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RESUMEN

El virus de la bursitis infecciosa (IBDV) es el agente causal de la enfermedad de la bursa, la
cual afecta principalmente a poblaciones avicolas jovenes y genera un impacto econémico
negativo en la produccién. La proteina viral (VP1) es una enzima con funciones clave para
la replicacién del genoma viral, por lo que puede ser considerada blanco para la busqueda
de compuestos con posibles actividades inhibitorias. El objetivo de esta investigacién fue
evaluar terpenoides con potencial inhibitorio de la proteina VP1 del IBDV mediante
herramientas de aproximaciones bioinformdticas. Se seleccioné un total de 52 terpenoides,
cuyas propiedades farmacolégicas, farmacocinéticas y téxicas (ADME-Tox) se evaluaron.
Las moléculas sin actividades téxicas y con aptitudes farmacocinéticas fueron sometidas a
pruebas exhaustivas de acoplamiento molecular con el sitio catalitico de la VP1 mediante
el uso del algoritmo genético y de Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno junto con el método
de optimizacién local de gradientes. Los datos obtenidos revelaron que la Giberelina Al
presenta valores de energfa libre de union significativamente (p< 0,05) favorables (AG=-
7,280,006 kcal/mol; K = 8,62+0,99 uM) en comparacion con los sustratos tCTP y rGTP.
El complejo Giberelina A1-VP1 presenta puentes de hidrégeno con los residuos Arg335
y Asp402, los cuales cumplen roles importantes en la actividad catalitica en la replicacién
viral. Estos hallazgos sugieren que el terpenoide Giberelina A1 puede ser considerado como
compuesto candidato para estudios 72 vitro de inhibicién de funciones de la VP1 e in vivo
de actividades antivirales contra el virus de la bursitis infecciosa.

Palabras clave: bursitis, ARN polimerasa, terpenos, Gumboro.

Evaluation and bioinformatic detection of terpenoids with inhibitory
potential of viral protein 1 (VP1) of infectious bursitis virus

ABSTRACT

Infectious bursitis virus (IBDV) is the infectious agent of bursal disease, which mainly
affects young poultry populations, generating a negative economic impact on productions.
The viral protein 1 (VP1) is an enzyme with important functions for the replication of
the viral genome, so it could be considered as a target for searching compounds with

possible inhibitory activities. The aim of this research was to evaluate terpenoids with
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inhibitory potential of the VP1 protein of IBDV using computational approximations
tools. A total of 52 terpenoids were selected and evaluated for their pharmacological,
pharmacokinetic and toxic properties (ADME-Tox). Molecules without toxic activities
and with pharmacokinetic competences were subjected to extensive molecular docking
tests with the catalytic site of VP1 using the genetic and Broyden-Fletcher-Goldfarb-
Shanno algorithms with a local gradient optimization method. Data obtained revealed
that Gibberellin A1 exhibits significantly (P < 0.05) favorable binding free energy values
(AG=-7.28+0.06 kcal/mol; K, = 8.62+0.99 uM) compared to rCTP and rGTP subs-
trates. The Gibberellin A1-VP1 complex exhibits hydrogen bonds with residues Arg335
and Asp402, which play important roles in catalytic activity in viral replication. These
findings suggest that the terpenoid Gibberellin Al could be considered as a candidate

compound for in vitro studies of inhibition of VP1 functions and iz vive antiviral
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activities against infectious bursitis virus.

Keywords: bursitis, RNA polymerase, terpenes, Gumboro.

INTRODUCCION
El virus de la bursitis infecciosa (IBDV)
es el agente causal de la enfermedad de
Gumboro, una condicién altamente
contagiosa que afecta a las poblaciones
avicolas jévenes, lo cual genera un impacto
econdmico negativo en la produccién a nivel
mundial debido a la alta tasa de morbili-
dad (100%) y de mortalidad de 20-30%
(Sharma e al. 2000). Tanto los pollos de
engorde como las gallinas ponedoras son
susceptibles y son protegidas mediante
vacunacion. A pesar de que la mayoria de
estas vacunas inducen respuestas contra
el IBDV, el grado de proteccién contra la
virulencia del IBDV es variable y puede ser
subdptimo principalmente por variaciones
antigénicas (Berg 2000). Debido a esto, los
investigadores se enfocan en la bisqueda
de nuevos métodos antivirales empleando
blancos moleculares para poder combatir
al avance del virus (Gayozo ez al. 2022).
Uno de los blancos moleculares que se
estan empleando es la proteina VP1, una
enzima viral encargada de la replicacién del
genoma viral y, por ende, vital en el ciclo
replicativo del virus; esta proteina acttia
como una ARN polimerasa dependiente de

ARN no canénica debido a su interaccién
con la VP3 para su activacién y completo
rendimiento (Garriga ez al. 2007).

En la actualidad, la bisqueda y el
disefio de nuevos férmacos se realizan
en una primera fase mediante el uso de
herramientas informaiticas, las cuales re-
quieren la utilizacién de grandes recursos
computacionales con un alto grado de apro-
ximaci6n experimental para la optimizacién
de las investigaciones principalmente en
el tiempo y los reactivos implementados
para el desarrollo de nuevos compuestos
con potenciales farmacolédgicos que pue-
den ser utilizados en el tratamiento de
numerosas afecciones humanas y animales
(Poroikov 2020).

Las plantas son fuentes naturales de
compuestos bioactivos con un sinfin de
beneficios tanto para el ser humano como
para los demds seres vivos (Saboon ez al.
2019). Los terpenoides son fitoconstitu-
yentes que presentan una gran diversidad
estructural quimica y tienen numerosas
propiedades bioldgicas importantes, entre
las que se mencionan las actividades an-
tivirales y antibacterianas iz vitro (Angeh

et al. 2006; Nosrati y Behbahani 2015),
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por lo que son considerados candidatos
para su estudio como posible antiviral de
aplicacién o uso veterinario.

El objetivo de esta investigacién fue
evaluar y detectar moléculas de terpenoides
con potencial inhibitorio de la proteina viral
1 (VP1) del virus de la bursitis infecciosa
mediante herramientas bioinformdticas y
computacionales. Lo anterior para constatar
qué tipos de terpenoides podrian presentar
afinidades de interaccién con el sitio activo
de la proteina VP1 del virus de la bursitis
infecciosa y también demostrar aptitudes
farmacocinéticas-tdxicas Gptimas para su
consideracién farmacolégica.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizé segtin el dia-
grama de flujo metodolégico simplificado
representado en la figura 1, paralo cual se
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emplearon ordenadores con procesadores
Intel® Core™i3-7020U 2.30GHz, RAM de
16.00 Gb y sistema operativo Windows 10.

Caracterizacion de sitios drogables en
la region catalitica de la proteina VP1
La basqueda dessitios con perfiles drogables
presentes en la regién catalitica de la VP1
se llevé a cabo empleando la estructura de
la proteina viral disponible en la base de
datos Protein Data Bank (PDB: 2R70,
2R72). Para la deteccién computacional
del sitio drogable en la regién catalitica
se utiliz la herramienta DoGSiteScorer
(Volkamer et /. 2010). La caracterizacién
del sitio identificado se realizé6 mediante
la estimaci6n del puntaje de drogabilidad,
de descriptores dimensionales, de grupos
funcionales y composicién de residuos
dicha region (Volkamer ez a/. 2012).
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FIGURA 1. Diagrama del flujo metodoldgico empleado en este estudio.

Fuente: elaboracion propia.
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Pruebas de acoplamiento molecular
entre terpenoides y la proteina VP1

La estructura proteica tridimensional de
la VP1 del IBDV se obtuvo de la base de
datos Protein Data Bank (PDB: 2R70).

INvESTIGACION

La quimioteca de las estructuras quimicas
de los terpenoides se realizé mediante el
uso de las descripciones de Ludwiczuk ez
al. (2017), que se obtuvieron de la base
de datos PubChem (tabla 1).

TABLA1. Predicciones de propiedades farmacocinéticas y toxicas (ADME-Tox) de terpenoides evaluados

Parte 1
Compuestos Abs. Inhibicion Toxicidad

Gl cYP1A2 CYP2c19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3Ad MU CA CY HE IMT
Mircenot Bajo No No No No No I | I | I
Citralt Alto  No No No No No I | I | I
Linaloolt Alto  No No No No No I | | | |
Limoneno Bajo No No Si No No | | | I |
Timol Alto Si No No No No | I | I |
Mentolt Alto  No No No No No | I | I |
Carvonat Alto  No No No No No | I | I |
Eucaliptolt Alto No No No No No | I | I |
o-Tujonat Alto No No No No No | I | I |
a-Pineno Bajo No No Si No No | I | I |
B-Pineno Bajo No No Si No No | I | I |
Borneolt Alto  No No No No No | | | | I
Alcanfort Alto  No No No No No I | I | I
Farnesol Alto Si No Si No No I | I | I
B-Nerolidol Alto Si No Si No No I | I | I
B-Bisaboleno Bajo No No Si No No I | I | A
a-Zingibereno Bajo No Si Si No No I | I | I
a-Humuleno Bajo No No Si No No I | I | I
B-Santalol Alto  No Si Si No No I | I | I
B-Cariofileno Bajo No Si Si No No I | I | A
d-Cadineno Bajo No Si Si No No I | I | I
Artemisinina Alto Si No No No No I | I | A
Alantolactona Alto  No Si Si No No I A I | A
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Compuestos Abs. Inhibicion Toxicidad

Gl CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 MU CA CY HE IMT
Chamazuleno Bajo Si No No Si No I A I | I
Nootkatona Alto  No Si Si No No I | I | I
Khusimol Alto  No No Si No No I | I | A
Tujopseno Bajo No Si Si No No I | I | I
Cedrol Alto  No No Si No No I | I | I
Patchoulol Alto  No No Si No No I | I | I
Germacradienolt Alto  No No No No No | | | | |
Eudesmanodlidos Bajo  No Si Si No No | | | | |
Guaiane Bajo No Si Si No No | I | I |

Abs. GI: Absorcion Gastrointestinal, MU: Mutagenicidad, CA: Carcinogenicidad, CY: Citotoxicidad, HE: hepatotoxicidad,
IMT: Inmunotoxicidad, I: Inactivo, A: Activo, T Compuestos seleccionados para pruebas exhaustivas.

Fuente: elaboracién propia.

Parte 2
Compuestos Abs. Inhibicion Toxicidad

Gl cyPiA2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 MU CA CY HE IMT
Fitol Bajo No No Si No No | I | I |
o-Terpineolt Alto No No No No No | I | I |
Sclareol Alto  No No No Si No | I | I |
Marrubiin Alto  No No No Si No | I | I |
Salvinorina A Alto  No No No No No | I | I A
Acido abiético Alto  No Si Si No No | I | A |
Acido carnésico  Alto  No No Si No No | I | I A
Tanshinona | Alto Si Si No No Si | I | I |
Giberelina A1t Alto  No No No No No | | | | |
Steviol Alto  No No Si No No A | | A A
Casbeno Bajo No Si Si No No I | I | I
Ginkgélido A Alto  No No No No No I | I | A
Nezukona Alto Si No No No No I | I | I
2‘::;’:1?8?: Ato No No No No No | A I I I
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Abs. Inhibicion Toxicidad
Compuestos
Gl cYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 MU CA CY HE IMT
Acido Ato No No No No No I I 1 I I
crisantémicot
Lavandulolt Alto No No No No No | I | I |
o-lonona Alto No No Si No No | I | I |
B-lononat Alto  No No No No No | I | I |
a-Damasconat Alto No No No No No | I | I |
B-Damasconat Alto No No No No No | | | | |

Abs. GI: Absorcién Gastrointestinal, MU: Mutagenicidad, CA: Carcinogenicidad, CY: Citotoxicidad, HE: hepatotoxicidad,
IMT: Inmunotoxicidad, I: Inactivo, A: Activo, T Compuestos seleccionados para pruebas exhaustivas.

Fuente: elaboracién propia.

Se procedié a aplicar métodos de campo
de fuerza Universal Force Field (UFF)
junto con el algoritmo de optimizacién
energética de gradientes conjugados,
proporcionando cargas parciales y d&tomos
de hidrdégeno polares a pH de 7,4, para
ello se utilizd el programa Avogadro 1.2
(Hanwell et 2l 2012).

El cribado virtual se llevé a cabo
utilizando una grilla de acoplamiento de
21x25x18 A? en la que se incluye al sitio
drogable de la regién catalitica de la VP1,
para ello se empleé el algoritmo genético—
lamarckiano con el programa AutoDock
Vina (Trott y Olson 2010). Como controles
del sistema de acoplamiento se utilizaron
los sustratos de la enzima, la adenosina
trifosfato (rATP), la guanosina trifosfato
(rGTP) y la citosina trifosfato (rCTP).

Se seleccionaron aquellos terpenoides
que demostraron valores de energfa libre de
unién (AG) menores a los obtenidos con
los controles (Gayozo ez al. 2022). Estos
compuestos fueron sometidos a pruebas
de mayor exhaustividad en un total de
diez repeticiones, a modo de minimizar

los errores generados en las simulaciones
(Gayozo et al. 2022).

A modo de control interno de la precisién
del algoritmo utilizado (reacoplamiento/
redocking), este procedimiento se realizé
llevando a cabo el ligando co—cristalizado
con la proteina (PDB: 2R72) y estimando
el valor de raiz de la desviacién cuadrdtica
media (RMSD) que se gener6 en la simu-
lacién (Gayozo et al. 2022).

La visualizacién tridimensional y bidi-
mensional de los complejos, asi como su
andlisis se realiz6 mediante los programas
Chimera v1.16 (Pettersen ez al. 2004) y
PoseView (Fricker et al. 2004; Stierand et
al. 2006). De los complejos con energfas de
unién favorables se determind la afinidad
de unién mediante la estimacién de la
constante de disociacién K e empleando
la férmula utilizada por Choudhury y
colaboradores (Choudhury ez al. 2021):

AGXlOOO)
RT

Kd calc = €€

Donde en la ecuacién laT es la temperatura
corporal promedio aviar (Gallus domesticus)

ARrce, C. D. J. Y Gavozo, E. (2023). EVALUACION Y DETECCION BIOINFORMATICA DE TERPENOIDES CON
POTENCIAL INHIBITORIO DE LA PROTEINA VIRAL I (VP1) DEL VIRUS DE LA BURSITIS INFECCIOSA



INVESTIGACION

de 313 K (40°C) y R es la constante de
los gases ideales con valor de 1,987207
cal/mol.K.

Predicciones de aptitudes
farmacologicas, propiedades
farmacocinéticas y toxicas de los
terpenoides

Las propiedades ADME-Tox (absorcién,
distribucién, metabolismo, excrecién y
toxicidad) de los terpenoides evaluados se
estimaron y caracterizaron empleando la
regla de los cinco de Lipinski (2004); los
pardmetros ADME y de toxicidad, mediante
el uso de las herramientas bioinformdticas
SwissADME (Daina ez al. 2014; Dainay
Zoete 2016; Daina ez al. 2017) y ProTox-I1
(Drwal et al. 2014).

Analisis estadisticos de datos

Los valores de energfa libre de unién obte-
nidos en las simulaciones de acoplamiento
molecular se analizaron mediante el test de
Kruskal-Wallis y la prueba post-hoc de Dunn
(5% de nivel de significancia), para ello se
empled el programa Past 4.11 (Hammer
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et al. 2001). Los gréficos estadisticos se
realizaron utilizando el programa Past
4.11 (Hammer et af. 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de las estructuras de la VP1
evidencié la presencia de un sitio con un
alto puntaje de drogabilidad igual 2 0,83.
Este se encuentra ubicado en la region
catalitica de la proteina (4) y presenta un
volumen de 579,49 A3, una superficie de
69,31 A2 y una profundidad de 21,53 A
(figura 2).

Volkamer et 2/ (2010) mencionan
que los puntajes de drogabilidad en una
proteina o blanco molecular pueden tomar
valores que van en un rangode O a 1,y que
aquellos valores cercanos a 1 demuestran
aptitudes para considerarla como blanco
para la busqueda de ligandos.

Este sitio identificado en la VP1 de-
muestra el 28% de residuos apolares,
el 47% de residuos polares, el 19% de
residuos bésicos y el 6% residuos dcidos,
esta regioén presenta una hidrofobicidad

FIGURA 2. Sitio drogable situado en la region catalitica de la VP1 (PDB: 2R72) (region resaltada en

celeste).

Fuente: elaboracién propia.

Arce, C. D. J. v Gavozo, E. (2023). EVALUACION Y DETECCION BIOINFORMATICA DE TERPENOIDES CON
POTENCIAL INHIBITORIO DE LA PROTEINA VIRAL 1 (VPI) DEL VIRUS DE LA BURSITIS INFECCIOSA



Rev MED VET ZOOT. 70(3) SEPTIEMBRE-DICIEMBRE 2023: €106011 8 DE 17

del 15%. También es importante destacar
que se encuentra conformado por 22
grupos funcionales quimicos capaces de
actuar como donadores en puentes de
hidrégeno, 54 grupos funcionales quimicos
aceptores en puentes de hidrégeno y 13
grupos funcionales quimicos capaces de
participar en la formacién de interacciones
hidrofébicas.

Los residuos encontrados en el sitio
drogable fueron la Tyr59, Arg175, Leul 76,
Metl79, Lys180, Ser256, Ser257, Lys267,
Leu318, Lys321, Arg335, Asn3306, Ile337,
Trp338, Ser339, Ala340, His345, Glu421,
Ala422, Val465, Val466, Asp467, Ser468,
Ser469, Cys470, Lys478, Thr479, Tyr480,
Gly48, GIn482, Gly483, Ser484, Gly485,

INvESTIGACION

Asn486, Ala488 y Thr489, entre los que se
encuentran residuos que cumplen funciones
importantes en la catilisis realizada por la
enzima (Garriga e al. 2007).

Con respecto a los terpenoides, se
evaluaron un total de 52 compuestos
mediante descriptores ADME-Tox y segtin
la regla de los cinco de Lipinski (tabla 1,
tabla 2). Entre estos, las moléculas que
no presentaron actividades téxicas y con
aptitudes farmacocinéticas (absorcién gas-
trointestinal alta sin actividades inhibidoras
de las isoformas de la proteina citocromo
P450) y farmacoldgicas (sin infracciones a
la regla de Lipinski) se usaron para llevar a
cabo el proceso de cribado virtual (tabla 3).

TABLA 2. Predicciones de aptitudes farmacoldgicas segin la regla de Lipinski

Parte 1
Peso Grupos Grupos Niimero de
Compuestos m(ogl/e“(l:::)ar ace;)_t;res don::ll.(l)res MLOGP* infracciones
Mircenot 136,23 0 0 3,56 0
Citralt 152,23 1 0 2,49 0
Linaloolt 154,25 1 1 2,59 0
Limoneno 136,23 0 0 3,27 0
Timol 150,22 1 1 2,76 0
Mentolt 156,27 1 1 2,45 0
Carvonat 150,22 1 0 2,1 0
Eucaliptolt 154,25 1 0 2,45 0
o-Tujonat 152,23 1 0 2,3 0
a-Pineno 136,23 0 0 4,29 1
B-Pineno 136,23 0 0 4,29 1
Borneolt 154,25 1 1 2,45 0
Alcanfort 152,23 1 0 23 0
Farnesol 222,37 1 1 3,86 0
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Peso Grupos Grupos Nimero de
Compuestos m(ogl/en(:::)ar ace;_t;res don:f:"es MLOGP* infracciones
B-Nerolidol 222,31 1 1 3,86 0
B-Bisaboleno 204,35 0 0 4,53 1
a-Zingibereno 204,35 0 0 453 1
a-Humuleno 204,35 0 0 4,53 1
B-Santalol 220,35 1 1 3,56 0
B-Cariofileno 204,35 0 0 4,63 1
5-Cadineno 204,35 0 0 4,63 1
Artemisinina 282,33 5 0 2,62 0
Alantolactona 232,32 2 0 3,35 0
Chamazuleno 184,28 0 0 5,01 1
Nootkatona 218,33 1 0 3,46 0
Khusimol 220,35 1 1 3,67 0
Tujopseno 204,35 0 0 5,65 1
Cedrol 222,37 1 1 3,81 0
Patchoulol 222,37 1 1 3,81 0
Germacradienolt 222,37 1 1 3,56 0
Eudesmandlidos 208,38 0 0 58 1
Guaiane 208,38 0 0 58 1

*Coeficiente de particion agua: octanol de Moriguchi, P-H: Puentes de hidrégeno, T Compuestos seleccionados
para pruebas exhaustivas.

Parte 2
Peso Grupos Grupos Nimero de
Compuestos molecular aceptores donadores MLOGP* Infracciones
(g/mol) P-H P-H
Fitol 296,53 1 1 5,25 1
o-Terpineolt 154,25 1 1 2,3 0
Sclareol 308,5 2 2 3,93 0
Marrubiin 332,43 4 1 2,76 0
Salvinorina A 432,46 8 0 1,56 0
Acido abiético 302,45 2 1 4,54 1
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Peso Grupos Grupos Nimero de

Compuestos molecular aceptores donadores MLOGP* Infracciones
(g/mol) P-H P-H

Acido carnésico 33243 4 3 3,25 0
Tanshinona | 276,29 3 0 1,82 0
Giberelina A1T 348,39 6 3 1,75 0
Steviol 318,45 3 2 375 0
Casbeno 272,47 0 0 572 1
Ginkgdlido A 4084 9 2 0,83 0
Nezukona 148,2 1 0 1,97 0
2‘:::1?3?: 152,23 1 0 249 0
romamicot 1053 2 ! 2108 :
Lavandulolt 154,25 1 1 2,59 0
a-lonona 192,3 1 0 2,94 0
B-lononat 192,3 1 0 2,94 0
o-Damasconat 192,3 1 0 2,94 0
B-Damasconat 192,3 1 0 2,9 0

*Coeficiente de particion agua:octanol de Moriguchi, P-H: Puentes de hidrégeno, T Compuestos
seleccionados para pruebas exhaustivas.

Fuente: elaboracién propia.

TABLA 3. Resultados obtenidos en las pruebas de acoplamiento molecular

Compuestos PubChem CID AG de unién (kcal/mol)
rATP* 5.957 -1,2
rGTP* 135.398.633 -1,0
rCTP* 6.176 -1,0
Mirceno 31.253 -4.1
Citral 638.011 -4,6
Linalool 6.549 -4,2
Mentol 1.254 -47
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Compuestos PubChem CID AG de unién (kcal/mol)
Carvona 7439 -4.5
Eucaliptol 2.758 -4,1
a-Tujona 261.491 -4.8
Borneol 64.685 -4,2
Alcanfor 2.537 -4.1
Germacradienol 16.667.385 -5,4
a-Terpineol 17.100 -4,6
Giberelina AT** 5.280.379 -1,1
Acido crisantémico 2.743 47
Lavandulol 5.464.156 -4,2
B-lonona 638.014 -5.4
a-Damascona 5.366.077 -4,7
B-Damascona 32.052 -49

* Controles, **Compuesto con valores de energia menores o iguales a los controles.

Fuente: elaboracion propia.

Los resultados obtenidos en las pruebas
del cribado molecular demostraron que
el terpenoide con valor de energia libre de
interaccion semejante a los controles fue
la molécula de Giberelina A1, compuesto
que posteriormente se sometié a pruebas
de mayor exhaustividad (tabla 3).

El complejo formado por la Giberelina
Al yla VP1 registr6 valores promedio de
energia libre de unién (AG =-7,28+0,06
kcal/mol) significativamente favorables

(»<0,05) en comparacién con lo obtenido
con los ribonucleétidos rCTP y rGTD sin
embargo, no se observaron diferencias
significativas (p> 0,05) con el ribonucles-
tido rATP (figura 3). Se estimé también
el valor promedio de la constante de
disociacién, que fue de K o= 8,62+0,99
uM, demostrando de esta forma ser el
terpenoide con mds aptitudes para ser

considerado como ligando (Choudhury
et al. 2021) (figura 4).
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FIGURA 3. Valores de energia libre de interaccion (AG) registrados en las pruebas de acoplamiento
molecular con el sitio catalitico de la VP1. ***p < 0,05.

Fuente: elaboracion propia.

FIGURA 4. Representacion grafica del acoplamiento entre la Giberelina A1y la region catalitica
de VP1. A. Modelo tridimension del complejo Giberelina A1-VP1. B. Modelo bidimensional de las
interacciones ligando—proteina del complejo Giberelina A1-VP1.

Fuente: elaboracién propia.
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En dicho complejo (Giberelina Al-
VP1), se registr6 la formacién de varios
puentes de hidrégeno entre la Giberelina
Al ylos residuos Arg335 (residuo bdsico) y
Asp402 (residuo dcido) dela VP1 (figura 4).
Es importante destacar que ambos residuos
cumplen funciones imprescindibles en las
actividades cataliticas de la enzima durante
la replicacién del genoma del virus, ya que
se encuentran actuando especificamente
en la estabilizacién de los nucleétidos
entrantes al sitio catalitico (Garriga et 4.
2007). Ademds de las utilidades que poseen
las moléculas de Giberelinas en el campo
de la agroproduccién, se ha descrito que
estas tienen propiedades antiinflamatorias
en organismos animales, y también se
ha reportado que presentan actividades
antibidticas y antiparasitarias, los cuales
podrian ser beneficiosas para el control
sanitario de enfermedades (Brito et 4.
2006; Ghisalberti 1997; Pérez et al. 2009).

El proceso de validacién de los algorit-
mos empleados en este estudio demostré
resultados 6ptimos, donde el reacoplamiento
del ligando co—cristalizado evidencié un
valor de RMSD igual a 2 A.

La regla de Lipinski establece que las
moléculas con aptitudes farmacoldgicas
de administracién oral deben poseer
peso molecular no mayor a 500 g/mol,
coeficiente de participacién agua:octanol
de Moriguchi no mayor a cinco, un na-
mero no mayor a diez grupos aceptores
de puentes de hidrégeno y no mayor a
cinco grupos donadores de puentes de
hidrégeno (Lipinski 2004).

La Giberelina A1 no presenta infrac-
ciones a la regla de Lipinski, posee un peso
molecular igual a 348,39 g/mol, presenta
seis grupos funcionales que pueden actuar
como aceptores en puentes de hidrégeno
y solo tres grupos funcionales capaces de
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interactuar como donadores en los puentes
de hidrégeno.

En cuanto al coeficiente de particién
agua:octanol de Moriguchi igual a 1,75,
todos estos pardmetros estructurales se
encontraban en los limites establecidos
por la regla de Lipinski, sin embargo,
los productos naturales generalmente
rompen la regla debido a que son capaces
de mantener el equilibrio entre el peso
molecular, la cantidad de enlaces rotables,
la hidrofobicidad del compuesto y la
capacidad de actuar como donadores en
puentes de hidrégeno, lo cual hace que
los productos naturales presenten amplias
ventajas sobre otros xenobidticos sintéticos
(Ganesan 2008).

Asimismo, es importante destacar
que las predicciones sugieren que la
Giberelina Al presenta un alto perfil de
absorcién gastrointestinal y no demuestra
ser inhibidora del citocromo P450 (CYP)
en ninguna de sus isoformas (CYP1A2,
CYP2C19, CYP2C9, CYP2DG6y CYP3A4)
(tabla 1, tabla 2).

Muchos estudios se han enfocado en
la bsqueda 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 ez al. (2013), quienes, al evaluar
compuestos de la medicina natural chi-
na, evidenciaron que las moléculas de
glicirricato de dipotasio y clorhidrato de
ligustrazina presentan actividades antivirales
contra el virus de la bursitis infecciosa,
con una EC50 de 663,2+268,4 mg/mL y
92,52+21,13 mg/mL, respectivamente, e
indices de selectividad mayores de 4,52 y
21,62, respectivamente.

Igualmente, Ahmad ez al. (2014) re-
portaron potenciales actividades antivirales

del extracto de raices de Glycyrrhiza glabra,
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frutos de Phyllanthus emblicus, hojas de
Moringa oleifera y Eugenia jambolana
contra el virus de la bursitis infecciosa a
las concentraciones de 12,5, 25,50 y 100
pg/mL, respectivamente.

Asi también Anyanwu ez al. (2017)
demostraron que moléculas de alcaloides
aislados del fruto de Cucumis metuliferus
presentan actividades antivirales contra el
virus de la bursitis infecciosa a concentra-
ciones de 6,125 mg/mL y 100 mg/mL,
las cuales fueron seguras para el modelo
biolégico empleado (células fibrobldsticas
embrionarias de pollo).

Por otro lado, Pant e a/. (2012) ha-
llaron actividades antivirales importantes
del extracto hidroalcohdlico de raices de
W, somnifera contra el virus de la bursitis
infecciosa, el cual evidencié un 99% de
inhibicién de la replicacién viral a una
concentracion no téxica de 25 pg/mL.

Recientemente, Gayozo ez al. (2022), al
desarrollar aproximaciones computacionales
y bioinformdticas, han revelado que los
compuestos de la especie W, somnifera con
potenciales actividades inhibidoras de la
VP1 fueron la somniferina, el witanélido
A, el witanélido N, el witandlido R, el
witanélido S y el witasomniferol C, siendo
la somniferina la de mayor afinidad de
interaccion con la proteina viral.

Los residuos Arg335 y Asp402, que
participaban activamente en la formacién
del complejo Giberelina A1-VP1, presentan
funciones importantes en la regién catalitica
de la VP1, ya que estdn involucrados en
recibir a los nucleétidos y estabilizarlos
en el sitio catalitico posteriormente a ser
polimerizados por la enzima, por lo que
bloquear sus funciones seria fundamental
(Garriga et al. 2007).

La utilizacién de terpenoides de baja
toxicidad y de bajo riesgo como potenciales
antivirales es una de las aplicaciones e

INvESTIGACION

investigaciones mds exploradas en las
tltimas décadas. Estos se emplean para
combatir diferentes tipos de virus que
afectan a seres humanos y animales (Jumaa
et al. 2021; Yang et al. 2020).

Seglin Amal Gaber ez al. (2014), los
terpenos tienen la capacidad de interrumpir
la adhesién del virus a la superficie de
las membranas celulares del hospedero,
asi como de inhibir la replicacién del
genoma viral.

Asimismo, Yang ezal. (2015), mediante
el uso de moléculas de terpenoides aisladas,
han demostrado que estos son capaces de
inhibir la replicacién viral, impiden la
sintesis de proteinas virales e inhiben la
expresién de genes virales.

Otros trabajos como el de Chukwuma
et al. (2017) reportaron la capacidad que
presentan los terpenoides de inhibir la
replicacién de virus de interés veterinario,
entre ellos el virus de la bursitis infecciosa,
resaltando la importancia de estos com-
puestos naturales para combatir el avance
del virus de la bursitis infecciosa causante
la enfermedad del Gumboro.

CONCLUSIONES

Estos hallazgos bioinformdticos sugieren
que, de entre los terpenoides evaluados, la
Giberelina A1 es la que presenta mayor afi-
nidad de interaccién con la regién catalitica
de la VP1, demostrando aptitudes tanto
farmacoldgicas como farmacocinéticas, asi
como muy bajas posibilidades de presentar
algin tipo de actividad toxicoldgica en
el organismo animal, por lo que este
terpenoide puede ser considerado como
compuesto candidato para estudios iz
vitro de inhibicién de actividades enzi-
madticas de la VP1 e in vivo para evaluar
sus propiedades antivirales con el virus de
la bursitis infecciosa.
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