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Analisis estructural de interacciones in silico de fitoconstituyentes de Solanum ame-
ricanum Mill., Solanum guaraniticum A. St.-Hil y Solanum lycopersicum L. con la pro-
teina tripanotiona reductasa de Leishmania infantum. Leishmania infantum es el principal
causante de leishmaniasis visceral en humanos y en varios mamiferos. Numerosos estudios
sugieren que la tripanotiona reductasa (TR) es un buen blanco para la busqueda de molé-
culas bioactivas capaces de interaccionar e inhibir funciones de esta proteina. El objetivo de
esta investigacion fue determinar in silico los fitoconstituyentes de S. americanum, S. guara-
niticum y S. lycopersicum que demuestran afinidades de interaccion con la TR, mediante el
analisis de acoplamientos moleculares y simulaciones de dinamica molecular. Se evaluaron
un total de treinta moléculas descritas en Solanum americanum, Solanum guaraniticum y
Solanum lycopersicum. Las pruebas de acoplamiento molecular se realizaron entre estas
y el sitio activo de la TR. Todas las moléculas demostraron afinidades de interaccion por la
TR, sin embargo, las que presentaron valores de energia de interaccion significativamen-
te favorables (p<0,001) entre todas fueron la solasodina, la solamargina y la manghaslina.
Posteriormente, el analisis de las simulaciones de dinamica molecular revel6 que solo la
interaccion con la solasodina demostro ser estable y presentar energia libre de interaccion
significativamente favorable (AG, = -4,68+2,57 kcal.mol"'; p<0,05), sin embargo, las interac-
ciones con la solamargina y la manghaslina resultaron desfavorables (AG, = 0,87+0,19 kcal.
mol-1y AG, = 12,799,25 kcal.mol! respectivamente). Los residuos activos de la TR implica-
dos en la interaccion con la solasodina fueron la Lys60, la Tyr198 y la Arg287. Estos hallazgos
sugieren que la proteina TR podria ser un blanco de interaccion del glicoalcaloide solasodina,
pudiendo ser un potencial inhibidor de su actividad enzimatica.

Palabras claves: Solanum, glicoalcaloides, acoplamiento molecular, dinamica molecular.

Structural analysis of in silico interactions of phytoconstituents from Solanum ame-
ricanum Mill., Solanum guaraniticum A. St.-Hil and Solanum lycopersicum L. with
the protein trypanothione reductase of Leishmania infantum. Leishmania infantum is
the main cause of visceral leishmaniasis in humans and several other mammals. Numerous
studies suggest that trypanothione reductase (TR) is a good target to search for bioactive
molecules capable of interacting and inhibiting functions of this protein. The objective of this
research was to determine in silico phytoconstituents from Solanum americanum, Solanum
guaraniticum and Solanum lycopersicum that show interaction affinities to TR, by analysis of
molecular docking and molecular dynamics simulations. A total of thirty molecules described
in S. americanum, S. guaraniticum, and S. lycopersicum were evaluated. Molecular docking
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tests were performed between these molecules and TR’s active site. All molecules demons-
trated interaction affinities to TR; however, the ones which showed significantly favorable
interaction energy values (p<0.001) were solasodine, solamargine, and manghaslin. Sub-
sequently, the analysis of molecular dynamics simulations revealed that only the interaction
with solasodine proved to be stable and present significantly favorable interaction-free energy
(AG, = -4.68+2.57 kcal.mol”; p<0.05); however, interactions with solamargine and manghaslin
were unfavorable (AG, = 0.87+0.19 kcal.mol" and AG, = 12.7949.25 kcal.mol" respectively).
The active residues of TR involved in the interaction with solasodine were Lys60, Tyr198 and
Arg287. These findings suggest that the TR protein could be an interaction target for the gly-
coalkaloid solasodine , and could be a potential inhibitor of its enzymatic activity.

Keywords: Solanum, glycoalkaloids, molecular docking, molecular dynamics

INTRODUCCION durante las tltimas décadas se han ex-
plorado en la busqueda de nuevas mo-

Leishmania infantum es la principal  léculas que tengan como blanco mole-
causante de leishmaniasis visceral en el  cular proteinas vitales de estos parasitos
ser humano y en varias especies de ma-  (Tiuman ef al., 2011). Algunos investi-
miferos (Turcano et al., 2018). Segun gadores han estudiado a la enzima tripa-
datos recabados por el Programa Nacio- notiona reductasa (EC: 1.8.1.12) y han
nal de Control de Zoonosis y Centro An-  observado que pueden ser considerados
tirrabico Nacional (PNCZ y CAN), entre  como blanco molecular para la busqueda
los afios 2016 al 2018 se registraron un y disefio de potenciales inhibidores re-
total de 117 casos positivos, con un pro-  versibles, esto debido en parte a que es
medio de 4 casos por mes y una tasa de  drogable, se encuentra exclusivamente
incidencia de 0,9 por cada 100.000 habi-  en el protozoario y no asi en el hospede-
tantes en el afio 2016, 0,5 en el afio 2017  ro, ademas de que cumple con funciones

y 0,3 en el afio 2018 (MSPBS, 2018). vitales para la supervivencia del parasito
Los farmacos recomendados por la  (Tiwari et al., 2018; Colotti et al., 2013).
Organizacion Panamericana de la Salud Esta proteina cumple funciones de

(OPS) para tratar la leishmaniasis visce-  oxidorreductasa y se encuentra confor-
ral son la anfotericina B liposomal, an- mada por dos cadenas simétricas (proto-
timoniales pentavalentes y anfotericina meros Ay B), estudios estructurales han
B desoxicolato, estos presentan efec- revelado que la misma cuenta con varios
tos adversos afectando principalmente dominios de uniéon a moléculas, el pri-
a rifiones, higado, y corazéon ademas mero es el dominio conocido como in-
de generar hipersensibilidad en los pa- terfaz, conformado por los residuos 48-
cientes, por lo que en algunos casos se 87, 16-65, 334-348, 433-454 y 395-398,
encuentran contraindicados a pacientes los cuales interactiian con la molécula
inmunocomprometidos, a embarazadas de tripanotiona, el segundo dominio es
y a personas con edades menores a 1 y el dominio de uniéon a la NADPH (ni-
mayores a 50 afios (OPS, 2013; Tovary  cotinamida adenina dinucledtido fosfato
Yasnot, 2017). reducido) conformado especificamente

A causa de estos efectos adversos, por los residuos 161-288 y finalmente
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el tercer dominio, el cual es el de unién
a la FAD (flavin adenin dinucleotido),
conformado por los residuos 1-60 y 289-
360 (Colotti et al., 2013; Turcano et al.,
2018). La actividad depende fundamen-
talmente de la transferencia de electro-
nes de la NADPH via FAD a la tripa-
notiona, promoviendo de esta manera
la neutralizacion de las moléculas de
peréxido de hidrogeno producidos por
los macrofagos infectados (Colotti et al.,
2013; Turcano et al., 2018).

Durante las Gltimas décadas, varios
investigadores han realizado la busque-
da de moléculas con usos potenciales
como leishmanicidas en productos na-
turales de origen vegetal (Argiielles et
al., 2016; Salem y Werbovetz, 2006;
Venkatesan et al., 2011). Las plantas son
fuentes de metabolitos secundarios con
principios activos apreciables para la
biomedicina e industrias farmacéuticas,
por sus aplicaciones para el desarrollo
de nuevos farmacos y la busqueda de
moléculas bioactivas (Rungsung et al.,
2015).

En este contexto, el género Solanum
es uno de los mas extensos dentro de la
familia Solanaceae, con un amplio rango
de actividades bioldgicas entre los que
se resaltan las acciones antiprotozoarias,
actividades que dependen directamen-
te de la presencia de una innumerable
cantidad de fitoconstituyentes bioacti-
vos como los alcaloides, las saponinas
esteroidales, los glicosidos, terpenos,
flavonoides, compuestos fendlicos, cu-
marinas y entre otros (Kaunda y Zhang,
2019).

Recientemente, Alvarenga et al.
(2020) han demostrado que el extracto

sus fraccionamientos en cloroformo y
en acetato de etilo presentan actividades
antiprotozoarias contra L. infantum, de-
mostrando reducciones en la cantidad de
protozoarios en un 74-98% a concentra-
ciones de 50-100 pg.mL"!. De igual ma-
nera, Clementino et al. (2018) han repor-
tado que los glicoalcaloides esteroidales
(solasonina, solasodina y solamargina)
que se encuentran en la especie S. lyco-
carpum A. St.-Hil. presentan actividades
leishmanicidas in vitro contra promasti-
gotes y amastigotes de L. infantum.

Abreu Miranda et al. (2013) mencio-
nan que el glicoalcaloide solamargina
extraido de los frutos de S. lycocarpum
presentan actividades leishmanicidas
contra promastigotes de L. amazonen-
sis (IC,; = 1,1 uM). También Hubert et
al., (2013), evaluando las actividades
leishmanicidas de plantas medicinales
demostraron que el extracto obtenido de
la especie S. torvum Sw. inhibe la pro-
liferacion de promastigotes de L. dono-
vani (IC,; = 96,08+4,39 — 86,13+4,30
ug.mL1).

Argiielles et al., (2016) realizando
ensayos computacionales entre varios
alcaloides, muchas de ellas presentes
en especies de Solanum, y la tripano-
tiona reductasa de Trypanosoma cruzi
revelaron que muchos de estos presen-
tan afinidades de interaccion con la en-
zima, entre las que se mencionan a la
(22R,25R)-solasodina, (22S,25R)-sola-
nidina y (22S,2585)- tomatidina, sin em-
bargo, a pesar de presentar afinidades de
interaccion con la enzima, se desconoce
la estabilidad de la interaccion.

Debido a la relevancia epidemiolo-
gica de la leishmaniasis visceral en el

metanolico de S. americanum Mill., y  Paraguay y a la diversidad de fitocons-
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tituyentes que poseen las especies del
género Solanum, se propuso como obje-
tivo principal de esta investigacion el de-
terminar mediante ensayos in silico los
fitoconstituyentes de las especies nativas
S. americanum Mill., y S. guaraniticum
A. St.-Hil y de la especie exotica S. /y-
copersicum L., que presenten potencial
interaccion con la enzima tripanotiona
reductasa de L. infantum por medio del
analisis estructural de los acoplamientos
moleculares y las simulaciones de dina-
mica molecular. Las especies nativas S.
americanum y S. guaraniticum fueron
seleccionadas para realizar esta investi-
gacion debido a que son poco estudia-
das, esto permitirda ir complementando
la informacion cientifica existente de los
mismos a nivel pais.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de la drogabilidad
del sitio de union a NADPH y FAD

Las puntuaciones de drogabilidad del
sitio de union a las moléculas NADPH y
FAD (PDB: 2X50) de la enzima tripano-
tiona reductasa, fueron analizados y ca-
racterizados empleando la herramienta
DoGSiteScorer (Volkamer ef al., 2012).
Para ello se determinaron los descripto-
res del sitio drogable como el tamafio,
los grupos funcionales y la composicion
de residuos presente en el mismo.

Analisis de las pruebas de acopla-
miento molecular entre la TR de L.
infantum y fitoconstituyentes de S.
guaraniticum, S. americanum 'y S. ly-
copersicum

Las estructuras moleculares de los fi-
toconstituyentes descritos por Kaunda &
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Zhang (2019) en las especies S. guara-
niticum, S. americanum y S. lycopersi-
cum fueron obtenidas de la base de datos
PubChem (Kim et al., 2016) (Tabla 1).

La estructura de la proteina tripano-
tiona reductasa fue obtenida de la base
de datos Protein Data Bank RCSB (PDB:
2X50) (Baiocco et al., 2011; Berman et
al., 2000). Las estructuras de los fito-
constituyentes y la proteina TR fueron
preparadas aplicando cargas parciales y
agregando atomos de hidrogeno polares
empleando para ello el programa PyRx
0.8 (Dallakyan y Olson, 2015).

Las pruebas de acoplamiento mole-
cular se realizaron con el programa Au-
toDock Vina v.1 (Trott y Olson, 2010)
empleando una grilla de interaccion con
dimensiones de 31x26x41 A3. De los re-
sultados obtenidos fueron seleccionados
para realizar ensayos de acoplamientos
molecular exhaustivos en una totalidad
de cincuenta repeticiones, aquellas mo-
léculas que presentaron afinidades de
unién y valores de energia libre de in-
teraccion favorables. Como control del
ensayo de acoplamiento molecular se
emple6 a la molécula NADPH.

La visualizacion y el analisis de los
complejos resultantes del acoplamien-
to entre los ligandos seleccionados y la
cadena A de la enzima TR se realizaron
empleando el programa Discovery Stu-
dio Visualizer v. 20 (Dassault Systémes
BIOVIA, 2019).

Analisis de las simulaciones de dina-
mica molecular

Las simulaciones de dinamica mo-
lecular se realizaron por triplicados a
modo de minimizar los errores que se
pueden generar en las simulaciones y
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constatar la estabilidad y rendimiento
energético de los ligandos, para ello se
emplearon los programas NAnoscale
Molecular Dynamics 2.14 (Phillips et
al., 2005) y Visual Molecular Dynamics
1.9.3 (Humphrey et al., 1996).

Se utilizaron parametros de campo de
fuerza CHARMM36 (Vanommeslaeghe
et al., 2010) y los datos topologicos de
los ligandos fueron realizados utilizando
la herramienta CHARMM-GUI (Brooks
et al., 2009; Jo et al., 2008; Kim et al.,
2017; Lee et al., 2016). Los complejos
proteina-ligando fueron solvatados con
moléculas de H,O TIP3P en una grilla
con distancias de 2-100 nm (Jorgensen
et al., 1983). Se agregaron también io-
nes sodio (Na") y cloruro (Cl) para neu-
tralizar las cargas parciales del sistema
(Liang et al., 2020). Las dinamicas mo-
leculares fueron isotérmicas e isobaricas
a temperatura y presion constantes de
310 K y 1,02 bar respectivamente, por
un tiempo de 1 ns (1000 ps) con inter-
valos de tiempo de 2 fs, el periodo de
oscilacion fue de 150 fs, las velocidades
fueron azarosas segun la distribucion de
Maxwell, con una constante dieléctrica
del solvente igual a 1.

La estimacion de la estabilidad de
la interaccion se realizd calculando los
valores de RMSD (raiz de la desviacion
cuadratica media), de RMSF (raiz de la
fluctuacion cuadratica media) y ARMSF
(variacion de la raiz de la fluctuacion
cuadratica media) de los sistemas en el
tiempo simulado, para ello se utilizo6 el
programa Visual Molecular Dynamics
1.9.3 (Humphrey et al., 1996).

Los valores de energia libre de union
(AG)) de los ligandos en los complejos
formados fueron estimados utilizando
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el método EIL (Energia de Interaccion
Lineal) (Aqvist ef al., 1994; Hansson et
al., 1998) utilizando para ello la herra-
mienta CaFE (Liuy Hou, 2016).

El analisis de las propiedades de
absorcion, distribucion, metabolismo
y excrecion (ADME) de las moléculas
seleccionadas se realizaron teniendo en
cuenta la regla de los cinco de Lipinski
(Butina et al., 2002; Selick et al., 2002),
para ello se empled la herramienta Swis-
sADME (Daina et al., 2014, Daina et al.,
2017; Daina y Zoete, 2016).

Analisis estadistico de datos

Los valores de energia libre de union
(AG,) obtenidos en las pruebas de aco-
plamiento molecular fueron analiza-
dos mediante el test de Kruskal-Wallis
(Kruskal y Wallis, 1952) con 5% de ni-
vel de significancia y el test post-hoc de
Dunn (Dunn, 1964).

Los resultados de energia libre de
union (AG ) obtenidas en las simulacio-
nes de dinamica molecular fueron anali-
zadas con el test de ANOVA con 5% de
nivel de significancia (previa comproba-
cion de supuestos), y con la prueba post-
hoc de Tukey (5% de nivel de signifi-
cancia), para ello se utiliz6 el programa
Past v. 4.06b (Hammer et al., 2001). Los
graficos estadisticos fueron realizados
empleando los programas Past v. 4.06b
(Hammer et al., 2001) y Microsoft Excel
(2016).

RESULTADOS Y DISCUSION

La tripanotiona reductasa (TR) es
una oxidorreductasa homodimérica con-
formada por dos cadenas A y B, en las
cuales se identifican los mismos sitios de
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union de las moléculas intercambiadoras
de electrones NADPH y FAD (Figura
1.A, B).

Este sitio de union a la NADPH y
FAD demostré una puntuacion de dro-
gabilidad igual a 0,81, lo cual nos sugie-
re que es altamente drogable y utilizable
como blanco para la bisqueda o disefio
de potenciales inhibidores (Volkamer et
al.,2012) (Figura 1.C).

Este sitio de union identificado posee
un volumen de 2577,62 A3, una super-
ficie de 2981,11 A% y una profundidad
de 33 A, con 509 atomos presentes en el
mismo, 78 grupos funcionales con la ca-
pacidad de generar puentes de hidrégeno
(donadores), unos 159 grupos aceptores

A.

de puentes de hidrégeno y un 39% de
hidrofobicidad con 151 grupos capaces
de generar interacciones hidrofobicas.
También se ha identificado la presencia
de residuos apolares en un 47%, resi-
duos polares en un 38%, residuos basi-
cos en un 7% al igual que la presencia
de residuos acidos, destacandose un li-
gero aumento en la cantidad de residuos
apolares en comparacion a la de residuos
polares. Los residuos presentes en este
sitio activo fueron Ala, Arg, Asn, Asp,
Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Lys,
Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr y Val.
Montrieux et al. (2014) emplearon
al acido rosmarinico y al acido cafei-
co junto con otros fitoconstituyentes de

Figura 1: A. Representacion de la tripanotiona reductasa de Leishmania infantum, PDB: 2X50 (Cadena
A: celeste; Cadena B: naranja). B. Region activa de la cadena A en acoplamiento con las moléculas
FAD (rojo) y NADPH (verde). C. Sitio activo de interaccion (naranja) e indice de drogabilidad. D. Sitio
de acoplamiento de las moléculas seleccionadas solasodina (amarillo), solamargina (fucsia), manghas-
lina (negro) en comparacion a los sitios de acoplamiento de la FAD (rojo) y la NADPH (verde)
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Pluchea carolinensis (Jacq.) D.Don y
evidenciaron que ambas moléculas pre-
sentan actividades leishmanicidas contra
L. amazonensis con una IC, de 0,7+0,3
uM y 5,2+1,1 uM respectivamente ante
promastigotes e IC, de 4,8+1,2 uM
y 16,0£1,8 puM respectivamente ante
amastigotes intracelulares, en ambas se
determinaron indices de selectividad de
20 y 11 respectivamente. A su vez, Gar-
cia et al. (2019) y da Silva et al. (2019)
demostraron que ambas moléculas (aci-
do rosmarinico y acido cafeico) son ca-
paces también de inhibir las actividades
de la enzima arginasa de los parasitos L.
infantum 'y L. amazonensis.

De igual manera, los ensayos rea-
lizados con los fitoconstituyentes de la
especie S. americanum, evidenciaron
que las moléculas solamargina y solaso-
dina fueron las que demostraron valores
energéticos mas favorables (AG = -11,3
y -9,4 kcal.mol! respectivamente) entre
todas las moléculas evaluadas. También
se destaca que la energia AG  estimada
en los fitoconstituyentes restantes fue-
ron favorables con valores de entre -7,0
a-9,3 kcal.mol! (Tabla 1).

De entre los fitoconstituyentes estu-
diados de la especie S. lycopersicum se
registré que las manghaslina y el lanos-
terol fueron las moléculas que presenta-
ron energia libre de uniéon mas favora-
bles (AG, =-9,9 kcal.mol"' y AG =-10,2
kcal.mol! respectivamente), los demas
fitoconstituyentes también evidenciaron
valores energéticos favorables de -7,0 a
-9,7 kcal.mol™! (Tabla 1).

Las moléculas que fueron selecciona-
das para llevar a cabo las repeticiones de
las pruebas de acoplamiento molecular
fueron el acido rosmarinico, la solasodi-
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na, la solamargina, la manghaslina y el
lanosterol. El acido rosmarinico revelo
un promedio una energia libre de union
de -8,44 + 0,25 kcal.mol™! (Figura 2).

Con los fitoconstituyentes solamar-
gina y solasodina se registraron en pro-
medio valores de AG iguales a -11,50 +
1,01 kcal.mol ! y -9,70 + 0,62 kcal.mol™!
respectivamente. A su vez, las moléculas
manghaslina y lanosterol, evidenciaron
AG, iguales a -10,11 £ 0,72 kcal.mol™ y
-8,50 = 0,46 kcal.mol! respectivamente.

En estas pruebas se pudo registrar
que la solamargina, la solasodina y la
manghaslina fueron las moléculas que
demostraron valores de AG, significati-
vamente favorables (p<0,001) en com-
paracion a lo obtenido con los demas
fitoconstituyentes (Figura 2).

La solasodina, la solamargina y la
manghaslina revelaron poseer afinida-
des de interaccion por el sitio de union
de la NADPH-FAD vy por residuos del
sitio catalitico de la TR (Figura 1 D, 3A,
B, C).

Los residuos que se encuentran ac-
tivamente participando en la formacion
del complejo TR:solasodina fueron la
Lys60, la Tyr198 y la Arg287. Se re-
gistrd la formacion de puentes de hi-
drogeno entre la solasodina y la Lys60
con distancias promedio de 4,74 A en-
tre ellas. También se pudo identificar la
formacion de interacciones hidrofobicas
entre los orbitales w de la Tyr198 y las
cadenas de alquilo presentes en la sola-
sodina, con distancia promedio de 5,12
A entre ellos.
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Tabla 1: Resultados obtenidos en las pruebas de acoplamiento molecular

Fitoconstituyentes PubChem CID AG, (keal.mol™)
NADPHY - -9,2
Solanum guaraniticum
Acido Rosmarinico 5281792 9,8
Acido Cafeico 689043 7,1
Solanum americanum
Acido 3-Indolcarboxilico 69867 -6,6
Acido 4-hidroxibenzoico 135 -6,1
Acido Corcérico B 9861431 -7,0
Loliolido 100332 -7,0
N-trans-Feruloiltiramina 5280537 -9,3
N-trans-p-Cumaroiloctopamina 23874492 -9,0
N-trans-p-Cumaroiltiramina 5372945 -9,1
Acido p-Cumarico 637542 -6,5
Resveratrol 445154 -8,0
Solamargina 73611 -11,3
Solasodina 442985 -9,4
Solanum lycopersicum
Diosgenina 99474 9,1
Tomatidenol 12442871 -8,7
a-Tomatina (Tomatina) 28523 -9,4
Tomatidina 65576 -9,0
Esculeosido A 10887728 -9,7
Friedelina 91472 -8,9
Manghaslina 11498684 -9.9
B-Sitosterol 222284 -8,5
Clionasterol 457801 -8,9
Stigmasterol 5280794 -89
y-Tocoferol 92729 -7,6
Ergosterol 444679 -9,7
Lanosterol 246983 -10,2
Umbelliferona 5281426 -7,0
Bergamottina 5471349 9,1
Esculetina 5281416 -7,3
Zizibeosido I 11972301 -9,2

+Control

38



Steviana Vol 12(2), 2020

-7,50
*
*
-8,25 o T
* ok 8
o~ 9,00 g 1
©
£ g
= 975
o
2 o
c -10,50
S o =
5
o 11,25 4
Q
-12,00 .
-12,75 1
Control ACR SOLM  SOLS MANGH  LANS

S. guaraniticum S. americanum

S. lycopersicum

Figura 2: Valores de energia libre de interaccion (AG ) obtenidas en las pruebas de acoplamiento
molecular de los fitoconstituyentes seleccionados. Control: NADPH, ACR: acido rosmarinico, SOLM:
solamargina, SOLS: solasodina, MANGH: manghaslina, LANS: lanosterol. *p<0,05; *** p<0,001.

De igual manera se identificé la for-
macién de interacciones hidrofobicas
entre el segmento alquilo de la cadena
lateral del residuo Arg287 y la cadena
de alquilo presente en la solasodina, con
una distancia promedio de 5,71 A entre
ambas. Los residuos del sitio bolsillo
de interaccion fueron Gly56, Cys57,
Glyl197, Tlel199, Arg228, Gly286,
Met333 y Leu334 (Figura 3A).

La solasodina se ha descrito en nume-
rosas especies de la familia Solanaceae,
es un glicoalcaloide del tipo esteroidal,
al igual que la solamargina. La solasodi-
na, al igual que las especies que la sin-
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tetizan, son muy valoradas por sus apti-
tudes farmacologicas, ya que las mismas
son empleadas para la produccion de
corticoesteroides, esteroides anabolicos
y drogas con efectos antifertilidad, tam-
bién se le atribuye varias acciones tales
como anticonvulsivo, antioxidante, anti-
inflamatorio, hepatoprotector, inmuno-
modulador, antimicrobiano, entre otras
actividades (Kumar et al., 2019; Mann,
1979).

Las actividades leishmanicidas de la
solasodina fueron atribuidas a las pro-
piedades fisicoquimicas de la molécula,
ya que por su caracter principalmente
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4G,:-10,1110,72 kcal.mol?

Interacciones
[] van der Waals - Interacciones Pi-Anién
[ Puentes de hidrégeno [ interacciones Pi-Sigma
[T Interacciones Carbono-Hidrégeno || Interacciones Alquilo-Alquilo

I interacciones desfavorablesentre [l Interacciones Pi-Alquilo
donadores

Figura 3: Modelos tridimensionales de superficie hidrofobica (azul: hidrofilico, marrén: hidrofobico)
y bidimensionales de los complejos formados con las moléculas seleccionadas. A. Solasodina. B. So-
lamargina. C. Manghaslina
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hidrofobico permitiria a estas moléculas
atravesar la membrana plasmatica de la
L. infantum rica en glicoproteinas ancla-
das con glicosilfosfatidilinositol, y una
vez dentro del citoplasma del parasito
interactuar con posibles blancos protei-
cos (Cham y Daunter, 1990; Clementino
et al.,2018; Ndjakou Lenta et al., 2007).

A su vez, los residuos activos pre-
sentes en el complejo TR:solamargina
fueron Cys57, Tyr198, Arg222, Asn254,
Ala284, 11e285, Arg287 y Met333. La
formacion del complejo se encontraba
estabilizado por la formacion de puen-
tes de hidrogeno entre la solamargina y
los residuos Arg222, Asn254, Ala284,
Arg287 y Met333, con distancias pro-
medios de 4,58, 4,37, 4,59, 6,33 y 5,48
A respectivamente.

También se pudo identificar la for-
macioén de puentes de hidréogeno no con-
vencionales del tipo Carbono-Hidrogeno
entre la solamargina y el residuo 11e285,
con una distancia promedio de 5,98 A
(Gomez-Jeria et al., 2020) (Figura 3B).

Se registr6 ademas la formacion de
interacciones hidrofobicas entre orbita-
les  de la Tyr198 y las cadenas de alqui-
lo de la solamargina, con distancias de
entre 5,07 y 6,09 A, e interacciones entre
las cadenas de alquilo de la Cys57 y de
la solamargina con una distancia prome-
dio de 4,41 A.

También se detectd la existencia de
interacciones desfavorables entre la so-
lamargina y el residuo Thr165, ocasio-
nada por repulsiones entre los atomos
del residuo y del ligando (Dhorajiwala
et al., 2019; Musfiroh et al., 2020). Los
residuos que forman parte del sitio bol-
sillo de interaccion son Lys60, Leul67,
Vall94, Glyl195, Glyl96, Glyl97,
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[le199, Tyr221, Pro255, Gly286,
Gly288, Leu334, Thr335 y Pro336 (Fi-
gura 3B).

Los residuos activos presentes en
el complejo TR:manghaslina fueron
Cys52, Cys57, Arg287, Asp327, Val332,
Leu334, Thr335, Cys364 y Ala365, en-
tre los que se identificaron la formacion
de puentes de hidrogeno entre la man-
ghaslina y los residuos Asp327, Thr335
y Ala365 con distancias promedios de
3,60, 4,16 y 4,33 A respectivamente. Se
pudo registrar también la formacion de
puentes de hidrogeno no convencionales
del tipo Carbono-Hidrogeno con el resi-
duo Arg287 con una distancia promedio
de 4,49 A.

Las interacciones electrostaticas fue-
ron detectadas entre los orbitales © de la
manghaslina y las cargas negativas del
Asp327, con distancia promedio de 6,88
A. También se registro la formacion de
interacciones entre los orbitales © de la
manghaslina y orbitales ¢ de la Leu334
con una distancia de 4,21 A (Figura 3C).

Se pudieron detectar interacciones
hidrofobicas entre grupos alquilo de
la manghaslina y los residuos Leu334,
Cys364 y Val332 con distancias entre
residuos-ligando de 5,09, 5,56 y 5,05 A
respectivamente. Se observo la forma-
cién de interacciones entre orbitales m
presentes en la manghaslina y segmen-
tos alquilo de los residuos Cys52, Cys57
y Leu334 con distancias entre los resi-
duos y el ligando de 5,22, 5,77 y 5,46 A.

También se observo la existencia de
posibles repulsiones moleculares entre
la molécula de manghaslina y el resi-
duo Serl178. Los residuos presentes en
el sitio bolsillo de unién fueron Thr51,
Val55, Gly56, Lys60, Glyl61, Prol64,
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Phel82, Tyr198, 1lel199, Gly202,
Phe203, Gly286, Gly326, Arg33l1,
Met333, Pro336, Ala338, Val366 y
Phe367 (Figura 3C).

De entre los residuos que se encuen-
tran participando en la formacion de los
distintos complejos, la Tyr198 cumple
un rol fundamental en la union de la
NADPH a la TR, donde el anillo aroma-
tico de la cadena lateral de la Tyr sufre
una rotacion de unos 120° para poder
acomodar correctamente al anillo de ni-
cotinico de la NADPH (Baiocco et al.,
2009; Colotti et al., 2013).

Asi también se ha descrito que el re-
siduo Arg228 presente en la TR participa
en la interaccion de la NADPH, especi-
ficamente con el oxigeno (2 y 3) presen-
tes en el 2’ fosfato de la adenina-ribosa
de la molécula (Baiocco et al., 2009).
A su vez, el residuo 11e199 también se
encuentran cumpliendo un papel impor-
tante durante la unién de la NADPH y
la TR, especificamente se encuentra in-
teraccionando con el atomo de oxigeno
(2) del grupo fosfato unido a la adeni-
na, el residuo de Met333 se encuentra
conservado interespecificamente en la
estructura de la TR, la misma también se
encuentra interaccionando con el anillo
de nicotinamida ribosa especificamente
con el atomo de oxigeno (Baiocco et al.,
2009).

Otros residuos que se encuentran
cumpliendo funciones importantes en la
union de la molécula NADPH a la TR
son la Ala365, la Arg222 y la Tyr221, el
primer residuo se encuentra interaccio-
nando con la nicotinamida, el segundo
con los atomos de oxigeno (1 y 3) pre-
sentes en la posicion 2’ fosfato y el ul-
timo interacciona también con los oxi-
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genos (1 y 2) del 2’ fosfato (Baiocco et
al., 2009).

Los residuos Cys52 y Cys57 se en-
cuentran altamente conservados interes-
pecificamente en la estructura de la TR,
estos estan presentes en el sitio cataliti-
co y en un estado oxidado de la enzima
forman puentes de disulfuro entre si,
sin embargo, en el estado reducido este
puente de disulfuro se rompe permitien-
do la entrada de iones de antimonio (III)
y formando una estructura coordinada
tetraédricamente por las dos cisteinas y
el antimonio (Baiocco et al., 2009; Co-
lotti et al., 2013).

Debido al alto costo computacional
que conlleva realizar las simulaciones
de dinamica molecular, fueron selec-
cionadas aquellos ligandos que demos-
traron tener energias de interaccidn mas
favorables, estas fueron las moléculas de
solasodina, solamargina y manghaslina.

Las simulaciones de dinamica mole-
cular realizadas con la solasodina evi-
denciaron un promedio de RMSD de
1,367 £ 0,095 A, la misma fue ligera-
mente menor en comparacion a la obser-
vada en la forma “apo” de la cadena A de
la TR, donde se registré un valor prome-
dio de 1,485 + 0,164 A, observandose
valores semejantes durante los primeros
0,47 ns, sin embargo, los restantes 0,53
ns, se identifica un ligero aumento en los
valores RMSD de la cadena A (Figura
4A). En primera instancia, es importan-
te resaltar que los valores de RMSD nos
dan informaciones sobre la estabilidad
de los complejos durante el tiempo en el
que se realiza la simulacion, ademas de
establecer el periodo de equilibrio y la
calidad de las simulaciones biomolecu-
lares realizadas (Sargsyan et al., 2017;
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Liang et al., 2020).

Se registraron mayores fluctuaciones
(RMSF) principalmente entre los resi-
duos Thr39-Ser87, también en la Serl4,
en la Thr177 y en el Glul85, en compa-
racion a las fluctuaciones presentada por
la cadena A en su forma apo, lo cual nos
indica mayor flexibilidad en los residuos
mencionados, cabe resaltar la notable
disminucion en las fluctuaciones de los
residuos presentes en la cadena A de la
TR, lo cual nos sugiere una estabilidad

—Cadena A [A
——Solasodina

~—Solamargina
—Manghaslina

01 02 03 04 05 06 07 08 09
Tiempo (ns)

1

0.5

ARMSF(A)

0 40 80 120160 200 240 280 320 360 400 440 480

Residuos

po]

——Solasodina
——Solamargina
——Manghaslina

al evidenciarse menor fluctuacion (mo-
vilidad) (Liang et al., 2020; Martinez,
2015) (Figura 4B). Los valores de RMSF
nos dan las informaciones especificas
acerca de las desviaciones de los atomos
con respecto a la posicion promedio del
complejo a lo largo del tiempo que dura
la simulacién realizada, esto con el fin
de evaluar las interacciones e inferir en
la estabilidad de las mismas (Alvarez
Rojas, 2018; Liang et al., 2020).

B.

25 1

RMSF (A)

' ' —Cadena A [Apo]
~—Solasodina
~— Solamargina
——Manghaslina
40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480

Residuos

AG unién (keal.mol?)

Figura 4: A. Valores de desviaciones cuadraticas media de las posiciones atomicas (RMSD) de los
complejos y la cadena A [Apo]. B. Valores de las fluctuaciones cuadraticas media (RMSF) de los
complejos y la cadena A [Apo]. C. Valores de las variaciones de las fluctuaciones cuadraticas media
(ARMSF). D. Valores de energia libre de union (AG ) de las moléculas en union con la TR. *p<0,05

Sin embargo, la variacion de RMSF
(ARMSF) del complejo en relacion a las
fluctuaciones registradas en la forma apo
de la cadena A nos da una mayor infor-
macidn acerca del movimiento que pre-
sentan los residuos en el tiempo simula-
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do, la misma evidencid cuatro regiones
en las que se observa una mayor fluctua-
cion de los residuos la primera involucra
a los residuos Leul0-Serl4, seguida de
una region con altos valores de fluctua-
cion entre los residuos Asp35-Trp92, la
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siguiente region es de menor fluctua-
cioén y se encuentra comprendida entre
los residuos Thr165, Thr177-Asp231,
por ultimo los residuos alojados entre la
Leu283-GIn295 corresponden a los re-
siduos activos que se encuentran en el
sitio activo de union con la solasodina
(Figura 4C).

La dindmica molecular llevada a
cabo con la solamargina evidencié un
promedio de RMSD de 1,536 + 0,192
A, el cual fue ligeramente mayor a lo
observado en la forma apo de la cade-
na A, sin embargo, en la mayor parte
del tiempo simulado no se detectaron
grandes cambios en los valores de las
desviaciones medias calculadas, solo
entre los 0,6-0,78 ns se pudo registrar
un aumento (Figura 4A). Se observaron
mayores fluctuaciones (RMSF) entre los
residuos Ala32-Asp71, Gly77-Cys8&9,
Lys93-Gly127, Thr177-Val194, Ala204-
Asp218, Met282-GIn292 y GIn210-
Leu334, corresponden a residuos que se
encuentran presentes en el sitio activo de
la proteina (Figura 4B,C).

A su vez la dinamica molecular rea-
lizada con la manghaslina registr6 un
promedio RMSD de 1,613 £ 0,177 A, el
cual fue mayor en comparacion a lo de-
terminado con la forma apo de la cadena
A, comportamiento observado en casi la
totalidad del tiempo simulado (Figura
4A). Se observaron mayores movilida-
des en los residuos Leul0-Ser14, Ala32-
Leu72, Phe79-Alal28, Glul41-Leul67,
Leul84-Tyr210, Gly286, Ala293,
Val332 y Val362, los cuales se encon-
traban también formando parte del sitio
bolsillo de uniéon de esta molécula (Fi-
gura 4.B,C).

Los calculos de la energia libre de
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Gibbs de uniéon (AG ) de las moléculas
seleccionadas reveld que la interaccion
con la solasodina fue la que presento va-
lores significativamente favorables (AG
= -4,68 + 2,57 kcal.mol!; p<0,05). Sin
embargo, los valores de energia AG  ob-
tenidas en las simulaciones con la sola-
margina (AG, = 0,87 + 0,19 kcal.mol™)
y la manghaslina (AG, = 12,79 + 9,25
kcal.mol!') demostraron que a pesar de
presentar afinidades de interaccién con
la proteina TR estas fueron desfavora-
bles e inestables en contraste a lo obser-
vado con la solasodina, lo cual se ajusta
también a lo registrado en los valores de
RMSD y RMSF de los complejos (Fi-
gura 4D).

El analisis de las propiedades de ab-
sorcion, distribucion, metabolismo y ex-
crecion (ADME) de las moléculas selec-
cionadas, seglin la regla de los cinco de
Lipinski (1995), ha demostrado que la
molécula solasodina fue la que presento
mayores aptitudes para potencial desa-
rrollo farmacolégico (Tabla 2).

La regla de los cinco de Lipinski re-
quiere que la molécula evaluada posea
peso molecular menor a los 500 Da, un
coeficiente de particion agua-octanol
(LogP) no mayor a un valor de cinco,
este coeficiente nos da una idea acerca
de la lipofilicidad de la molécula, tam-
bién es un requisito de la regla que no
presente un nimero mayor de cinco gru-
pos funcionales donadores de puentes
de hidrégeno y no mayor de diez grupos
funcionales aceptores de puentes de hi-
drogeno (Butina et al., 2002; Chandel et
al., 2020; Daina et al., 2014; Selick et
al., 2002).

La solasodina no evidencié infrac-
ciones a esta regla, sin embargo, las
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Tabla 2: Propiedades ADME de los fitoconstituyentes seleccionados para este estu-

dio.
Propiedades ADME
Fitoconstituyente
Propiedades? Valor Farmacocinética
Solasodina Formula Molecular Cy7H43NO, Absorcion GI* A
Peso Molecular (<500 Da) 412,64 Inhibidor CYP1A2 No
LogP% (<5) 4,25 Inhibidor CYP2C19 No
Donadores de P-H7 (5) 3 Inhibidor CYP2C9 No
Aceptores de P-H (<10) 2 Inhibidor CYP2D6 No
Numero de Infracciones 0 Inhibidor CYP3A4 No
Formula Molecular CysH7NO; s Absorciéon GI B
Peso Molecular (<500 Da) 868,06 Inhibidor CYP1A2 No
LogP (<5) 531 Inhibidor CYP2C19 No
Donadores de P-Ht (5) 9 Inhibidor CYP2C9 No
Aceptores de P-H (<10) 16 Inhibidor CYP2D6 No
Numero de Infracciones 4 Inhibidor CYP3A4 No
Formula Molecular Ci33H40020 Absorcion GI B
Peso Molecular (<500 Da) 756,66 Inhibidor CYP1A2 No
LogP (<5) 2,79 Inhibidor CYP2C19 No
Donadores de P-H7 (5) 12 Inhibidor CYP2C9 No
Aceptores de P-H (<10) 20 Inhibidor CYP2D6 No
]
° H
" Numero de Infracciones 3 Inhibidor CYP3A4 No

iRegla de los 5 de Lipinski, ¥Coeficiente de particion octanol-agua, TPuentes de Hidrogeno, *Gastrointestinal, A:

Alto, B: Bajo.

moléculas solamargina y manghaslina

presentaron un total de cuatro y tres in-
fracciones respectivamente, lo cual hace

que estas moléculas, ademas de presen-
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tar interacciones inestables y desfavo-
rables con la proteina TR, no presenten
aptitudes para su potencial uso farmaco-
légico por una baja absorcion (Tabla 2).



Gayozo, E. & Rojas, L. Interacciones entre compuestos de Solanum y
Tripanotiona reductasa

Ademas, el analisis de las propieda-
des farmacocinéticas de la solasodina,
demostrd otra ventaja por sobre la sola-
margina y la manghaslina que es la alta
absorcion gastrointestinal. También es
importante destacar que ninguna de las
moléculas seleccionadas presentaron
afinidades de interaccion por las pro-
teinas Citocromo P450 (CYP), por las
que pueden no ser consideradas como
potenciales inhibidores de las CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 vy
CYP3AA4, proteinas claves en el metabo-
lismo de drogas o xenobioticos (Chandel
et al., 2020; Guengerich, 2008; Guenge-
rich et al., 2005) (Tabla 2).

Numerosos estudios han demostrado
que varias especies del género Solanum
y moléculas bioactivas extraidas de las
mismas presentan actividades leishma-
nicidas. Anwar (2018) reportdé que el
extracto metanolico de S. incanum L.
posee actividades leishmanicidas contra
L. infantum con IC de 27,3 pg.mL".

También Okba et al. (2018) han de-
mostrado que el extracto metandlico de
la especie S. villosum presenta activida-
des leishmanicidas importantes contra
L. infantum (IC, = 2,0 ug.mL"') con una
selectividad relevante.

Clementino et al. (2018) demostra-
ron la actividad leishmanicida del ex-
tracto etanodlico de S. lycocarpum y de
sus alcaloides (solasodina, solasonina,
solamargina), siendo la solasodina la de
mayor efectividad contra L. infantum,
pero con un menor indice de selectivi-
dad.

De igual manera, Martins et al.,
(2014) empleando diferentes fracciones
obtenidas de S. lycocarpum evidencia-
ron que presentan importantes activi-
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dades antiparasiticas y que la molécula
solamargina junto con la solasonina
presentan efectos sinérgicos contra la L.
infantum. También Mans et al. (2016)
destaca que el extracto obtenido de S.
lycocarpum presenta efectos leishmani-
cidas contra promastigotes de L. guya-
nensis, L. mayor 'y L. donovani con una
IC,, promedio de 51, 61 y <16 pg.mL"
respectivamente.

A su vez, Mothana et al. (2014) han
demostrado también que el extracto me-
tanodlico de S. glabratum demuestra acti-
vidades leishmanicidas contra L. infan-
tum (IC, =8,1 pg.mL"). Recientemente,
Alvarenga et al. (2020) empleando el
extracto metanolico de S. americanum 'y
sus fracciones obtenidas en cloroformo
y acetato de etilo, evidenciaron que tam-
bién presentan actividades leishmanici-
das contra L. infantum.

Asi también, Argiielles et al. (2016)
llevando a cabo pruebas de acoplamien-
to molecular entre alcaloides vegetales y
la estructura de la enzima TR de T. cruzi,
evidenciaron que varios compuestos al-
caloides presentan afinidades de interac-
cion por la TR, entre los cuales se en-
cuentra la (22R,25R)-solasodina quien
presentd energia de interaccion favora-
ble con valores de entre -9,78 a 10,54
kcal.mol'. Venkatesan et al.(2011) en
un estudio in silico demostraron que al-
caloides como solasodina y presentaron
afinidades de interaccion por la proteina
TR de L. infantum con un valor de ener-
gia de interaccion de -11,51 kcal.mol™.

En otro estudio Lezama-Davila et
al. (2016) demostraron que el alcaloide
solamargina también presenta actividad
antileishmanicidal in vitro contra L.
mexicana, demostré mayor efecto sobre
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amastigotes son una IC, de 6,03-13,4
UM en comparacion a lo registrado con
promastigotes (IC,, = 35,1 uM). Tam-
bién Chataing et al., (1998) destaca la
accion tripanocida del alcaloide o-so-
lamargina con una inhibicion del creci-
miento del parasito de entre 17,7-87,2%.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este es-
tudio in silico revelaron que varios fi-
toconstituyentes demuestran poseer afi-
nidades de interaccion con la proteina
tripanotiona reductasa de la L. infantum.
Entre los fitoconstituyentes analizados,
los que presentaron mayores afinidades
de interaccion en las pruebas de acopla-
miento molecular fueron la solasodina,
la solamargina y la manghaslina (AG =
-9,70+0,62, -11,50+1,01 y -10,11+0,46
kcal.mol! respectivamente).

Sin embargo, las simulaciones de
dindmica molecular demostraron que
solo la interaccion entre la tripanotio-
na reductasa y la solasodina fue signi-
ficativamente favorable (AG = -4,68 +
2,57 kcal.mol!, p<0,05), en compara-
cion a lo observado con las demas mo-
léculas (AG, = 0,87+0,19 y 12,79+9,25
kcal.mol! respectivamente). El analisis
ADME realizado evidencio solo a la so-
lasodina con aptitudes farmacologicas
en comparacion a la solamargina y la
manghaslina quienes violan la regla de
Lipinski. Se recomienda realizar ensa-
yos in vitro de inhibicion enzimatica con
la TR y el alcaloide a modo de confirmar
su potencial actividad inhibitoria.
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