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RESUMEN

Introduccién: la busqueda computacional de nuevos compuestos para futuras
terapias farmacoldgicas contra la leishmaniasis se ha enfocado en la tripanotiona
reductasa. Esta enzima es esencial para la supervivencia de Leishmania infantum,
su ausencia en el huésped y su alta farmacobilidad la convierten en un buen objetivo
para el desarrollo de nuevas drogas. El uso de plantas como fitoterapéuticos ha sido
ampliamente investigado debido a que han demostrado importantes actividades
leishmanicidas. Objetivo: analizar las interacciones de los compuestos de Moringa
oleifera con el sitio catalitico y de unién a FAD-NADPH de la tripanotiona
reductasa de L. infantum empleando el acoplamiento molecular. Método:
fueron evaluados treinta compuestos descritos en la especie de M. oleifera, estas se
sometieron a ensayos computacionales de acoplamiento molecular semiflexible con
el sitio catalitico de la enzima y el dominio de unién FAD-NADPH. Resultados:
se evidencia que los compuestos que demostraron valores favorables de energia
de unién con el sitio catalitico de la enzima fueron la apigenina, la quercetina, la
miricetina y la isorhamnetina. Mientras que los compuestos que presentaron

uniones favorables con el dominio FAD-NADPH fueron la rutina y el 4cido
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5,6,7,8-tetrahidrofélico. Conclusién: estos hallazgos sugieren que los compuestos
de M. oleifera mencionados presentan afinidades de unién por el sitio catalitico y
el dominio de unién FAD-NADPH de la tripanotiona reductasa de L. infantum,

pudiendo ser utilizados para pruebas iz vitro.

Palabras clave: moringa, fitoconstituyentes, acoplamiento molecular, leishmania,

tripanotiona reductasa

SUMMARY

In silico molecular docking of Moringa oleifera Lam. compounds
with the catalytic and FAD-NADPH-binding site of
trypanothione reductase from Leishmania infantum

Introduction: Computational search of new compounds for future drug therapies
against leishmaniasis has focused on trypanothione reductase. This enzyme is
essential for the survival of Leishmania infantum, the absence in the host and its high
druggability make it agood target for the development of new drugs. The use of plants
for phytotherapeutics purpose has been widely investigated due to its important
leishmanicidal activities. Aim: The aim of this study was to analyze the interactions
of Moringa oleifera compounds to the catalytic and FAD-NADPH binding site of
L. infantum trypanothione reductase using molecular docking. Method: Thirty
compounds described in M. oleifera species were evaluated and subjected to
computational semi-flexible molecular docking assays with the catalytic site and the
FAD-NADPH binding domain of the enzyme. Results: The results show that the
compounds that demonstrated favorable binding energy values with the catalytic
site of the enzyme were apigenin, quercetin, myricetin and isorhamnetin. While
the compounds that exhibited favorable binding with the FAD-NADPH domain
were rutin and 5,6,7,8-tetrahydrofolic acid. Conclusion: These findings suggest that
mentioned M. oleifera compounds present binding affinities for the catalytic site
and the FAD-NADPH binding domain of L. infantum trypanothione reductase

and could be used for i vitro assays.

Keywords: moringa, phytoconstituents, molecular docking, leishmania, trypa-

nothione reductase.



Acoplamiento molecular 77 silico de compuestos de Moringa oleifera Lam.

REsumMmoO

Docking molecular 7 silico de compostos de Moringa oleifera
Lam. com o sitio catalitico e de ligagio FAD-NADPH da

tripanotiona redutase de Leishmania infantum

Introducio: a busca computacional por novos compostos para futuras terapias
farmacoldgicas contra a leishmaniose tem se concentrado na tripanotiona
redutase. Esta enzima ¢ essencial para a sobrevivéncia de Leishmania infantum, sua
auséncia no hospedeiro ¢ sua alta farmacobilidade a tornam um bom alvo para o
desenvolvimento de novos farmacos. O uso de plantas como fitoterdpicos tem sido
amplamente investigado por apresentarem importantes atividades leishmanicidas.
Objetivo: o objetivo deste estudo foi analisar as interagdes dos compostos da
Moringa oleifera com o sitio catalitico e de ligagio FAD-NADPH da tripanotiona
redutase de L. infantum usando docking molecular. Método: foram avaliados
trinta compostos descritos na espécie M. oleifera, os quais foram submetidos a testes
computacionais de docking molecular semi-flexivel com o sitio catalitico da enzima
e o dominio de ligagio FAD-NADPH. Resultados: fica evidente que os compostos
que demonstraram valores de energia de ligagio favordveis com o sitio catalitico
da enzima foram apigenina, quercetina, miricetina e isorhamnetina. Enquanto 0s
compostos que apresentaram ligacoes favordveis com o dominio FAD-NADPH
foram a rutina e o 4cido 5,6,7,8-tetraidrofélico. Conclusao: esses achados sugerem
que os compostos de M. oleifera mencionados possuem afinidades de ligagio para o
sitio catalitico e 0 dominio de ligagio FAD-NADPH da tripanotiona redutase de L.

infantum, ¢ podem ser usados para testes iz vitro.

Palavras-chave: moringa, fitoconstituintes, acoplamento molecular, leishmania,

tripanotiona redutase

INTRODUCCION

Paraguay forma parte de uno de los 13 paises a nivel mundial en dénde esta enferme-
dad se considera endémica. Segtin un reporte de control de Leishmaniasis Visceral,
ocasionado por el pardsito Leishmania infantum, en humanos y caninos en Paraguay,
entre el 2016 al 2018 por el Programa Nacional de Control de Zoonosis y Centro Anti-
rrabico Nacional (PNCZyCAN), la ciudad de Asuncién reporté el 90% de los casos,
siguiendo con cifras menores pero relevantes los departamentos; de Central, Paraguari

y Cordillera [1].
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La comunidad cientifica ha dirigido su mirada en la enzima tripanotiona reductasa
(TR) en la busqueda por nuevos compuestos y nuevas posibles terapias farmacoldgi-
cas para combatir a la leishmaniasis, esta oxidorreductasa es caracteristica de la fami-
lia Trypanosomatidae y su relevancia recae sus funciones en la supervivencia de estos
parésitos, ya que protege al pardsito contra el dano de los oxidantes, xenobidticos y
metales pesados toxicos, ademds de estar ausente en el huésped y de que presenta una
alta farmacobilidad [2, 3]. Esta enzima es una flavoproteina, un homodimero simétrico
doble donde cada subunidad consta de una cadena polipeptidica que se dispone en tres
dominios; el dominio FAD (residuos 1-160 y residuos 289-360), el dominio de inter-
faz (residuos 361-488) y el dominio NADPH (residuos 161-288) [4, 5].

El tratamiento farmacoldgico depende de factores como la presencia de patologias de
base, el estado inmunitario del paciente y principalmente la susceptibilidad del proto-
zoario a los medicamentos [6]. Los firmacos empleados generalmente en la terapia son
antimoniales pentavalentes y anfotericina B, en sus formas convencional y liposomal,
sin embargo, los tratamientos disponibles no erradican la infeccién y por lo regular las
contraindicaciones son graves, dafiando 6rganos como el corazdn, higado y rindn, asi
como pérdida de la eficacia de los medicamentos, su compleja administracion se suma
a las tantas contrapartidas en el uso de estos firmacos [7].

La ineficacia, los efectos secundarios y el alto costo, revelan la necesidad urgente de
encontrar y desarrollar potenciales compuestos con posibles aplicaciones terapéuticas
con una menor toxicidad y mayor eficacia. En esto el uso de las plantas como fuentes de
fitoterapéuticos ha sido ampliamente estudiado por la comunidad cientifica, asi como
por las industrias farmacéuticas debido a los compuestos presentes en diferentes érga-
nos (raices, tallo, hojas, flores, frutos) como los alcaloides, los flavonoides, las quinonas,
las, chalconas, los terpenos, entre otros, que han demostrado actividades antiparasita-
rias iz vitro [8, 9). En este punto, se han reportado que la Moringa oleifera podrian tener
potencial para el tratamiento de la leishmaniasis [10, 11].

Debido a los registros generados acerca de las actividades beneficiosas de la M. olefera
contra la leishmaniasis y a los posibles principios activos presentes en esta especie, se ha
propuesto como objetivo analizar las afinidades de interaccién de los compuestos de
M. oleifera con el sitio catalitico y de unién a FAD-NADPH de la tripanotiona reduc-

tasa de L. infantum empleando el método iz silico del acoplamiento molecular.
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METODOLOGIA

Cribado virtual y acoplamiento molecular de fitoconstituyentes de M. oleifera con

sitios activos de tripanotiona reductasa de L. infantum

Se emplearon las estructuras moleculares de treinta compuestos descritos en M. oleifera,
los cuales fueron obtenidos de la base de datos PubChem [12-15]. La estructura
molecular de la enzima tripanotiona reductasa de L. infantum (PDB: 2X50, 4ADW)
fue obtenida de la base de datos Protein Data Bank [16].

La preparacién y minimizacién de energia de las estructuras de los compuestos de M.
oleiferay de la tripanotiona reductasa fueron llevadas a cabo con el algoritmo de campo
de fuerza universal (UFF) empleando cuatro pasos por actualizacién y gradientes con-
jugados con un ciclo consistente en 50.000 pasos y un criterio de convergencia de 0,001
kcal-mol ™A', también se anadieron cargas parciales y dtomos de hidrégeno polares a

pH 7,4, para ello se utilizé el programa Avogadro [17].

El cribado virtual se llevé a cabo empleando los programas AutoDock Vina V.01 [18]
y PyRx [19], evaluando la afinidad de unién de los fitoconstituyentes de M. oleifera
con los sitios activos de la tripanotiona reductasa (sitio catalitico y dominio de unién
FAD-NADPH) para ello se utilizé una caja de interaccién de 96x95x70 A3, y como
controles se emplearon las moléculas de tripanotiona y de NADPH [20].

Aquellos compuestos que demostraron valores de energia libre de unién menor o igual
alos obtenidos con los controles fueron seleccionados para llevar a cabo ensayos exhaus-
tivos (exhaustividad = 16) de acoplamiento molecular, los cuales se llevaron a cabo en
diez repeticiones de cada simulacién, para ello se utiliz6 el programa AutoDock Vina
V.01 [18] y cajas de interaccidn de dimensiones 15,1x15,2x15,2 A3 y31,7%26,6%x41,2
A3 para el sitio catalitico y el dominio de unién FAD-NADPH, respectivamente. Los
célculos de energia libre de unién (AG) se llevaron a cabo teniendo en cuenta variables
de contribuciones energéticas en términos estéricos gaussianos, aportes energéticos de
repulsiones, hidrofébicos, puentes de hidrégenos y el nimero de enlaces rotables del

complejo [18].

El andlisis y visualizacién de los resultados se realizaron empleando los programas Chi-
mera 1.15 [21], Chimera X [22] y PoseView [23, 24]. La validacion de la simulacién
se llevé a cabo con el re-acoplamiento de los ligandos co-cristalizados (tripanotiona y

NADPH) mediante la medicién del RMSD de los ligandos.
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Predicciones de biodisponibilidad, absorcidn, distribucién, metabolismo, excrecion y
toxicidad (ADMET)

Las predicciones de las propiedades farmacocinéticas y toxicas (ADMET) de los com-
puestos de M. oleifera, ast como la biodisponibilidad mediante la regla modificada
de Lipinski (peso molecular<500 g-mol”, nimero de aceptores de puentes de hidré-
geno<10, numero donadores de puentes de hidrégeno<5), coeficiente de reparto

agua:octanol de Moriguchi<4,15 [25], estos andlisis predictivos fueron llevados a cabo
mediante el uso de la herramienta SwissADME [26-28] y ProTox-II [29].

Analisis de datos

Los datos de energia libre de Gibbs de interaccién que fueron obtenidos en las simula-
ciones de acoplamiento molecular fueron analizados mediante el test de Kruskal-Wallis
[30] y el test post-hoc de Dunn [31], todos los andlisis se realizaron con 5% de nivel de
significancia. Las pruebas y graficos estadisticos se llevaron a cabo con el programa Past

v.4.12 [32].
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el cribado virtual llevados a cabo entre las estructuras de
los fitoconstituyentes de M. oleifera y los sitios activos de la tripanotiona reductasa se
pueden observar en la Tabla 1.

Estos compuestos fueron seleccionados y sometidos a simulaciones exhaustivas para iden-
tificar a las moléculas que presentan valores de energia de interaccion significativamente
favorables en comparacién alos controles empleados (Figura 2). Los controles empleados
en este estudio fueron la tripanotiona y la molécula de NADP (Nicotinamida Adenina
Dinucleé6tido Fosfato), los mismos son sustratos naturales de la enzima [20]. La tripa-
notiona se localiza en el sitio catalitico y es una analoga de la molécula de glutatién, la
cual protege al parasito del estrés oxidativo generado por el hospedero mediante reaccio-
nes redox mediadas por la tripanotiona reductasa y con la participacién de la NADP/
NADPH, la cual se encuentra en el dominio de unién a NADP-FAD [20].

Las simulaciones de acoplamiento molecular que fueron llevados a cabo entre los fito-
constituyentes seleccionados en unién con el sitio catalitico revelé que los compuestos
que demostraron valores significativamente favorables (2<0,001) de energfa de unién
con el sitio catalitico de la enzima fueron la apigenina, la quercetina, la miricetina, la
luteolina, el kaempferol y la isorhamnetina, en comparacién a lo obtenido con la tripa-
notiona (Figura 1A).
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El complejo formado entre la apigenina y la tripanotiona reductasa en el sitio catali-

tico revel6 una energia de unién promedio de -8,8+1,87x 10" kcal-mol™. Las interac-

ciones presentes entre el compuesto y los aminoacidos, entre estos se identificaron la
formacién de puentes de hidrégeno y los residuos de Thr335, Ala365, Lys60 y Ser178,
también se registrd interacciones de Van der Waals con los residuos Cys57 y Gly56. El

complejo quercetina-tripanotiona reductasa demostrd una energfa libre de interaccién
de -8,77 £ 0,095 kcal-mol™. En el mismo se identificaron puentes de hidrégeno con los
residuos Met333, His461 y Ala365, ¢ interacciones de Van der Waals con el residuo

Leu334 (Figura 2.A,B).

Tabla 1. Resultados obtenidos en el cribado virtual de los fitoconstituyentes de M. oleifera y la tri-

panotiona reductasa de L. infantum.

AG de union (kcal-mol™!)
Compuestos PubChem CID Sitio Dominio
catalitico NADPH-FAD
Tripanotiona* - -6,6 -
NADPH* - - -10,6
Acido 5,6,7,8-tetrahidrofélico 135444742 -6,3 -10,8
Acido 5-metil-5,6,7,8-tetrahidréf6lico 135415868 -5,8 -10,3
Acido 10-formilfélico 135405023 -7,7 -10,6
Acido a-linolénico 5280934 -5,6 -6,8
Apigenina 5280443 -8.8 -8,8
Bencilamina 7504 -4,7 -5,0
Ftalato de bis(2-etilhexilo) 8343 -7,0 74
Acido cafeico 689043 -6,1 -7,1
Acido clorogénico 1794427 -8,2 -9,0
Acido cumarinico 10752 7,2 7.4
Daidzeina 5281708 -8,3 -8,3
D-alose 439507 -S54 -6,1
Epicatequina 72276 -8,2 -8,2
Eugenol 3314 -5,2 -6,3
Acido fertlico 445858 -5,9 7,1
Acido gélico 370 -5,7 -6,6
Genisteina 5280961 -84 -84
Hexadecanal 984 -5,1 -5,0
(Contintia)
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AG de union (kcal-mol™)
Compuestos PubChem CID Sitio Dominio
catalitico NADPH-FAD
Isorhamnetina 5281654 -8,6 -9,2
Kaempferol 5280863 -8,6 -9,0
|-galactosa, 6-desoxi 3034656 -5,0 -5,5
Acido linoleico 5280450 -6,0 -5,7
Luteolina 5280445 -8,9 -9,0
Miricetina 5281672 -8,9 -8,6
Acido palmitico 985 -5.5 -6,1
Quercetina 5280343 -8,5 -9.3
Rutina 5280805 -3,7 -10,9
Acido sindpico 637775 -6,3 -7,3
Acido siringico 10742 -5,9 -7,0
Vanilina 1183 -5,6 -6,0

*Control

En el complejo formado entre la miricetina y la tripanotiona reductasa evidencié valo-
res promedio de energia de unién de -8,84 + 0,13 kcal-mol”, también se registré la
formacién de puentes de hidrégeno con los residuos His461, Lys60, Ser14, Ser 162 y
Asp327, e interacciones de Van der Waals con los residuos Thr335 y Cys57. Asi tam-
bién se el complejo isorhamnetina-tripanotiona reductasa revel6 un promedio de ener-
gia de unién de -8,6+1,87x10" kcal-mol™, donde se registraron puentes de hidrégeno
con los residuos Ser162, Ser14 y Lys60, ¢ interacciones de Van der Waals con el residuo

Cys57 (Figura 2.C,D).

Asi también, entre los fitoconstituyentes que demostraron afinidades de interacciéon
con el dominio de unién FAD-NADPH en el cribado virtual, fueron solo el 4cido
5,6,7,8-tetrahidrofélico y la rutina los compuestos que presentaron valores de energia
significativamente favorables (£<0,05) en comparacién a lo detectado con el control

(NADPH) (Figura 1.B).

En el complejo formado por el 4cido 5,6,7,8-tetrahidrofélico y el dominio de unién
FAD-NADPH de la tripanotiona reductasa se registré valores de energia de interac-
cién de -10.65 + 0.23 kcal-mol”, en el mismo se registraron puentes de hidrégeno con
los residuos Ser14, Thr51, Cys52, Gly16, Gly15, Asp35 y Gly127, interacciones hidro-
fobicas con el residuo Phel26 y uniones de Van der Waals con el residuo Thr160. El
complejo rutina-tripanotiona reductasa reveld valores promedios de energia de unién
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de -10,78 + 0,063 kcal-mol™, en el mismo se identificaron puentes de hidrégeno con los
residuos Ser178, Val55, Lys60 y Ala365, uniones hidrofdbicas con el residuo Tyr198 e
interacciones de Van der Waals con los residuos Leu334, Tyr198 y lle199 (Figura 3.A,B).
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Figura 1. Andlisis estadisticos de las pruebas de acoplamiento molecular entre fitoconstituyentes
seleccionados de M. oleiféra y la tripanotiona reductasa. A. Fitoconstituyentes en interaccidén con
el sitio catalitico de la tripanotiona reductasa. B. Fitoconstituyentes en interaccion con el sitio de
unién FAD-NADPH de la tripanotiona reductasa. Cont: Tripanotiona, Apig: apigenina. Ac. Clor:
4cido clorogenico Ac. Cum: 4cido cumarinico Ac.10-F: 4cido 10-formilico, Daid: daidzeina, Epi-
cat: epicatechina, Querc: quercetina, Miric: miricetina, Lut: luteolina, Kaemp: kaempferol, Isoh:
isohramnetina, Genis: genisteina, NADP: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato, ATHF: 4ci-
do 5,6,7,8-tetrahidrofélico, MTH: 4cido 5-metil-5,6,7,8-tetrahidrofélico, AF10: Acido 10-formil-
félico, Ru: rutina. * P<0,05, **P<0,001.
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Figura 2. Representaciones tridimensionales y bidimensionales de los compuestos con el sitio cata-
litico de la tripanotiona reductasa. A. Apigenina. B. Quercetina. C. Miricetina. D. Isorhamnetina.
Linea punteada negra: puente de hidrégeno, linea punteada verde: interacciones hidrofébicas, linea

continua verde: interacciones de Van der Waals.
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Figura 3. Representaciones tridimensionales y bidimensionales de los compuestos en unién al do-
minio FAD-NADPH de la tripanotiona reductasa. A. Acido 5,6,7,8-tetrahidrofélico. B. Rutina.
Linea punteada negra: puente de hidrégeno, linea punteada verde: interacciones hidrofébicas, linea

continua verde: interacciones de Van der Waals.

Las validaciones de re-docking del sistema empleado evidenciaron valores de RMSD
de 0,82 A en interaccién entre la enzimay la tripanotiona.

Las predicciones de biodisponibilidad de los compuestos seleccionados, segtn la regla
modificada de los cinco de Lipinski, revelaron que el 4cido 5,6,7,8-tetrahidrofélico y
la rutina infringen con dicha regla, en ambas moléculas se observa un numero mayor
de grupos donadores de puentes de hidrégeno recomendados por la regla (<5), sin
embargo, la rutina también presenta otras infracciones como un peso molecular mayor
a lo indicado en la regla (<500 g-mol), y un numero mayor de grupos aceptores de
puentes de hidrogeno (<10), esta abundancia en grupos donadores y aceptores de
puentes de hidrogeno se debe principalmente a la abundancia de grupos hidroxilos
(-OH), aminos (-NH, -NH,), y de 4&tomos de oxigeno (O) en la estructura molecular
del compuesto [33]. La miricetina presenta una infraccién en la cantidad de grupos
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donadores de puentes de hidrégeno, el cual también resultd ser mayor a lo establecido
en la regla empleada (<5), debido a la presencia de un grupo hidroxilo (-OH) demds

en la molécula [34].

En cuanto a la quercetina, la apigenina y la isorhamnetina no demostraron infracciones
ala regla resultando favorable para su biodisponibilidad en el organismo (Tabla 2).

A su vez, la evaluacién de las propiedades farmacocinéticas (ADME) de los compues-
tos evaluados demostrd que tanto el acido 5,6,7,8-tetrahidrofélico, la miricetina y la
rutina presentaron una baja absorcion gastrointestinal, lo cual representa una barrera
para la eficiencia del consumo oral de estas moléculas con fines farmacoldgicos, de
entre los cuales solo la miricetina demostr6 capacidades de ser inhibidoras de las isofor-
mas del citocromo P450 CYP1A2 y CYP3A4, lo cual nos indica que este compuesto
podria interactuar con ambas proteinas, en cuanto a sus actividades tdxicas la mirice-
tina demostré probabilidades de presentar actividades mutagénicas y carcinogénicas, lo
cual fue reportado por Hobbs ez /. en el ano 2015 [35] quienes reportaron actividades
mutagénicas de la miricetina empleando el test de AMES (Tabla 3).

Por lo demas, las moléculas de quercetina, la apigenina y la isorhamnetina presenta alta
absorcién gastrointestinal, sin embargo, presentan probabilidades de ser inhibidores
de las isoformas CYP1A2, CYP2D6 y CYP3A4 del citocromo P450, siendo solo la
molécula de quercetina la que demuestra probabilidades de ser mutagénica y carcino-
génica, lo cual fue anteriormente descrito por Vrijsen e /. en el afio 1990 [36] quienes
reportaron actividades mutagénicas iz vitro de la molécula de quercetina (Tabla 3).

A su vez, las predicciones de actividades inhibitorias de isoformas de citocromo P450
(CYP) nos da un indicio de que los compuestos capaces de inhibir alguna de cllas
podrian interferir con las funciones enzimdticas de estas proteinas alterando el meta-
bolismo de otros firmacos/compuestos, dando paso a la acumulacién de xenobidticos
en el organismo pudiendo generarse efectos adversos [37].

El andlisis de los complejos formados entre los compuestos evaluados de M. oleiferay la
estructura de la tripanotiona reductasa de L. infantum, revel afinidades de interaccién
tanto por el sitio catalitico y por el dominio de unién FAD-NAPH.

En los complejos se registraron interacciones moleculares importantes, uno de ellos
fueron los puentes de hidrégeno, con un aporte energético en la formacion de los com-
plejos de entre 0,25 kcal-mol” a 40 kcal-mol”, estas son interacciones electrostaticas
entre un atomo donante de hidrégeno y un dtomo aceptor de hidrégeno en una molé-
cula vecina. Estas interacciones son importantes para la estabilizacién de la conforma-
ci6n de la proteina y para la formacién de complejos proteicos, impactando en gran

1432



Acoplamiento molecular 77 silico de compuestos de Moringa oleifera Lam.

medida sobre la accién farmacoldgica de ligandos [38-40]. Esta interaccion se da prin-
cipalmente entre grupos hidroxilos (-OH), aminos (-NH, -NH,) y 4&tomos de oxigeno
(O) presentes principalmente en los fitoconstituyentes evaluados, asi como también
presentes en los residuos activos involucrados en la formacién en la formacién de los

puentes de hidrégeno [33, 34, 41-43].

Otra interaccidén importante registrada fueron las interacciones hidrofébicas en las
moléculas de acido 5,6,7,8-tetrahidrofélico y rutina, los cuales contienen grupos aro-
maticos hidrofébicos que permiten interactuar con los residuos de igual propiedad fisi-
coquimica, como la fenilalanina (Phe) y la tirosina (Tyr), los cuales presentan también
en sus cadenas laterales grupos aromdticos, estas interacciones son débiles con aportes
de entre 1,5 a 2 keal-mol™, sin embargo, son importantes para la unién especifica de la
proteinay el ligando y para la estabilizacién de la proteina [44].

A su vez, las fuerzas de Van der Waals son interacciones débiles entre moléculas que
surgen debido a las fluctuaciones en las cargas eléctricas de estas. Estas interacciones
son importantes para la estabilizacién de la estructura de la proteina y para la forma-
cién de complejos proteicos [45].

Tabla 2. Evaluaci6n de la regla de los cinco modificada de Lipinski de los compuestos evaluados.

Compuesto Peso Donadores Aceptores MlogP ‘Nl,lmel"o de
Molecular de PH de PH infracciones
Kaempferol 270,24 3 5 0,52 0
l-galactosa, 6-desoxi 164,16 4 5 2,1 0
Ftalato de bis(2-etilhexilo) 390,56 0 4 5,24 1
Hexadecanal 240,42 0 1 4,31 1
bicatiion 596 7 7| e
Acido 5,6,7,8-tetrahidrofélico 445,43 8 7 -1,12 1
Acido 10-formilfélico 469,41 5 10 -0,39 0
Quj:rcetina 302,24 5 7 -0,56 0
Apigenina 270,24 3 5 0,52 0
Isorhamnetina 316,26 4 7 -0,31 0
Acido a-linolénico 278,43 1 2 4,38 1
Acido linoleico 280,45 1 2 4,47 1
Acido palmitico 256,42 1 2 4,19 1
Acido clorogénico 354,31 6 9 -1,05 1
(Continita)
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Compuesto Peso Donadores Aceptores MlogP ‘Nlimeljo de
Molecular de PH de PH infracciones
Miricetina 318,24 6 8 -1,08 1
Bencilamina 107,15 1 1 1,54 0
Rutina 610,52 10 16 -3,89 3
Acido galico 170,12 4 5 -0,16 0
Acido cumarinico 190,15 1 4 1,22 0
Acido cafeico 180,16 3 4 0,7 0
Acido siringico 198,17 2 5 0,49 0
Luteolina 286,24 4 6 -0,03 0
Genisteina 270,24 3 ) 0,52 0
Daidzeina 254,24 2 4 1,08 0
D-Alose 180,16 5 6 22,75 0
Epicatequina 290,27 5 6 0,24 0
Acido fertlico 194,18 2 4 1 0
Acido sindpico 224,21 2 5 0,73 0
Vanilina 152,15 1 3 0,51 0
Eugenol 164,2 1 2 2,01 0

PH: puente de hidrogeno; MlogP: coeficiente de reparto octanol-agua de Moriguchi.

En el sitio catalitico unos de los residuos activos identificados fueron la Cys57 y la
His461, estos residuos cumplen un papel fundamental en la transferencia de electrones
desde NADPH hasta la tripanotiona [46]. La Cys57 forma parte del puente disulfuro
Cys52-CysS57 que se reduce durante la catélisis, mientras que His461 actiia como un
4cido/base en el proceso de transferencia de protones que acompana la transferencia de
electrones [47].

Con respecto al dominio de unién FAD-NADPH, los residuos activos importantes
fueron Glyl1, Gly13, Serl4, Gly15, Val34, Asp35, Val36, Ala46, Ala47, Gly50, Thr51,
Cys52, Lys60, Phel26, Glyl127, Alal59, Thrl68, Gly161, Gly196, Gly197, Tyr198,
lle199, Glu282, Tyr221, Arg222, Arg228, Asn254, Ala284, 11e285, Gly286, Arg287,
Arg290, Leu294, Gly326, Asp327, Met333, Leu334, Thr335, Pro336, A1-365, Phe367.

Fonseca et al. (2011) [48] estudiaron la actividad leishmanicida de la quercetina y des-
cribi6 su actividad frente a promastigotes de Leishmania amazonensis, ya que este bio-
activo tiene una amplia gama de efectos bioldgicos informados que incluyen actividades
antioxidantes, antihipertensivas, antiinflamatorias, antimicrobianas y antiprotozoarias.
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Asi también Mercado-Camargo ez al. (2020) [49], mencionaron que los flavonoides
poseen actividad leishmanicida, entre ellos, a una concentracién de 45 uM, la querce-
tina mostré una reduccion del 70% en la carga intracelular.

Por otro lado, Das ez /. (2013) [50] demostraron la actividad antileishmania de la
quercetina en nanoparticulas de oro conjugadas con el compuesto, los cuales fueron
expuestas a macrofagos infectado con L. donovani, obteniendo una ICs, de 1543 pM.
La concentracién inhibitoria para el aglicén de quercetina en amastigote de L. dono-
vani fue de (ICs, 3046 uM) [50]. Sousa ez al. (2017) [51] evaluaron la eficacia oral
mejorada de la quercetina en la leishmaniasis cutdnea después de la encapsulacién en
nanocépsulas de nucleo lipidico a ratones infectados con Leishmania amazonensis, el
tratamiento redujo el tamafio de las lesiones y la carga parasitaria en un 38% y un 71%,
respectivamente.

En una actualizacién de las actividades leishmanicidas de hierbas medicinales y fito-
constituyentes 7 vitro ¢ in vivo realizado por Hassan ez al. (2022) [52] mencionaron
que la apigenina podria ser un compuesto prometedor para el desarrollo de nuevos
fairmacos contra la leishmaniasis.

Asi también, Chandrasekar ez /. (2018) [53] plantearon la accién de este flavonoide
para luchar contra la L. infantum y L. amazonensis. Otros reportes sefialan tam-
bién que la isorhamnetina demuestra potencial antiprotozoario contra L. donovani

(IC5, 1,20 uM) [54].

De igual manera, Tasdemir ez al. (2006) [55] validaron a la quercetina como agente
leishmanicida contra amastigotes L. donovani en forma in vitro con un ICs, de
1,0 ugrmL" y descubrié también que la miricetina puede tener la misma actividad anti-
protozoaria con un valor de (ICy, de 1,3 pg-mL™"), esto también fue mencionado por
Neto et al. (2022) [56] y Vidal (2019) [57]. Ensayos llevados a cabo por Vila-Nova
et al. (2012) [58] con flavonoides (quercetina y rutina) presentaron resultados en con-
tra L. infantum comparables al firmaco de control positivo que fue la anfotericina B,
frente a las formas amastigotes con ECs, para quercetina y rutina de 10,6 ug.mL'y
43,3 ug-mL", respectivamente.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos i silico encontrados en este estudio evidenciaron que los compuestos
descritos en la M. oleifera que presentaron potenciales afinidades de interaccion con la
tripanotiona reductasa de L. infantum y con valores de energia libre de unién significa-
tivamente favorables fueron la apigenina, la quercetina, la miricetina y la isorhamnetina
en el sitio catalitico de la enzima, y las moléculas de rutina y de 4cido 5,6,7,8-tetrahidro-
folico en el dominio FAD-NADPH. Los resultados de biodisponibilidad y ADME-
Tox demuestran infracciones, sin embargo, pueden ser considerados candidatos para
llevar a cabo pruebas iz vitro sobre las actividades enzimaticas de la tripanotiona reduc-
tasa de L. infantum, asi como continuar llevando a cabo estudios i% silico para el diseno
de nuevos derivados de estos compuestos con la finalidad de optimizar a los compues-
tos mediante herramientas QSAR (relacidn cuantitativa estructura-actividad).
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