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Acoplamiento molecular entre la proteina viral 1 del virus de la
enfermedad infecciosa de la bursa y fitoconstituyentes de
Withania somnifera (L.) Dunal: Un enfoque computacional

Molecular docking between the viral protein 1 of the infectious bursal disease vi-
rus and phytoconstituents of Withania somnifera (L.) Dunal: A computational
approach

Elvio Gayozo'*, Laura Rojas?, Liz Castro®

RESUMEN

La enfermedad infecciosa bursal es una patologia de origen viral que afecta a aves de
corral ocasionando una alta tasa de mortalidad. Las vacunas existentes se enfrentan al
problema de la aparicion de nuevas cepas, por lo que se realizan bisquedas de moléculas
con potencial afinidad de unién a proteinas virales. El extracto de Withania somnifera
interviene en la replicacion del virus de la bursitis infecciosa, pero el posible mecanismo
de accion no es bien conocido. El objetivo de este estudio fue identificar a través de
métodos in silico los fitoconstituyentes de W. somnifera con afinidad de unién al sitio
activo de la proteina viral 1 (VP1) del virus de la bursitis infecciosa. Se realizaron pruebas
de acoplamiento molecular entre la VP 1y 27 fitoconstituyentes descritos en W. somnifera.
Los datos de energia de union obtenidos fueron analizados con el test de Kruskal-Wallis
y la prueba de Dunn (p<0.05). Los resultados evidenciaron que los compuestos
somniferina, witan6lido A, witanolido N, witanoélido R, witandlido S y witasomniferol C
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presentaron energia libre de interaccion significativamente favorables (p<0.001) con va-
lores de -8.92+0.15, -7.98+0.20, -7.56+0.28, -8.09+0.01, -8.39+0.01 y -7.99+0.23 kcal.mol”!,
respectivamente. Los residuos identificados en las interacciones entre la VP1 y los
fitoconstituyentes fueron Argl75, Arg335, Asp402, Asn403, Lys419, Glu421 y Asn493,
los cuales poseen funciones cruciales en el proceso de replicacion del genoma viral. El
fitoconstituyente con mejor resultado de acoplamiento con la VP1 fue la somniferina, la
cual demostré afinidades de interaccion favorable por el sitio activo de la proteina; sin
embargo, se requiere la validacion experimental in vitro de estas observaciones.

Palabras clave: enfermedad Gumboro, metabolitos secundarios, acoplamiento molecular,
Ashwagandha

ABSTRACT

Infectious bursal disease is a pathology of viral origin that affects poultry, causing a
high mortality rate. Existing vaccines face the problem of the appearance of new strains,
so searches are made for molecules with potential binding affinity to viral proteins.
Withania somnifera extract is involved in the replication of infectious bursitis virus, but
the possible mechanism of action is not well understood. The aim of this study was to
identify, through in silico methods, the phytoconstituents of W. somnifera with binding
affinity to the active site of viral protein 1 (VP1) of infectious bursal disease virus. Molecular
docking assays were performed between VP1 and 27 phytoconstituents described in W,
somnifera. The binding energy data obtained were analysed with the Kruskal-Wallis test
and Dunn’s test (p<0.05). The results showed that the compounds somniferin, withanolide
A, withanolide N, withanolide R, withanolide S and witasomniferol C presented significantly
favourable binding free energy (p<0.001) with values of -8.92+0.15, -7.98+0.20, -7.56+
0.28,-8.09+0.01, -8.39+0.01 and -7.99+0.23 kcal.mol”, respectively. The residues identified
in the interactions between VP 1 and the phytoconstituents were Argl 75, Arg335, Asp402,
Asn403, Lys419, Glu421 and Asn493, which possess crucial functions in the viral genome
replication process. The phytoconstituent with the best docking result to VP1 was
somniferin, which showed favourable binding affinities to the active site of the protein;
however, in vitro experimental validation of these observations is required.

Key words: Gumboro disease, secondary metabolites, molecular docking, Ashwagandha

INTRODUCCION

La enfermedad infecciosa bursal, tam-
bién conocida como enfermedad de Gumboro,
es una enfermedad viral, altamente contagio-
sa e inmunosupresora que afecta a aves jo-
venes, siendo responsable de importantes
pérdidas economicas en la industria avicola a
nivel mundial. Es producida por un virus ARN
de doble cadena bisegmentado (segmentos
Ay B) del género Avibirnavirus y familia
Birnaviridae (Murphy et al., 1999).

El segmento A contiene dos marcos de
lectura que se solapan parcialmente. El mar-
co de lectura abierto 1 (ORF1, por sus siglas
en inglés Open Reading Frame) codifica una
poliproteina de 110 kDa que se empalma
autocataliticamente en las proteinas virales
VP2 (48 kDa), VP3 (33-35 kDa) y VP4 (24
kDa), en tanto que el marco de lectura abier-
to 2 (ORF2) codifica a una proteina no es-
tructural de 17 kDa, la VP5 (Toskano Hurta-
do, 2016). El segmento B tiene 2.8 kDa de
longitud y codifica a la proteina VP1, una pro-
teina de 97 kDa con actividad polimerasa
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dependiente de ARN y se presenta tanto li-
bre como ligada al genoma (Toskano Hurta-
do, 2016). Esta tltima desempefia un papel
clave en la encapsulacion de las particulas
virales e interactiia con VP3 para formar el
complejo VP1-VP3 que da integridad estruc-
tural a las particulas virales (Mahgoub, 2012;
Dey et al., 2019).

La forma de prevencion de la enferme-
dad es mediante la vacunacion de las parvadas
(vacunas de virus atenuados, inactivados,
recombinantes que contienen la proteina
VP2) y mediante el empleo de inmunocom-
plejos antigeno-anticuerpo (Mahgoub, 2012;
Toskano Hurtado, 2016; Wu et al., 2020).
Pese a la existencia de una gran variedad de
vacunas, el control de la enfermedad sigue
siendo un reto, debido a estimaciones
epidemioldgicas inexactas (Sun et al., 2013).
Ante esto, la comunidad cientifica desarrolla
nuevas estrategias como la biisqueda de com-
puestos inhibidores de proteinas para com-
batir las afecciones de origen viral.

La primera etapa en la busqueda y de-
sarrollo de nuevas moléculas con potencial
uso farmacologico utiliza recursos
computacionales enfocados en el andlisis de
las propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas,
farmacéuticas, ADMET, entre otras, de las
moléculas; asi como, de las interacciones li-
gando-proteina en los sitios activos/cataliticos
o alostéricos que conlleven hacia una poten-
cial actividad bioldgica, optimizando de esta
manera la inversion de tiempo y costo en el
disefio de nuevos farmacos (Anwar et al.,
2021). Generalmente la busqueda se realiza
con productos naturales, ya que las plantas
son fuentes inagotables de compuestos que
presentan actividades antivirales contra una
considerable cantidad de virus (Kapoor et al.,
2017). Los mecanismos de accion pueden ser
varios, como la inhibicion de una o varias eta-
pas importantes en el ciclo replicativo, la en-
trada viral o el proceso de replicacion del vi-
rus (Kapoor et al., 2017).
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La especie Whitania somnifera (L)
Dunal es ampliamente empleada principal-
mente por sus propiedades antimicrobianas,
utilizada para el tratamiento de afecciones
como la tuberculosis y enfermedades de
transmision sexual (ETS) (Gupta y Rana,
2007). También se ha demostrado activida-
des antivirales contra el virus del herpes
simplex tipo I (VHS-1) (Kambizi et al.,
2007). Asimismo, Mofed et al. (2020) han
reportado reducciones de la carga viral del
virus de la hepatitis C en el tratamiento con
el extracto acuoso de W. somnifera en con-
centraciones de 25 mg.ml.

Pant et al. (2012) trabajaron con el ex-
tracto hidroalcohdlico de W. somnifera de-
mostrando su eficacia al inhibir la replicacion
del virus de la enfermedad infecciosa bursal
(IBDV, por sus siglas en inglés Infectious
Bursal Disease Virus) en un 99.9% a con-
centraciones seguras (25 pg.mL"') y no
citotoxicas; sin embargo, se desconoce el
mecanismo de accion. El objetivo del presente
estudio fue identificar los fitoconstituyentes
descritos en W. somnifera que presenten afi-
nidades de union con el sitio activo de la pro-
teina viral 1 (VP1)del IBDV y caracterizarlas
mediante el analisis computacional de aco-
plamiento molecular.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de sitios drogables en la
region catalitica de la proteina VPI

El estudio se realizé siguiendo el esque-
ma metodoldgico representado en la Figura
1. Para ello, primeramente, se hizo la bus-
queda de sitios con perfiles drogables pre-
sentes en la region catalitica de la VP1 (PDB:
2R70,2R72), siendo identificados y caracte-
rizados empleando la herramienta DoGSite-
Scorer de ProteinsPlus (Fahrrolfes et al.,
2017; Schoéning-Stierand et al., 2020). La
caracterizacion fue realizada mediante
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descriptores como las dimensiones del sitio
drogable, determinacion de grupos funciona-
les y 1a composicion de residuos; ademas, se
estimo el puntaje de drogabilidad (Volkamer
etal.,2012).

Revision dAné";::i:; Pruebas de Predicciones Andlisis
Bibliogréfica "o i acoplamiento propiedades estadistico de

catalitco VPL molecular ADME resultados

Figura 1. Esquema del disefio metodologico
empleado en el estudio

Pruebas de acoplamiento molecular entre
fitoconstituyentes de W. somnifera y la VP1

La estructura proteica de la VP1 del
IBDV fue obtenida de la base de datos Protein
Data Bank (PDB: 2R70) (Garriga et al.,
2007). La estructura molecular de los
fitoconstituyentes descritos en W. somnifera
se obtuvieron de la base de datos PubChem
(Cuadro 1) (Gupta y Rana, 2007).

Primeramente, se procedio a eliminar las
moléculas de agua presente en la estructura
proteica, luego se aplico el método de campo
de fuerza UFF (Universal Force Field) jun-
to con el algoritmo de optimizaciéon de
gradientes conjugados, y a continuacion se
proporcionaron de cargas parciales y de ato-
mos de hidrégeno polares presentes a pH fi-
sioldgico de 7.4, utilizando el programa
Avogadro 1. 2 (Hanwell ef al., 2012).

Las pruebas exploratorias de acopla-
miento molecular se llevaron a cabo utilizan-
do el modelo tipo receptor-ligando, utilizando
una caja de acoplamiento con dimensiones
de 21.22 x 25.15 x 18.50 A? dirigido al sitio
drogable identificado en el sitio catalitico. Para
ello se emplearon los programas LeDock
(Zhao y Caflisch, 2013) y AutoDock Vina
(Trotty Olson, 2010). Como controles del sis-
tema de acoplamiento se emplearon a los
ribonucleotidos adenosina trifosfato (ATP),
guanosina trifosfato (GTP), citosina trifosfato
(CTP) y uridina trifosfato (UTP).

De los resultados obtenidos se seleccio-
naron aquellos ligandos que presentaron va-
lores de energia libre de union (AG) mas fa-
vorables (baja energia). Estos fueron some-
tidos a pruebas de mayor exhaustividad
(exhaustividad = 20) haciendo cincuenta re-
peticiones mediante el programa AutoDock
Vina (Trott y Olson, 2010), a modo de mini-
mizar el grado de incerteza y reducir los erro-
res de las simulaciones. La precision de los
procedimientos de acoplamiento molecular se
garantizo volviendo a acoplar el ligando co-
cristalizado con la proteina (PDB: 2R72) y
calculando valor de RMSD (raiz de la des-
viacion cuadratica media). La visualizacion y
el analisis de los complejos resultantes de las
pruebas de acoplamiento molecular se reali-
zaron utilizando el programa Discovery Studio
Visualizer v. 20 (BIOVIA Dassault Systémes,
2020) y Visual Molecular Dynamics
(Humphrey et al., 1996).

Prediccion de propiedades ADME de
fitoconstituyentes de W. somnifera

Las propiedades ADME (absorcion, dis-
tribucion, metabolismo y excrecion) de los
fitoconstituyentes que presentaron valores
mas favorables de energia de union fueron
caracterizadas empleando la regla de Lipinski
(Butina et al., 2002; Selick et al., 2002), utili-
zando la herramienta SwissADME (Daina et
al.,204,2017; Daina y Zoete, 2016).

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos en las pruebas de
acoplamiento molecular fueron analizados
mediante el test de Kruskal-Wallis y la prue-
ba post-hoc de Dunn (5% de nivel de
significancia), utilizando el programa Past 4.
08 (Hammer et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de las estructuras de la VP1
evidencio la presencia de un sitio con un alto
puntaje de drogabilidad igual a 0.83 ubicado
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Cuadro 1. Resultados obtenidos en las pruebas de acoplamiento molecular

LeDock AutoDock Vina

Molécula Grupo quimico PubChem CID  AG de unién AG de unién

(kcal.mol ™) (kcal.mol-1)
ATP¥} Nucleétido 5957 -11,02 -7,2
GTP¥ Nucleétido 135398633 -11,52 -6,7
CTP+t Nucleotido 6176 -11,66 -7,3
UTPY Nucleétido 6133 -10,91 -7,4
(-)-Anaferina Alcaloide 443143 -4,72 -5,0
Anahigrina Alcaloide 12306778 -4,74 -5,3
Colina N.E 305 2,12 -3,0
Cuscohigrina Alcaloide 1201543 -4,19 -4,8
Higrina Alcaloide 440933 -3,28 -3,8
Peletierina Alcaloide 92987 -4,07 -3,8
Somniferina Alcaloide 14106343 -6,39 -9,2
Tropina D. A 8424 -2,91 -39
Witaferina A C.E 265237 -5,44 -7,5
Witandlido A C.E 11294368 -5,41 -8,4
Witanolido B C.E 14236711 -7,07 -7,9
Witanolido D C.E 161671 -5,27 -8,1
Witanolido E C.E 301751 -5,71 -8,2
Witandlido G C.E 21679023 -491 -84
Witanolido J C.E 21679022 -4,92 -8,2
Witanolido L C.E 179575 -4,53 -8,1
Witandlido M C.E 25090669 -4,66 -8,2
Witanodlido N C.E 23266147 -5,48 -8,1
Witandlido O C.E 23266146 -5,06 -8,0
Witanolido P C.E 21679034 -5,28 -7,7
Witanolido Q C.E 101281365 -5,79 -7,9
Witanolido R C.E 101281364 -5,31 -8,1
Witanolido S C.E 11049407 -5,42 -8,4
Witanona C.E 21679027 -5,08 -8,0
Witasomniferol B C.E 101710595 -5,24 -7,6
Witasomniferol B C.E 101710596 -5,15 -8,1
Witasomniferol C C.E 101710597 -5,58 -8,3

T Controles, N. E: Nutriente esencial, D. A: Derivado alcaloide, C. E: Compuestos esteroidicos

Rev Inv Vet Perti 2022; 33(5): €22022



E. Gayozo et al.

Puntaje de drogabilidad: 0,83
Figura 2. Sitio drogable (region resaltada) situado en la region catalitica de la VP1 (PDB: 2R72)

en la region catalitica de la proteina, segin
fue descrito por Garriga et al. (2007), quie-
nes reportaron que los residuos activos del
sitio catalitico de la VP1 son Argl 75, Lys333,
Arg335, Asp402, Asn403, Asp416, Lys419,
Glu421, Asnd93 y Lys529. Este sitio presen-
ta un volumen de 579,49 A3, una superficie
de 69.31 A2 y una profundidad de 21.53 A
(Figura 2). Segin Volkamer et al. (2012) los
indices de drogabilidad pueden tomar valores
desde 0 a 1, donde aquellos puntajes cerca-
nos a 1 indican su potencial uso como blanco
para la busqueda de inhibidores, siendo con-
siderado puntajes mayores a 0.50 como va-
lores 6ptimos (Volkamer et al., 2012).

El sitio drogable se encuentra confor-
mado por residuos apolares en un 28%, resi-
duos polares en un 47%, residuos basicos en
un 19% y residuos acidos en un 6%. Los re-
siduos son Tyr59, Argl75, Leul 76, Met179,
Lys180, Ser256, Ser257, Lys267, Leu318,
Lys321, Arg335, Asn336, 11e337, Trp338,
Ser339, Ala340, His345, Glu421, Ala422,
Val465, Val466, ASP467, Ser468, Serd69,
Cys470, Lys478, Thrd79, Tyrd80, Gly481,
GIn482, Gly483, Serd84, Gly485, Asn486,
Ala488 y Thr489, de entre los cuales Argl75,

Arg335y Glu421 son residuos que se encuen-
tran cumpliendo funciones importantes en el
sitio catalitico de la VP1 (Garriga et al.,
2007).

El sitio se encuentra conformado por 22
grupos funcionales capaces de actuar como
donadores en puentes de hidroégeno, 54 gru-
pos funcionales aceptores en puentes de hi-
droégeno y 13 grupos funcionales capaces de
participar en la formacion de interacciones
hidrofébicas, con una proporcioén de
hidrofobicidad de 0.15.

Los resultados de las pruebas explo-
ratorias de acoplamiento molecular demos-
traron que los fitoconstituyentes con valores
mas favorables de energia libre de interaccion
fueron la somniferina, los witandlidos A, N,
R, S, y el witasomniferol C. Estos compues-
tos fueron seleccionados para llevar a cabo
pruebas de mayor exhaustividad (Cuadro 1),
pruebas que revelaron que estos fitocons-
tituyentes presentan valores significativa-
mente favorables (p<0.001) de energia libre
de interaccion con la regién catalitica de la
VP1 en comparaciéon con a los resultados
obtenidos con los controles (Figura 3).
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k%

AG Energia libre de union (kcal.mo'!)

ATP GTP CTPUTP S WA WN WR WS WSC

Controles

Figura 3. Energia libre de interaccion (AG) registrada en las pruebas con mayor exhaustividad.
S: Somniferina, WA: witanolido A, WN: witanolido N, WR: witanolido R, WS: witandlido

S, WSC: witasomniferol C (***p<0.001)

La somniferina presentd una energia li-
bre de unidn igual a -8.92+0.15 kcal.mol! y
resulto ser el ligando con la con la energia
mas baja detectada en comparacion a los otros
fitoconstituyentes. Los residuos activos iden-
tificados fueron Argl75, Metl179, Arg335,
Asp402, Lys419, Glud21 y Arg592, donde
Argl75, Arg335, Asp402, Lys419 y Glud21
son residuos con roles importantes en el sitio
catalitico de la VP1 (Garriga et al., 2007).

Se pudo registrar interacciones del tipo
puentes de hidrégeno entre la somniferina y
el residuo Arg335, interacciones del tipo car-
bono-hidrégeno no convencionales con el
Asp402, interacciones electroestaticas con los
residuos Argl75 y Arg532 (orbitales nt-cation)
y con el residuo Glu421 (orbitales m-anion),
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interacciones entre cadenas de alquilo con la
Met179 e interacciones entre orbitales 7 y
las cadenas de alquilo con los residuos Lys419
y Arg335 (Figura 4.A).

El witanolido A revel6 una energia libre
de union de -7.98+0.20 kcal.mol, donde los
residuos activos registrados fueron Argl75,
Asn403 y Asn493, con los cuales solo se iden-
tificaron la formacion de puentes de hidroge-
no convencionales, donde Argl75 y Asn493
son aminoacidos con funciones importantes
en el sitio catalitico (Garriga et al., 2007) (Fi-
gura 4.B). A su vez, el witanolido N eviden-
ci6 una energia libre de union de -7.56+0.28
kcal.mol™'. Los residuos que se encontraban
participando activamente en la formacion del
complejo con la VP1 son Argl75, Asp402 y
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Interacciones

[ 1van der Waals
[ puentes de hidrégeno

7] Interacciones carbono-hidrégeno

[ pi-catién

-8,92::0,15 kcal.mol!
| &

[ pi-Anion
[] Aquilo-Alquilo
I Pi-Alquilo

B interacciones desfavorables

Figura 4. Representacion grafica tridimensional y bidimensional del acoplamiento molecular en-
tre fitoconstituyentes de W. somnifera y la region catalitica de VP1. A. Somniferol. B.

Witanolido A. C. Witanolido N

Asn493, con los cuales el ligando se encon-
traba interaccionando mediante puentes de
hidrégeno; no obstante, Argl75, Asp402 y
Asn493 son asimismo residuos importantes
del sitio catalitico (Garriga et al., 2007) (Fi-
gura 4.C).

El witanolido R demostr6 una energia
libre de -8.09+0.014 kcal.mol! en union a la
region catalitica de 1a VP1. Los residuos ac-
tivos registrados fueron Argl75, Asn403 y
Asn493, con los cuales se formaron puentes
de hidrogeno con el ligando (Figura 5.A).

Rev Inv Vet Peru 2022; 33(5): €22022



Acoplamiento molecular entre la VP1 y fitoconstituyentes de W. somnifera

Interacciones

[} van der Waals
[ Puentes de hidrégeno

[T Pi-Anién

:' Aquilo-Alquilo

Interacciones carbono-hidrogeno [l Pi-Alquilo

[T Pi-cation

I interacciones desfavorables

Figura5. Representacion grafica tridimensional y bidimensional del acoplamiento molecular
entre fitoconstituyentes de W. somnifera y laregion catalitica de VP1. A. Witanolido
R. B. Witano¢lido S. C. Witasomniferol C

Estos residuos cumplen roles importantes en
el sitio catalitico de la VP1 (Garriga et al.,
2007).

El witandlido S presento una energia li-
bre de union de -8.40+0.014 kcal.mol-1. Los
residuos activos fueron la Argl75, Asp402,
Lys419, Tyr400 y Phe490. Se detecto la for-
macion de puentes de hidrogeno entre el li-
gando y los residuos activos Argl75, Asp402
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y Lys419. También se registr6 la formacion
de interacciones entre los orbitales & de las
cadenas laterales de los residuos Tyr400 y la
Phe490 y las cadenas de alquilo del ligando.
Sin embargo, se identifico la presencia de
interacciones desfavorables entre el ligando
y el residuo Arg335 lo cual es generado debi-
do a repulsiones existentes entre atomos del
residuo y del ligando, lo cual podria reducir la
estabilidad del complejo (Dhorajiwala et al.,
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Cuadro 2. Propiedades ADME segun la regla de Lipinski de los fitoconstituyentes con

valores energéticos favorables

Parametros S WA WN WR WS WSC
PM (Da) 608.68  470.60 452.58 470.60 504.61 470.60
Aceptores P-H 9 6 5 6 8 6
Donadores P-H 2 2 2 2 5 3
LogP 4.12 3.39 3.44 3.75 3.31 3.49
Absorcion GI Alto Alto Alto Alto Bajo Alto
Inhibidor CYP1A2 No No No No No No
Inhibidor CYP2C19 No No No No No No
Inhibidor CYP2C9 No No Si No No No
Inhibidor CYP2D6 No No No No No No
Inhibidor CYP3A4 No No Si No No No
Infracciones 1 0 0 0 1 0

PM: peso molecular, Da: Dalton, P-H: puente de hidrégeno, LogP: coeficiente de particién octanol-
agua, Gl: gastrointestinal, CYP: citocromo P450. S: Somniferina, WA: witandlido A, WN: witandlido N,
WR: witandlido R, WS: witandlido S, WSC: witasomniferol C.

2019) (Figura 5.B). Entre estos, los residuos
Argl75, Asp402 y Lys419 son aminoacidos
con funciones importantes en el sitio catalitico
de la enzima (Garriga et al., 2007).

Finalmente, el compuesto witasom-
niferol C demostrd una energia de interaccion
de -7.99+0.23 kcal.mol™'. Los residuos acti-
vos identificados fueron Argl75, Arg335,
Asp402, Asn403 y Asn493, con los cuales el
ligando se encontraba formando puentes de
hidrogeno convencionales (Figura 5.C). To-
dos los residuos registrados como activos con
el witasomniferol C son aminoacidos que
cumplen papeles importantes en el sitio acti-
vo de la VP1 (Garriga et al., 2007). La eva-
luacién de la precision de los ensayos me-
diante el redocking del ligando cocristalizado
revel un valor de RMSD iguala 2.1 A, sien-
do este valor considerado como optimo y
aceptable para la validacion del procedimiento
de acoplamiento molecular (Mateev et al.,
2022).
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Laregla de Lipinski, también conocida
como regla de los cinco, establece que las
moléculas con aptitudes farmacologicas para
su administracion oral deben poseer un peso
molecular no mayor a los 500 Da, al igual
que un coeficiente de participacion octanol-
agua (LogP) no mayor a 5. Este ofrece in-
formacion sobre la lipofilicidad de las molé-
culas. Asimismo, es requisito de la regla que
las moléculas analizadas no posean un ni-
mero mayor a 10 grupos aceptores de puen-
tes de hidrégeno y un nimero no mayor a 5
grupos que actuen como donadores en los
puentes de hidrégeno (Lipinski, 1995).

Los fitoconstituyentes analizados reve-
laron la presencia de solamente una infrac-
cion a la regla de Lipinski en los ligandos
somniferina y el witanolido S, los cuales po-
seen un peso molecular mayor a lo recomen-
dado por la regla (>500 Da); sin embargo, los
productos naturales generalmente rompen la
regla de los 5 debido que los mismos son ca-
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paces de mantener el equilibrio entre el peso
molecular de los compuestos, la cantidad de
enlaces rotables, la capacidad de actuar como
donadores en puentes de hidrogeno y la
hidrofobicidad de la molécula. lo cual hace
que los productos naturales presenten venta-
jas sobre drogas sintéticas (Ganesan, 2008)
(Cuadro 2).

Es importante destacar que las predic-
ciones sugieren que todos los fitoconsti-
tuyentes analizados presentan un alto perfil
de absorcion gastrointestinal excepto el
witanolido S que demostr6 una baja absor-
cion. Asi también, las predicciones realiza-
das revelaron solo a lamolécula del witandlido
N como posible inhibidor de la proteina
citocromo P450 (CYP), especificamente a
las isoformas CYP2C9 y CYP3A4; sin em-
bargo, el resto de los fitoconstituyentes anali-
zados no demostraron ser inhibidores del CYP
en ninguna de sus isoformas (Cuadro 2).

El analisis predictivo ADME sugiere
que todos los fitoconstituyentes analizados
presentan aptitudes para el desarrollo
farmacologico, presentando resultados favo-
rables para biodisponibilidad en sangre y para
la difusion a través de las membranas (Bhal,
2019).

Muchos estudios se han enfocado en la
busqueda de constituyentes vegetales con
actividades antivirales que puedan ayudar a
combatir el avance del IBDV, tal es el caso
de los resultados reportados por Sun et al.
(2013), quienes empleando compuestos em-
pleados en la medicina natural china eviden-
ciaron que las moléculas glicirricato de
dipotasio y clorhidrato de ligustrazina presen-
tan actividades antivirales contra el virus con
EC, iguales a 663.2+268.4 and 92.52+21.13
mg.ml! e indices de selectividad mayores de
4.52 y 21.62, respectivamente, demostrando
acciones de inhibicion del 70-80%.

Ahmad et al. (2014) reportaron poten-

ciales actividades antivirales del extracto
etandlico de raices de Glycyrrhiza glabra,
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frutos secos de Phyllanthus emblicus, hojas
de Moringa oleifera y Eugenia jambolana
contra el IBDV en concentraciones de 12.5,
25, 50 y 100 ug.ml!, respectivamente. Asi
también, Anyanwu et al. (2017) demostra-
ron que los alcaloides aislados de la pulpa del
fruto de Cucumis metuliferus presentan ac-
tividades antivirales contra el IBDV a con-
centraciones de 6.125 y 100 mg.ml™!, las cua-
les fueron seguras para el modelo biologico
empleado para el estudio (células fibroblasticas
embrionarias de pollo). Por otro lado, Pant et
al. (2012) hallaron actividades antivirales
importantes del extracto hidroalcoholico de
las raices de W. somnifera contra el IBDV,
el cual evidenci6 un 99.9% de inhibicion de la
replicacion viral a una concentracion no toxi-
ca de 25 pg.ml?, aunque no describieron el
posible mecanismo de accion.

La proteina viral 1 (VP1) es una protei-
na importante para el IBDV; sin embargo, el
mecanismo de activacion depende de la
interaccion con la proteina viral 3 (VP3), por
lo que es considerado como una APDA no
canonica (von Einem et al., 2004; Garriga et
al.,2007). Entre los residuos activos identifi-
cados en los complejos formados con los
fitoconstituyentes analizados en este estudio,
muchos de ellos son importantes para el co-
rrecto funcionamiento de la VP1; entre es-
tos, laArgl75, Arg335, Asp402 y Asn403, los
cuales cumplen una funcion importante en la
estabilizacion de los nucle6tidos que van in-
gresando a la region catalitica de la enzima
(Garriga et al., 2007).

Los residuos Asp402 y Glu421 se en-
cargan especificamente de recibir a los
nucledtidos ingresantes. Asi también la Lys419
es uno de los residuos implicados en la acti-
vacion previa de la VP1 por interaccion con
la VP3 (Garriga et al., 2007).

Se han reportado numerosas propieda-
des biologicas de los witanélidos y sus deri-
vados como la capacidad que poseen de inhi-
bir enzimas importantes de microorganismos,
al igual que los metabolitos esenciales para el

11



E. Gayozo et al.

metabolismo del microorganismo (Budhiraja
et al., 2000). En parte estas propiedades se
deben también a la capacidad que presentan
este grupo de moléculas de interaccionar con
las membranas celulares facilitando el ingre-
so a las células, principalmente aquellos com-
puestos derivados de estructuras esteroidales,
facilitando de esta manera sus acciones como
antimicrobianos e inhibidores proteicos
(Kope et al., 2013).

CONCLUSIONES

e  Elanalisis computacional reveld que los
fitoconstituyentes de W. somnifera que
presentaron afinidades de interaccion
significativamente favorables (p<0.001)
por el sitio catalitico de la VP1 del IBDV
fueron la somniferina, witanolido A,
witanolido N, witanolido R, witanolido S,
witasomniferol C, los cuales demostra-
ron valores de energia libre de interaccion
de entre -7.56+£0.28 a -8.92+0.15
kcal.mol ™.

e Los residuos activos (Argl75, Arg335,
Asp402, Asn403 y Glu421) comprometi-
dos en la formacién de los complejos con
los fitoconstituyentes, poseen funciones
importantes en la VP1 durante el proce-
so de sintesis del nuevo genoma viral.

e Los fitoconstituyentes que demostraron
interacciones favorables con la region
catalitica de la VP1 presentaron predic-
ciones favorables de ADME ajustando-
se con la regla de los cinco de Lipinski,
lo cual favorece la seleccion de estos
compuestos para su potencial investiga-
cion farmacoldgica.

e Los hallazgos sugieren que estos com-
puestos presentes en W. somnifera po-
seen caracteristicas de ser candidatos
como potenciales inhibidores de la acti-
vidad de la VP1 del IBDV vy, de esta
manera, interferir con el ciclo replicativo
del virus; sin embargo, estan sujetas a
ensayos in vitro para confirmar estas
observaciones.
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