 Resultados de la prediccion de dos modelos QSAR basados en ADL de las SE y

SP.
g::ii;ilil;fn Exactitud Sensibilidad  Especificidad ‘l;;lss;;; (;rsr:tll’;(t):’
1 2 (O, chi ? (0, o
Matthews (C) QTotal ( A’) hit rate ( A’) ( A’) (%)

indice Bilineal tipo-enlace No-estocastico (Ec. 3.11)

SE 0,80 90,11 90,00 87,80 9,80

SP 0,85 93,75 90,00 90,00 4,55
indice Bilineal tipo-enlace Estocastico (Ec. 3.12)

SE 0,73 86,81 85,00 85,00 11,76

SP 0,71 87,50 80,00 80,00 9,09

Como ejercicio de prueba de robustez, un proceso de validacion cruzada fue

desarrollado para ambos modelos retirando cada vez el 10 % de los compuestos (Leave-10-

fold full-out, segin sus siglas en inglés (Wold y Eriksson, 1995; Rose y col., 2002). Los

resultados de la VC de los modelos 3.11 y 3.12 son mostrados en la Tabla 3.34. La media

global de la clasificacion correcta en la SE(SP) usando estos modelos fue de 89,63 % (86,89

%)y 87,07 % (84,39 %), respectivamente.

Tabla 3.34 Resultados de la validacion cruzada dejando el 10 % de los casos fuera de la SE.

Grupo %Clasif”

A

D2

F

%Clasit"

%/~ Clasif*

A

D2

F

%Clasif”

Ec. 3.11 (Indice Bilineal basado en enlaces no est.)

Ec. 3.12 (indice Bilineal basado en enlace est.)

1 88,89 044 504 1573 80,00 | 8765 040 604 1885 80,00
2 91,46 045 486 1533 7778 | 86,59 042 543 17,12 88,89
3 89,02 049 410 12,94 8889 | 86,59 044 497 1569 88,89
4 89,02 046 464 14,65 88,89 | 89,02 040 592 18,68 77,78
5 90,24 0,49 412 13,01 88,89 | 8659 044 508 1603 100
6 90,24 047 441 1390 77,78 | 86,59 042 540 17,04 77,78
7 89,02 045 481 1517 8889 | 8659 039 626 1974 88,89
8 89,02 044 498 1571 88,89 | 87,80 041 565 1783 77,78
9 89,02 047 440 13,89 88,89 | 86,59 043 515 1624 88,89
10 9036 048 428 13,73 100 | 86,75 041 579 18,56 75,00
Media 89,63 047 456 1441 86,89 | 87,07 042 557 17,58 84,39
SD 0,88 0,02 0,35 1,06 6,74 0,83 0,02 0,43 137 791

a,b Buena clasificacion global para ambos modelos en SE (90 % de la data) y SP (10 % de la data), respectivamente

Ec. = Ecuacién

Est. = Estocastica.
Clasif = Clasificacion

3.1.7.2 Corroboracion del poder predictivo de los modelos utilizando una segunda SP

externa

Una serie de 12 compuestos cuya actividad tricomonicida aparece citada en al literatura

(Ochoa y col., 1999; Coro y col., 2005) fue evaluada in silico mediante los modelos 3.11 y

3.12. Los resultados de prediccion computacional pueden ser observados en la Tabla 3.35.
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Tabla 3.35 Identificacién de compuestos citados en la literatura como tricomonicidas usando
modelos QSAR basados en ADL en ensayos de simulacion virtual.

R, R,
SYS\I 1 furfuril CH|(CH,),COOH -COOH
R N _N. R, 2 furfuril CH,-CH, -COOH
3 (CH,)5-COOH | CH,-CONH-CH,-COOH
(SYS SYS\I IR = >
R s N N~ N \ _— N ~- N ~
2 R R, R, =~ _><_-
o (e}
Ry= d \/\H/OH e \)J\l}l/\H/OH f OH g OH
¢ H O
o o] o)
h OH i OH K OH
OH NH,
HN" S0 © o
Actividad antitricomona
Comp.” Ref." AP%°  AP%"° pg/ml
100 10 1
76,57 79,43 100° 1000 87N)F
2 Ochoa y col., 1999 38,00 13,68  100° 94°  (59)F
12,46 -68,36  100° 100°  (65)F
Ie 63,79 30,18  952° (55,1) 0
Ig -6,20 4,78 100° 88,65 (2,2
Ih 18,87 27,84  100°  (46,8) 0
Ij 75,14 8515  92,7°  (30,2) 0
Ik Coro y col., 2005 31,58 37,42 100°  (50,2)" (15,6)
IId -71,99  -89,10 Inactivo
Ile 46,06 66,45  100° (84,000 (27,1)f
If 9235 1095  100°  (64,4) 0
g 230,82 54,47 100° (82.2)  (38.8)°

*Las estructuras moleculares de los compuestos estan respresentadas en la parte superior de la tabla. ® Referencias
bibliograficas de donde fueron tomados los resultados de la actividad in vitro. © ¢ Prediccion de la actividad
tricomonicida por las Ec. 3.11 y 3.12; AP% = [P(Activo) - P(Inactivo)]x100. ‘Porcentaje de reduccion de T.
vaginalis o actividad citocida a las 24 h. ‘Porcentaje de inhibicion de crecimiento de T. vaginalis a las 24 h.

3.1.8 Resultados de la prediccion virtual de compuestos con otros usos farmacologicos

Utilizando los 12 modelos de clasificacion descritos anteriormente (3.1; 3.2; 3.3; 3.4;
3.5; 3.65 3.7; 3.8; 3.9; 3.10; 3.11 y 3.12), se realiz6 la prediccion virtual de 174 compuestos

seleccionados de la literatura, los cuales poseen algun tipo de actividad antiprotozoaria; pero
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no sefialada frente a T. vaginalis. Otros 297 compuestos citados por poseer acciones
diferentes a la antiprotozoaria y a la tricomonicida, y los 73 “inactivos” incluidos en la SE y
SP utilizadas en la generacion de los modelos, fueron igualmente preparados para el cribado
virtual frente a T. vaginalis. A todos ellos les fueron calculados los indices cuadraticos,
lineales y bilineales no estocasticos y estocasticos, basados en relaciones tanto de atomos
como de enlaces mediante el software TOMOCOMD-CARDD. Posteriormente, cada caso fue
evaluado por los modelos de clasificacion a través de su inclusion en los ficheros de trabajo
del programa de procesamiento STATISTICA. En los Anexos 3 y 4 se muestra los valores de
AP% obtenidos con cada modelo para cada compuesto, es decir, la probabilidad con la que
cada modelo predice la accion frente a T. vaginalis en cada caso. Para los compuestos que
tienen algun tipo de actividad frente a otros protozoos, fue tomado como valor de corte en el
cribado virtual Para el resto de los compuestos, fue considerado como valor minimo de
probabilidad 70 %. Con el fin de determinar que compuestos resultaban mas prometedores, a
la evaluacion positiva por cada modelo se le asign6 valor de 1 punto, resultando que para
aquellos compuestos seleccionados como activos (segun el criterio de AP% correspondiente)
por todos los modelos, se tendrian 12 puntos de actividad, considerandose los mismos como
los més promisorios. De los 174 productos con alguna actividad frente a protozoos, 15
resultaron activos segin los 12 modelos por poseer valores de AP% > 80 %. Otros 12
compuestos fueron evaluados como positivos por 11 modelos y 7 por 10 modelos (Anexo 3).
Del grupo de 370 compuestos con otros usos farmacologicos, 5 tuvieron fueron clasificados
por los 12 modelos como activos (AP% > 80 %), uno por 11 modelos y 5 por 10 modelos. Es
de destacar que 237 de estos 370 casos no resultaron activos por ninguno de los 12 modelos

evaluados, y 30 compuestos por un solo modelo, representando mas del 70 % del total.

A partir de estos resultados virtuales, se seleccionaron 9 compuestos para ensayos In
vitro siguiendo el criterio de disponibilidad y factibilidad economica de su adquisicion. Dos
correspondian al grupo de inactivos (troxerutina y nitrodan) (Anexo 4) y 7 del grupo de los
activos frente a otros parasitos (nitromida, benznidazol, nihydrazona, nitrofural, nitrofenida,
nifurtimox, mefloquina) (Anexo 3). A estos 9 compuestos seleccionados se les determind la
actividad in vitro frente a la cepa ATCC JH de T. vaginalis (ver punto 3.2.3.3 Cribados
farmacologicos de los productos con actividad in silico frente a T. vaginalis). Los compuestos
con mejores resultados in vitro fueron seleccionados para ser evaluados in vivo en un modelo
de infeccion intraperitoneal en ratén NMRI (ver puntos 3.4.2.3. Experimento 3 y 3.4.2.4.

Experimento 4).
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Debe ser apuntado, que de uno de los productos evaluados por los modelos virtuales
(tenonitrazol), s6lo conociamos al inicio del estudio, su accion antifingica. La accion frente a
T. vaginalis de dicho compuesto fue predicha por 11 de los 12 modelos empleados en el
cribado virtual. Posteriormente conocimos de su accion frente a T. vaginalis publicada por
Viossat y col., (1991), por lo que no le fueron repetidos los ensayos in vitro frente al parasito.
Este resultado corrobora las potencialidades de nuestro sistema de modelos para la

identificacion (seleccion) de nuevos compuestos lideres tricomonicidas.

3.2 Ensayos in vitro
3.2.1 Cribados farmacologicos de los productos con actividad in silico frente a T.

vaginalis

Una vez realizado la corroboracion experimental de todos los modelos utilizando los
compuestos de sintesis, se procedid a evaluar in vitro, aquellos compuestos que le fue
calculada la prediccion mediante métodos virtuales por los 12 modelos no estocasticos y

estocasticos descritos en el apartado 3.1.

Los compuestos para cribados in vitro fueron escogidos teniendo en cuenta en primer
lugar, todos aquellos que tuvieron una prediccion acumulada en 9 6 mas de los 12 modelos
evaluados, su existencia fisica en el laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de
la UCM, asi como su factibilidad econdmica y/o facil obtencion por sintesis quimica,
quedando por evaluar una gran cantidad de compuestos los cuales mostraron una prediccion

elevada, lo que resulta un potencial de trabajo para futuras investigaciones.

En la Tabla 3.38 se puede observar los resultados del cribado in vitro de los productos
escogidos con buena prediccion virtual frente a T. vaginalis. De los 9 compuestos evaluados, 8
mostraron actividad citocida a la concentracion de 100 pg/ml y tres (benznidazol; nihidrazona

y nitrofenida) mantienen esta actividad a la concentracionde 10 pg/ml.
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Tabla 3.38 Resultados de la actividad in vitro de los compuestos con buenos resultados de
prediccion frente a T. vaginalis en ensayos virtuales.

Nimero. Product Actievlidad % Act Citost (% Red) 24 h % Act Citost (% Red) 48 h
Modelos 100 10 1 100 10 1

1 Nitromida 12 95,72 71,39 45,99 98,67 28,27 18,63

2 Benznidazol 11 100,00 88,85 11,49 100,00 88,38 16,17

3 Nihidrazona 11 100,00 100,00 82,35 100,00 100,00 68,95

4 Nitrofural 11 99,28 38,94 2,23 100,00 32,93 0,00

5 Nitrofenida 11 100,00 97,11 49,20 100,00 98,87 17,56

6  Nifurtimox 10 100,00 86,21 21,44 100,00 60,72 14,37

7 Mefloquina 10 100,00 40,03 0,00 100,00 30,60 0,27

8  Nitrodan 12 99,25 68,98 39,04 99,49 32,55 25,48

9 Troxerutina 12 8,40 0,00 0,00 32,63 5,09 0,00
MTz  Metronidazol 12 (100) (99,1) (98,0) (100) (100) (99,5)

Leyenda: Actividad farmacologica de los compuestos ensayados, los cuales fueron afiadidos a los cultivos a las
concentraciones de 100, 10 y lug/ml: % Act Citost # = Actividad citostatica (24 43 horasy Y (Yo Red)# =
Actividad citocida (4 ¢ 43 horas). Mtz = Metronidazol (concentraciones de 2, 1 y 0.5 pg /ml, respectivamente)

3.3 Ensayos in vivo

3.3.2 Ensayos in vivo utilizando el modelo de infeccion intraperitoneal con T. vaginalis en

ratones NMRI

Se realizaron 4 experimentos in vivo donde se determiné la actividad de diferentes
compuestos que resultaron activos por los modelos in silico e in vitro. Se utilizaron ratones
NMRI, los cuales se infectaron por via intraperitoneal con la cepa ATCC CINIH de T.
vaginalis. Para cada compuesto probado se utilizo un grupo de 10 ratones. En cada
experimento se utilizaron controles de infeccion y de tratamiento con metronidazol. A todos
los ratones se les determiné el Indice de patogenia (IP) y se les controld el peso antes y

durante el tratamiento.
3.3.2.1 Experimento 1

En este experimento se formaron 6 grupos de 10 ratones cada uno y distribuidos de
forma aleatoria. Dos de estos grupos fueron tratados con los productos de sintesis (VAS5-10y
VA2-25), los restantes 4 grupos se utilizaron como control de infeccion, control de
tratamiento con metronidazol, control inoculado con medio por via intraperitoneal y control

de peso sin infectar.
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A los animales muertos durante el transcurso del experimento se les determiné el IP,
puntuando mortalidad y lesiones de acuerdo al baremo del apartado 3.3.4.2. Los ratones que
no murieron fueron sacrificaron a los 15 dias, valorandose la presencia de las lesiones, segin
la Tabla 3.15. El mayor IP encontrado fue el del grupo control con 35 + 8.34 puntos, (Anexo
5), siendo el 6rgano mas afectado el higado por su cara diafragmatica, con una media de 9.8
de 12 puntos posibles. Ninguno de los grupos de ratones tratados con los productos de sintesis
mostrd una mejoria significativa con respecto al grupo control de infeccion , siendo el IP para
los compuestos VAS5-10 y VA2-25 de 33 + 8.65 y 25.2 + 3.43, respectivamente. Teniendo en
cuenta que los datos no tienen una distribucion normal (Figura 3.10), se compararon los
grupos mediante la prueba de Kruskal-Wallis, encontrdndose diferencias altamente

significativas (P<0.01) entre los grupos.
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3- Control sin tratamiento 4- Mtz

indice de Patogenia

Figura 3.10 Histograma de frecuencia absoluta del indice de patogenia de ratones infectados
con T. vaginalis y tratamientos aplicados.

Para conocer que grupos se diferenciaban estadisticamente, se realizd la prueba de
comparaciones multiples para distribuciones libres, encontrandose diferencias altamente
significativas (P<0.01) entre los grupos control de infeccion y tratado con metronidazol, el
cual tuvo un IP de 1.6 + 1.84 (Tabla 3.45). Los ratones tratados con metronidazol también se
diferenciaron de los que recibieron los productos VA5-10 y VA2-25, no encontrandose en
estos casos resultados favorables para estos compuestos. Los grupos control de peso e

inoculado con medio por via intraperitoneal, no mostraron ninguna lesion.
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Tabla 3.45 Resultados del indice de patogenia de los ratones infectados por via intraperitoneal

y tratados por via oral con diferentes tratamientos. Experimento 1.

Producto Py H H

Evaluado Mo LA qp BPE vy cpy TP
VA5-10 Media 12 1 48 76 82 102  33°
o 0
{
0 \O:(’N |N\ Desv. Stad. 253 216 140 158 199 1.14 865
N »Z
H
VA2-25 Media 0 0 1 7.2 7.2 9.8 252
o 0
o’N
N Desv. Stad. 000 000 105 140 215 148 343
NQ
Media 2 14 42 88 88 98 35
Control de Infeccié
ontrof e fmeccion Desv. Stad. 462 212 239 215 169 175 834
Metronidazol Media 000 000 060 020 080 000 1.60°
o [ TOH
N_ N CH, Desv. Stad. 000 000 097 063 103 000 1.84

o L

Letras iguales (a,a) (b,b) no difieren estadisticamente (P>0.05)
Letras diferentes (a,b,c) difieren estadisticamente (P<0,01)

indice de Patogenia

Tratamientos

® Media [__] + Error Estandar _|_ + Desviacién Estandar
1 VA5-10 2 VA2-25 3 Control Infeccion 4 Mtz

Figura 3.11 Media y Variabilidad del indice de patogenia de los ratones infectados con
T. vaginalis. Experimento 1.
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En esta Figura 3.11 se observan esquematicamente las medias de los IP de los grupos
tratados (1; 2; 4) y control sin tratamiento (grupo 3), ademas del error y la desviacion
estandar. En este grafico se puede valorar mas claramente las diferencias entre cada uno de los
grupos.

Otros de los aspectos valorados en los ratones infectados con T. vaginalis fue el peso
vivo y su comportamiento durante el experimento. Todos los ratones fueron pesados antes de
infectarlos (tiempo cero) y se distribuyeron aleatoriamente para cada grupo, no existiendo
diferencias significativas (P>0.05) mediante la prueba de Kruskal-Wallis en cuanto al peso de
los ratones de cada uno de los grupos formados (Figura 3.12). Nuevamente, fueron pesados
antes de proceder al tratamiento y al final del experimento (3, 4, 5, 6, 9, 10, 11 y 15 dias post
infeccion). En los resultados se pudo comprobar que los ratones infectados habian disminuido
de peso al tercer dia post infeccion con respecto al peso inicial y con respecto a los ratones
controles que no fueron infectados, existiendo una diferencia altamente significativa (P<0.01)
entre el peso de los ratones en el tiempo cero y a las 72 horas (Figura 3.12) y entre el peso de
los ratones infectados y no infectados. Esta prueba se determiné mediante t-test para dos

muestras dependientes.
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—e— VAS5-10 —m— VA2-25
—a— Control infeccion Metronidazol
—%— Control inoculado con medio —e— Control de peso sin infectar

Figura 3.12 Seguimiento del peso de los ratones infectados con T. vaginalis por via
intraperitoneal y con diferentes tratamientos.

La diferencia del peso al final del experimento fue marcada entre el grupo tratado con

metronidazol y los grupos control de infeccion y el tratado con VAS-10, existiendo diferencias
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estadisticas significativas entre ellos (P<0.01) al comparar los pesos mediante Analisis de
Varianza y la prueba de Diferencias Significativas Minimas (LSD). No existi6 diferencias
significativas (P>0.05) entre los grupos control sin tratar y el tratado con VAS5-10,

comportandose su peso de forma similar.

3.3.2.2 Experimento 2

En este experimento se formaron tres grupos para tratamientos con productos de sintesis,
los cuales tuvieron buena prediccion in silico y corroboracion experimental in vitro. Se
utilizaron ademas dos grupos controles, uno sin tratamiento y otro tratado con metronidazol.
Los productos ensayados en los tres primeros grupos fueron el VA7-67, el VA7-69

(quinoxalin-2-onas 1,4-disustituidas) y el VA8-34 (quinoxalin-2-ona condensada).

Tabla 3.46 Resultados del indice de patogenia de los ratones infectados por via intraperitoneal
y tratados por via oral con diferentes tratamientos. Experimento 2.

Producto Py H H

Evaluado Mo LA op BPE () cpy P
VAT7-67 Media 0,00 0,20 4,00 4,40 4,00 7,20 19,8*
i i
N N (@]
o’
Desv. Stad. 00 06 1,9 21 1.3 1.4 33
N
|
CHa
VA7-69 Media 0,00 0,20 2,60 3,20 3,00 5,60 14,6%
CHs

oV N._-O
\©: f Desv. Stad. 0,0 0,6 1,9 1,0 1,7 2,5 3,7
N Cl

VAS-34 6,80 1,80 460 9,00 460 960 364> 6,80
(0]
[ |
o N N (o)
\O: 9.0 2.4 23 1,4 2,1 25 11,1 9,0
N
Control de Infeccién Media 1,60 220 7,60 9,80 820 11,00 404"
Desv. Stad. 3.4 2,2 1,3 1,8 1,8 1,1 6,5
Metronidazol Media 0,00 0,00 067 044 044 0,00 1,56
Desv. Stad. 0,0 0,0 1,0 0,9 0,9 0,0 1,7

Letras iguales (a,a) (b,b) no difieren estadisticamente (P>0,05)
Letras diferentes (a,b,c,d) difieren estadisticamente (P<0,01)

Al comparar los IP (Tabla 3.46) mediante la prueba de Kruskal-Wallis se comprob6 que

existen diferencias altamente significativas entre los grupos de la investigacion (P<0,01). Los
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mejores resultados se obtuvieron con la quinoxalinona que tiene un sustituyente metil y
cloropentil en las posiciones 1 y 4, respectivamente (VA7-69) cuyo IP fue de 14,6 = 3,7. A
este resultado, le sigui6 el de la quinoxalinona que tiene dos sustituyentes metil en posicion
1,4 (VA7-67), el cual mostré6 un IP de 19,8 + 3,3. En estos dos grupos tratados no hubo
muertes en los 15 dias que dur¢ el experimento. La prueba de comparaciones multiples para
distribuciones libres evidencid6 que entre las dos quinoxalinonas no existio diferencias
significativas (P>0,05). Sin embargo, si se encontraron diferencias altamente significativas
(P<0,01) con respecto al control de infeccion y al grupo tratado con metronidazol (IP = 1,56 +
1,7); teniendo este ultimo mejor resultado que los productos de sintesis ensayados.

Los resultados del IP obtenido en los ratones tratados con la pirroloquinoxalinona (VAS-
34) difieren de los obtenidos con los productos anteriormente analizados, en este caso de
obtuvo un IP = 36,4 + 11,1, el cual no difiere estadisticamente del control de infeccion (IP =
40,4 + 6,5). El grupo tratado con metronidazol tuvo una diferencia altamente significativa
(P<0.01) del resto de los grupos tratados con productos de sintesis y control de infeccion. En
la Figura 3.13 se observa esquematicamente la media del IP de los grupos tratados (1, 2, 3) y

control sin tratamiento y metronidazol (grupos 4 y 5), ademas del error y desviacion estdndar.
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Figura 4.13 Media y Variabilidad del indice de patogenia de los ratones infectados con T.
vaginalis. Experimento 2.

En este experimento también se valord el comportamiento del peso de todos los
animales tratados y controles, comprobandose que hubo una disminucion significativa a las 72

h post-infeccion con respecto al peso inicial de todos los ratones Figura 3.14. Para los calculos
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estadisticos, se utilizo el peso de los ratones de todos los grupos al inicio y a las 72 horas,

realizandole el analisis estadistico de t de student para dos muestras dependientes.

El incremento del peso fue significativo para los grupos tratados con metronidazol,
VAT7-67 y VA7-69, no existiendo diferencias significativas entre ellos (P>0,05) a los 15 dias
post-infeccion. El peso de los ratones en estos tres tratamientos si tuvo una diferencia
altamente significativa (P<0.01) con respecto al peso de los ratones del grupo control de
infeccion. También mediante la prueba de U Mann-Whitney se determindé que no existe
diferencias significativas entre el peso de los ratones del grupo tratado con VAS8-34 y el
control de infeccion (P>0,05), siendo esta diferencia desfavorable para este tratamiento

(Figura 3.14).

Peso

1 8 T T T T T T T

Dias

—o— VA7-67 —8— VA7-69 —A— VAS8-34

Control infeccion —¥— Metronidazol

Figura 3.14 Comportamiento del peso de todos ratones infectados con T. vaginalis por via
intraperitoneal en el tiempo cero y antes del primer tratamiento.

3.3.2.3 Experimento 3

En el experimento 3 se formaron 6 grupos de ratones NMRI e infectados con la cepa
ATCC CINIH de T. vaginalis. Se utilizaron dos grupos para ¢l tratamiento con los productos
de sintesis VA2-38 y VAS5-5b y dos para el tratamiento con benznidazol a una dosis de 100
mg/Kg/dia, diferenciandose en la duracion del tratamiento: 4 y 7 dias para los grupos 3 y 4,
respectivamente. Los grupos 5 y 6 se utilizaron para el control de infeccion y el tratamiento

con metronidazol, respectivamente. El benznidazol resultd activo en los modelos de
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prediccion virtual y posteriormente mostrd actividad en los ensayos in vitro frente a la cepa
ATTC JH31 A#4 de T. vaginalis.

Los ratones infectados y sin tratamiento tuvieron un IP de 41,78 + 4,3; siendo la
diferencia altamente significativa con respecto a los ratones tratados con metronidazol (IP de
10 £ 1,9). El 66.6 % de los ratones murid antes de los 15 dias post-infeccion en el grupo
control de infeccion, no muriendo ninguno de los ratones tratados con metronidazol (Tabla
3.47).

Los mejores resultados con los grupos tratados se obtuvieron con el benznidazol (100
mg/kg/dia), no existiendo diferencias significativas entre el IP de los dos grupos tratados con
este farmaco (4 y 7 tratamientos) y el grupo control con metronidazol (P>0.05), al realizarle el
analisis estadistico U Mann-Whitney. Los dos productos derivados de indazololes evaluados,
VA2-38 y VAS5-5b, tuvieron un IP menor (33,6 + 13,2 y 31,8 £ 9,8; respectivamente) que el
grupo control de infecciéon, mostrando diferencias estadisticas (P<0.05) con este control
solamente el grupo tratado con VAS5-5b. El IP obtenido por ambos grupos, tuvo una diferencia
altamente significativa (P<0.01) con el IP alcanzado por los grupos tratados con metronidazol

y benznidazol (Figura 3.15).
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Tabla 3.47 Resultados del indice de patogenia de los ratones infectados por via intraperitoneal
con T. vaginalis y tratados por via oral con diferentes tratamientos.

Py H H

Producto Evaluado M LA. GP BPE (CV) (CD) 1P

VA2-38 Media 2,40 0,20 7,80 8,80 6,60 7,80  33,6%¢
Q OH
o/N N\
/N

Desv. Stad. 42 0,6 2,2 3,0 3,0 3,9 13,2

VAS5-5b Media 1,80 0,40 5,20 8,60 8,00 7,80 31,8°
9 OH

\_Q Desv. Stad.

F
Benznidazol . b
@ ratamiontos) Media 000 000 340 300 240 220 110
0
'N)H 0
HoON Desv. Stad. 00 00 13 11 08 06 11
e
N
Benznidazol . b
(7 ratamiontos) Media 000 000 340 200 200 120 86
Desv. Stad. 00 00 13 09 00 10 16
Control de Infeccion Media 9.60 020 640 860 580 880 41.7°
Desv. Stad. 104 06 28 21 29 30 43
Metronidazol Media 000 000 3,00 260 260 180  10°°
Desv. Stad. 00 00 11 19 10 06 19

Letras iguales (a,a) (b,b) no difieren estadisticamente P>0,05
Letras diferentes (a,b,c,d) tienen diferencia estadistica P<0,05

En la Figura 3.15 se observa esquematicamente el comportamiento del IP de todos los

grupos tratados y controles con y sin tratamiento.
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Figura 3.15 Media y Variabilidad del indice de patogenia de los ratones infectados con T.
vaginalis. Experimento 3.

El comportamiento del peso fue similar al de los dos experimentos anteriores. En el
momento inicial del experimento, todos los animales mostraron un peso similar, con una
media general de 24,2 g de peso vivo para todos los grupos (Figura 3.16), no mostrando
diferencias significativas (P>0.05). Al tercer dia post-inoculacidn, y antes de iniciar el primer
tratamiento, todos los ratones habian disminuido de peso, obteniéndose una media para todos
los grupos de 21.5 g. Todos los grupos mostraron diferencias significativas entre el peso al
inicio y las 72 h después de la infeccion (P<0.05). El grupo control de infeccion no tuvo un
incremento del peso vivo, contrario a todos los grupos tratados, siendo marcada esta diferencia
(P<0.01) entre los grupos tratados con benznidazol, metronidazol y VAS5-5b a los 15 dias de

iniciado el experimento, tiempo en el que fueron sacrificados todos los animales.
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Figura 3.16 Comportamiento del peso de los ratones infectados con T. vaginalis por via
intraperitoneal y con diferentes tratamientos.

3.3.2.4 Experimento 4

En el experimento 4 se evaluaron otros dos compuestos que resultaron activos por los
modelos de prediccion y por la corroboracion experimental in vitro. En total se utilizaron
cuatro grupos de ratones NMRI de 10 animales cada uno, los dos primeros correspondieron a
los productos nihidrazona y nitrofenida, un tercer grupo correspondio al control de infeccion y
el ultimo al control de tratamiento con metronidazol.

Durante el desarrollo del experimento 5 ratones del grupo control de infeccion murieron
antes de los 15 dias, alcanzando este grupo un IP de 47,20 + 9,7 al final del experimento. Los
grupos tratados con los compuestos problemas no tuvieron diferencias significativas (P>0.05)
con el grupo control de infeccion, alcanzando un IP de 44,60 £ 9,6 y 51,0 + 9,8, para los
compuestos nihidrazona y nitrofenida, respectivamente. Estos tres grupos si tuvieron
diferencias altamente significativas (P<0.01) con el grupo control con metronidazol, el cual

obtuvo un IP de 7,60 + 1,8 (Tabla 3.48).
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Tabla 3.48 Resultados del indice de patogenia de los ratones infectados por via intraperitoneal
con T. vaginalis y tratados por via oral con diferentes tratamientos.

Evaluade MooLA Y OBPE o ip TP

Nihidrazona Media 600 100 840 920 940 10,60 44.6°
QN o__ 1

o @AN’NW% Desv. Stad. 91 14 16 10 10 13 96
(@]

Nitrofenida Media 1260 180 720 880 9.60 1100 5I°

(@]
O‘N/QS/S\©/N\O Desv. Stad. 12,7 18 14 1,0 0,8 14 9.8

o}
Control de infeccion Media 9,20 1,40 7,40 9,20 9,40 10,60 47,2°
Desv. Stad. 11,6 1,6 1,0 1,4 1,3 1,3 9,7
Metronidazol Media 0,00 0,00 1,60 1,00 2,80 2,20 7,6°
Desv. Stad. 0,0 0,0 0,8 1,1 1,0 0,6 1,8

Letras iguales (a,a) no difieren estadisticamente P>0,05
Letras diferentes (a,b,) tienen diferencia estadistica P<0,01
En la Figura 3.17 se observa esquematicamente el comportamiento del IP de los grupos

tratados y controles con y sin tratamiento.

De forma general el peso de los ratones durante los tres primeros dias de infectados, se
comport6 de forma similar a los experimentos 1; 2 y 3, disminuyendo marcadamente durante
este tiempo. Al hacer una analisis estadistico entre el peso de todos los ratones a las 0 h y a las
72 h, encontramos diferencias altamente significativas (Figura 3.17). Durante el tratamiento el
peso de los animales tratados con los productos nihidrazona y nitrofenida, no se diferencié del
peso de los animales del grupo control de infeccion, no existiendo diferencias significativas
entre ellos (P<0.05). El peso de los ratones de estos tres grupos, si se diferenci6é del grupo
control con metronidazol, el cual tuvo un incremento significativo a partir del dia 2 de

tratamiento (dia 4 post infeccion) y hasta el final del mismo.
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Figura 3.17 Media y variabilidad del indice de patogenia de los ratones infectados con T.
vaginalis. Experimento 4.
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Figura 3.18 Comportamiento del peso de los ratones infectados con T. vaginalis por via
intraperitoneal y con diferentes tratamientos.
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4. DISCUSION
4.1 Ensayos in silico

4.1.1 Modelos de prediccion. Desarrollo y validacion de las funciones discriminantes

Como resultado del estudio tedrico fueron generados 12 modelos de prediccion con el
objetivo de identificar nuevas entidades moleculares activas frente a T. vaginalis. Estos modelos
de clasificacion se obtuvieron a partir de los indices cuadraticos, lineales y bilineales
calculados con el programa TOMOCOMD-CARDD (Marrero y Romero, 2002). En todos los
casos se utilizd el analisis discriminante lineal (ADL) como metodologia (van de
Waterbeemd, 1995a) para obtener las funciones discriminantes (ecuaciones 3.1 - 3.12) y
discriminar entre las dos poblaciones de moléculas activas e inactivas. Este tipo de modelo de
clasificacion permite seleccionar racionalmente los candidatos mas promisorios de los

compuestos menos potentes o inactivos.

El poder predictivo de los modelos, asi como la robustez de los mismos, fueron
validados mediante series de prediccion externa o usando procedimientos de validacion
interna. Asi mismo fueron calculados los parametros utilizados comunmente en la estadistica
médica tales como sensibilidad, especificidad, falsos positivos y coeficiente de correlacion de
Matthews (C) (Baldi y col., 2000). En este contexto, la sensibilidad no es mas que la
probabilidad de predecir un ejemplo positivo correctamente, mientras que la especificidad es
la probabilidad de que una prediccidn positiva es correcta. A su vez, C cuantifica la fuerza de
la relacion lineal entre los descriptores moleculares y las clasificaciones, y puede proporcionar
a menudo una evaluacion mucho mas equilibrada de la prediccién que, por ejemplo, los

porcentajes de clasificacion correcta.

Los primeros 6 modelos de clasificacion corresponden a los resultados de las variables
obtenidas para indices cuadraticos (3.1 y 3.2), lineales (3.3 y 3.4) y bilineales (3.5 y 3.6)
basados en las relaciones de adyacencia entre los atomos que conforman las moléculas de la
serie de entrenamiento (SE) y serie de prediccion (SP). Con las dos primeras de estas
ecuaciones (3.1 y 3.2) se obtuvo un C de 0,89 (0,75) y 0,73 (0,75) para las SE (SP),
respectivamente. Los modelos obtenidos, para las ecuaciones 3.3 y 3.4, mostraron un C
elevado de 0,91 (0,81) y 0,82 (0,72), para las SE (SP), correspondientemente, mientras que
para las ecuaciones 3.5 y 3.6 el C fue de 0,89 (0,79) y 0,87 (0,85), en las SE (SP),

respectivamente. Como puede observarse todos los C sobrepasan el 0,75 % para la SE excepto
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para el modelo 3.2 (0,73); mientras que para la SP el C mas bajo obtenido fue para la ecuacion

34.

Los siguientes 6 modelos corresponden a los resultados obtenidos para indices
cuadraticos (3.7 y 3.8), lineales (3.9 y 3.10) y bilineales (3.11 y 3.12) basados en este caso en
las relaciones de adyacencia entre enlaces. Las ecuaciones para los modelos 3.7 y 3.8 alcanzan
un C de 0,75 (0,71) y 0,78 (0,65), respectivamente para las SE (SP). En las ecuaciones 3.9 y
3.10 tuvieron un C fue de 0,78 (0,71) y 0,65 (0,65) para las SE (SP), correspondientemente,
mientras que las ecuaciones 3.11 y 3.12 obtuvieron un C de 0,8 (0,85) y 0,73 (0,71), para las
SE (SP), respectivamente. En sentido general, los modelos basados en las relaciones de

atomos obtuvieron un C mas elevado que para los modelos basado en las relaciones de enlace.

El porcentaje de buena clasificacion o exactitud fue superior al 80% en todos los
modelos tanto para la SE como para la SP, al igual que la sensibilidad y especificidad, con
excepcion del modelo 3.10 que posee la mas baja especificidad de todos los modelos (78,57%
y 72,73%, para la SE y SP, respectivamente) (Tabla 3.27). La “razon de falsa alarma” (FAR)
revela la probabilidad de seleccionar un compuesto negativo (no tricomonicida) como positivo
(tricomonicida). El célculo de este parametro estadistico se realizo tanto para las SE como
para las SP por cada uno de los modelos obtenidos. En la mayoria de los casos la FAR se
comporto por debajo del 12%, siendo superado este valor solamente por 3 modelos y de estos
solamente uno para la SE, correspondiendo los demés casos para la SP (modelos 3.4 y 3.8 con
FAR > 12 % para la SP y el modelo 3.10 con FAR > 12% tanto para la SE como para la SP).
En los tres casos esta FAR superior al 12% corresponde a ecuaciones basadas en indices
estocasticos. Teniendo en cuanta la cantidad de compuestos quimicos que existen en la

actualidad (http://www.cas.org/) a los cuales no se les han realizado ensayos frente a

microorganismos patdgenos, es preferible obtener una FAR lo mas baja posible, pues de esta
manera no estaremos evaluando compuestos que los modelos lo describen como positivo,

siendo realmente negativos.

La validacion cruzada (VC) fue considerada como metodologia para probar la robustez
de los modelos obtenidos. Dicha VC consistio en retirar grupos de compuestos de la SE,
volviendo a repetir los modelos con la base de datos reducida, hasta que todos los compuestos
fueron retirados una vez (Wold y Eriksson, 1985; Rose y col., 2002). Se realizaron 5 VCs en
el desarrollo de todos los modelos, dejando en 4 de estas el 10 % de los compuestos fuera
(Leave-10-fold full-out, segun sus siglas en inglés) y en un caso (indices bilineales basado en

relaciones de atomos) el 15% de los compuestos. En este ultimo caso se utilizé un 15% debido
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a que la SE utilizada para el ajuste de estos modelos con los indices bilineales fue mayor que
las SE utilizadas en los ajustes de los modelos con los restantes indices, Este proceder esta en
concordancia con lo referido en la literatura internacional para este tipo de procedimiento
donde se plantea que los grupos deben disefiarse con una dimension entre el 10 y el 20% de
los datos (Wold y Eriksson, 1985; Rose y col., 2002). En los resultados se obtuvo que el
promedio resultante de dicho proceso de validacion fue superior al 90% para los modelos 3.3;
3.4; 3.5 y 3.6, correspondiendo en este caso a los modelos obtenidos para los indices basado
en las relaciones de adyacencia entre &tomos. Solamente en el caso particular de la ecuacion
3.3 uno de los modelos obtenidos alcanza un porcentaje de clasificacion por debajo de 70 %
para la SE, sin embargo con este mismo modelo se alcanza un 100% de clasificacion para la
SP. El resto de los modelos obtenidos para indices basados en las relaciones de adyacencia
entre enlaces, alcanzan valores medios en la VC entre 80% y 90% tanto en la SE como en la

SP.

Con el propdsito de corroborar aun mas el poder predictivo de los modelos, se llevo a
cabo una validacion de los modelos obtenidos utilizando una segunda SP externa. Los
compuestos seleccionados para conformar dichas series aparecen citados en la literatura con la
actividad resultante de pruebas in vitro frente a T. vaginalis (Alcalde y col., 1995; Gavini y
col., 1997; Ochoa y col., 1999; Gavini y col., 2000; Aguirre y col., 2004; Kouznetsov y col.,
2004b; Coro y col., 2005). Esta actividad, tanto negativa como positiva obtenida frente a T.
vaginalis, nos sirvi6 para corroborar la calidad predictiva de los diferentes modelos. Aunque
los distintos autores plantean varias formas de determinar la actividad frente al parasito, se
puede plantear que existié correspondencia en la mayoria de los casos entre la prediccion in
silico con la actividad experimental publicada, considerando siempre como activos aquellos

compuestos que mostraron accion a la maxima concentracion evaluada.

Como puede ser visto en los resultados, los modelos 3.3 y 3.4 clasifican correctamente la
mayoria de los 9 compuestos seleccionados (Gavini y col., 1997; 2000; Aguirre y col., 2004;
Kouznetsov y col., 2004b). En el segundo caso, (ecuacion 3.4) solamente dos compuestos fueron
seleccionados como falsos inactivos (clasificacion correcta de 77,77%), mientras que con el
modelo 3.3, la prediccion fue del 100 %, obteniéndose actividad para todos los compuestos.
Este resultado, conjuntamente al obtenido en la SP, es la validacién mas importante de los
modelos desarrollados, pues se ha podido corroborar la prediccion in silico, en un ejercicio
simulado de cribado virtual con compuestos evaluados experimentalmente y referidos en la

bibliografia.
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Empleando los modelos 3.5 y 3.6 fueron evaluados igualmente compuestos con
actividad frente a T. vaginalis segiin Alcalde y col., (1995); Gavini y col., (1997); Gavini y
col., (2000); Aguirre y col., (2004). En todos los casos se observé correspondencia entre los

resultados teoricos y la actividad descrita por los distintos autores.

En este caso, la ecuacion 3.7 tiene un poder predictivo sobre estos compuestos del
83,33%, clasificando mal 2 compuestos (un falso positivo y un falso negativo) de los 12
evaluados. Por otra parte, el modelo 3.8 clasificé inadecuadamente un total de 3 compuestos
(75% de buena clasificacion). Dos de los mal predichos fueron falsos negativos y uno un falso

positivo.

El modelo 3.9 fallo al clasificar erroneamente dos compuestos, los cuales mostraron
actividad in vitro (Ochoa y col., 1999) a la maxima concentracion evaluada (100 ug/ml). En
este caso el modelo mostr6 un 83,33% de buena clasificacion. La ecuacion 4.20 predijo como
activos a tres compuestos planteados como inactivos por Gavini y col., (2000). El porcentaje

de buena clasificacion para este modelo fue del 75% en esta serie externa.

El modelo 3.11 tiene un PBC del 75 %, prediciendo 3 compuestos como falsos negativos
al ser comparados con los resultados publicados por Ochoa y col., (1999) y Coro y col.,
(2005). Un mejor resultado fue encontrado empleando el modelo 3.12, el cual s6lo predice

incorrectamente dos compuestos activos como falsos negativos para un 83,33 % de PBC.

Con estos resultados queda demostrado que se pueden utilizar los modelos
anteriormente mencionados para detectar compuestos con posible actividad tricomonicida,

considerando un margen de error razonable (menor del 30 %).

4.2 Ensayos in vitro e in vivo

Por falta de un sistema de prueba adecuado, se ha ensayado un gran niimero de modelos
de infeccion ectdpicas para evaluar el valor terapéutico de sustancias de prueba, en ratones,
ratas y cobayos con T. vaginalis aisladas de humanos o de animales. Todos estos modelos
poseen la desventaja que la sustancia no actiia en su sitio natural, sino en tejido subcutaneo,
abdomen o en tejidos intramusculares. En los diferentes modelos las sustancias pueden
mostrar variados efectos en dependencia de su comportamiento farmacocinético

(Meinsgassner y col., 1975).
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El modelo animal de T. vaginalis utilizando ratones NMRI también se ha utilizado para
valorar el comportamiento de 52 aislamientos de este protozoo (Rojas y col., 2004). Estos
experimentadores utilizaron ratones NMRI machos con un peso entre 20 y 22 g, los cuales
fueron inoculados con los distintos aislamientos para determinarles el IP. También utilizaron
grupos controles no inoculados e inoculados con medio sin suero. Ninguno de los animales de
estos grupos controles mostraron signos de alteraciones o dafios en sus 6rganos, por lo que
todas las lesiones encontradas en los demdas grupos donde son producto de la accion del

protozoo y no del medio utilizado como vehiculo.

En el experimento 1 realizado por nosotros, no se encontraron lesiones de los 6rganos en
los animales de los grupos controles sin inocular y control inoculado con medio. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Rojas y col., (2004). Ademas de la valoracion de
las lesiones, evaluamos el comportamiento del peso de los ratones durante la duracion del
experimento. Los ratones de estos dos grupos controles, mantuvieron el incremento del peso
vivo hasta el dia 15 en que fueron sacrificados, contrario a lo que ocurre con los ratones
infectados de los 4 experimentos realizados que disminuyen marcadamente de peso hasta el
tercer dia, comportandose posteriormente en dependencia de la actividad del tratamiento
aplicado a cada grupo. Teniendo en cuenta los resultados de los grupos controles sin inocular
e inoculado con medio, no se volvieron a utilizar en los experimentos 2; 3 y 4. En todos los

experimentos si se utilizé el grupo control de infeccion y el de tratamiento con metronidazol.

El indculo de T. vaginalis utilizado en los experimentos fue de 1 x 107 por ratén en un
volumen final de 0,6 ml por via intraperitoneal. Inoculo similar fue empleado por Gold
(1993), con la diferencia de que ellos sacrifican los animales al séptimo dia de iniciado el
experimento. Posteriormente Nogal (1999), hace un estudio de tres indculos distintos (10%
5x10° y 107) y diferentes tiempos de duracién de los experimentos (15 y 30 dias),
recomendando 107 T. vaginalis/raton como el inéculo ideal para lograr un mejor IP en los
animales infectados y 15 dias para sacrificar a los ratones y valorar las lesiones. Este mismo
autor plantea que la cepa consanguinea BALB/c muestra el mayor IP al compararla con otra
cepa consanguinea (C57Bl/10J) y las no consanguineas NMRI y CD-1. En nuestros
experimentos se utiliz6 la cepa no consanguinea NMRI, alcanzando en todos los casos un IP
adecuado en los ratones infectados, lo que nos permitié poder utilizar esta cepa para la
evaluacion in vivo de los productos que resultaron activos en los modelos de prediccion y
posteriormente en los ensayos in vitro. Segiin Nogal (1999), la actividad tricomonicida de los

productos de sintesis se valora en funcion de la reduccion de la mortalidad y las lesiones
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abdominales de los ratones tratados al compararlos con un grupo control no tratado. El

procedimiento empleado fue el descrito por Toyos (1974) y modificada por Escario (1985).

En total fueron evaluados 9 productos in vivo utilizando el modelo de raton infectado por
via intraperitoneal. De los 9 productos, 6 son productos de sintesis y 3 compuestos ya
utilizados como medicamentos con otros usos farmacoldgicos y que no tienen actividad
planteada frente a T. vaginalis. De los productos de sintesis ensayados, 2 son indazolinonas, 2
quinoxalinonas y los otros 2 indazololes. Los mejores resultados se obtuvieron con las
quinoxalinonas (VA7-67 y VA7-69), no siendo estos comparables a los obtenidos con el

metronidazol.

Los tres productos ensayados con otros usos farmacologicos fueron benznidazol,
nihidrazona y nitrofenida (Corti y Yampolsky, 2006). Estos tres productos fueron predichos
por los diferentes modelos como activos frente a T. vaginalis. Los mismos fueron
posteriormente evaluados in vitro frente a la cepa ATCC JH31 A#4 de este parasito. Teniendo
en cuenta los resultados in silico e in vitro se evaluaron estos tres compuestos en el modelo in
vivo utilizando ratones NMRI infectados con T. vaginalis. El mejor resultado se obtuvo con el
benznidazol, el cual mostr6 un IP similar al metronidazol, incluso con la aplicacién de una
pauta de tratamiento igual a la del fArmaco de referencia. El IP del benznidazol fue menor que
el alcanzado por el grupo tratado con metronidazol, aunque no se encontraron diferencias
significativas entre ellos. Resultados similares se encontraron con el grupo de ratones donde
se aplicaron 4 tratamientos por via oral con benznidazol, siendo el IP ligeramente superior al
del metronidazol. Contrariamente los otros dos compuestos (nihidrazona y nitrofenida) no

tuvieron ningun efecto curativo en los ratones infectados.

A pesar de este resultado negativo en dos compuestos, somos del criterio que el
procedimiento utilizado de seleccion virtual y corroboracion experimental de aquellos
productos con mayores posibilidades de ser activos frente a T. vaginalis, es importante para el
desarrollo acelerado de nuevos medicamentos. Actualmente en los campos de la
bioinformatica y sintesis molecular, estan surgiendo numerosos proyectos para el estudio y
disefio de nuevos agentes terapéuticos que puedan hacer frente a diferentes enfermedades
ampliamente extendidas. Por esta via se pueden obtener resultados positivos a muy corto
plazo, si tenemos en cuenta que la cantidad de ensayos es mucho menor que la capacidad de
sintesis de nuevos compuestos a nivel mundial (Venkatesh y Lipper, 2000). La aplicacion de
la tecnologia computacional para la sintesis dirigida durante el descubrimiento y desarrollo de

nuevos medicamentos ofrece un potencial considerable de la reduccion del numero de
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estudios experimentales requeridos para la seleccion e identificacion de nuevos principios

activos (Boobis y col., 2002)

El resultado encontrado con el compuesto benznidazol avala estos procedimientos de
busqueda de nuevos y viejos principios activos con actividad frente a un determinado
patogeno. En la bibliografia consultada no se encontrd referida la actividad de este
medicamento frente a T. vaginalis y si frente a otros parasitos como Trypanosoma cruzi (OPS
y OMS, 1998). En trabajos recientes realizados por Rolon, (2005), no se le encontrd actividad

citotoxica frente a cultivos de macrdéfagos a ninguna de las tres concentraciones ensayadas.

El benznidazol fue desarrollado por Roche en 1974; pero producto de la escasa
financiacién para la produccion y comercializacion, a pesar de la alta demanda en 21 paises de
Latinoamérica, se esta realizando una transferencia de tecnologia para un pequefio laboratorio
publico de Brasil. A menudo este fairmaco no estd incluido en las Listas Nacionales de
Medicamentos Esenciales (LNME) a pesar de ser la terapia de una enfermedad endémica en
los paises de América Latina y de estar incluido en la lista de medicamentos esenciales de la

OMS (Uranga y Herranz, 2003).
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5. CONCLUSIONES

De los resultados presentados y la discusion de los mismos se derivan las siguientes

conclusiones:

1. Se logré desarrollar 12 modelos QSAR con un adecuado poder predictivo utilizando
los indices cuadraticos, lineales y bilineales (tanto totales como locales) no
estocasticos y estocasticos basados en las relaciones entre a&tomo y enlaces, obtenidos
mediante el programa TOMOCOMD-CARDD que permiten la discriminacion de la
actividad antiprotozoaria frente a T. vaginalis.

2. La actividad in vitro frente a T. vaginalis de varios compuestos con otros usos
farmacoldgicos fue ensayada, obteniéndose una adecuada concordancia entre los
resultados in silico y la actividad in vitro.

3. Los productos que mostraron mayor actividad in silico e in vitro fueron evaluados en
ensayos in vivo, en donde el producto Benznidazol mostr6 la mejor actividad

6. RECOMENDACIONES

En la continuacion de la presente investigacion es importante se consideren las siguientes

recomendaciones:

1. Utilizar otras familias de nuevos descriptores moleculares tridimensionales (3D)
implementados computacionalmente en el programa TOMOCOMD-CARDD en la
modelacion de la actividad trichomonicida.

2. Continuar con las evaluaciones de los compuestos que mostraron actividad por los
modelos in silico.
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