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ARTICULO DE INVESTIGACION

Interaccion in silico de las moléculas Agatisflavona,
Amentoflavona y Punicalina con la Importina a; humana

Elvio Gayozo*, Laura Rojas™*
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v23n2.94466

RESUMEN

Varios virus con genoma de ARN en fases iniciales de la infeccion realizan la translocacion de proteinas al interior del nicleo de la
célula hospedera mediante la via de las importinas a;. Este transporte es fundamental para el éxito de la replicacion viral y se ha
convertido en un blanco para la bisqueda y desarrollo de nuevos antivirales. El objetivo de este estudio fue determinar y caracteri-
zar interacciones entre la Agatisflavona, Amentoflavona, Punicalina con el sitio mayor de unién de las Importinas a; humanas me-
diante el analisis in silico del acoplamiento molecular y simulaciones de dinamica molecular. Las pruebas de acoplamiento molecu-
lar se realizaron entre estos fitoconstituyentes y la estructura de la importina a; humana. Las afinidades de interaccién fueron detec-
tadas con la Agatisflavona, Amentoflavona y Punicalina (AG,= -8,8, -9,1 y -8,8 kcal.mol" respectivamente), con afinidades de inter-
accion especificamente a los dominios ARM2-ARM5 (sitio mayor de unién) de las importinas ;. Las simulaciones de dindmica
molecular revelaron interacciones significativamente favorables (P<0,001) con los ligandos Agatisflavona y Amentoflavona (AG,= -
18,60£0,35 y -22,55+2,41 kcal.mol') mientras que la Punicalina registr6 mayores valores de energia de interaccion (AG,= -
5,33%1,72 kcal.mol"). Los hallazgos obtenidos en este estudio computacional sugieren que las moléculas Agatisflavona y Amento-
flavona presentan interacciones favorables con el sitio mayor de unién de las Importinas a;, en comparacion a lo registrado con la
Punicalina, sin embargo, se recomienda realizar ensayos in vitro a modo de confirmar estas observaciones.

Palabras claves: Biflavonoides, Taninos, Carioferinas, Virus, Proteinas virales.

ABSTRACT

Several RNA-viruses during early stages of infection perform the translocation of proteins into the nucleus of host cell by the im-
portin a; pathway. This transport is essential for viral replication success and has become a target to search and development new
antivirals. The objective of this study was to determine and characterize interactions between Agathisflavone, Amentoflavone and
Punicalin with the major binding site of human importins a1 by in silico analysis of molecular docking and molecular dynamics sim-
ulations. Molecular docking tests were performed between these phytoconstituents and the structure of human importin a;. Interac-
tion’s affinity was detected with the Agathisflavone, Amentoflavone and Punicalin (AG, = -8.8, -9.1 and -8.8 kcal.mol” respectively),
with binding affinity to ARM 2-ARM 5 domains (major binding site) of importins a;. Molecular dynamics simulations revealed signif-
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icantly favorable interactions (P<0.001) with the ligands Agatisflavone and Amentoflavone (AG, = -18.60 % 0.35 and -22.55 + 2.41
kcal.mol") meanwhile Punicalin showed higher values of interaction free energy (AG, = -5.33 £ 1.72 kcal.mol”). The findings ob-
tained suggest that Agathisflavone and Amentoflavone could favorably interact to the major binding site of Importins a; compared
to that registered with Punicalin, however, it is recommended to perform in vitro assays to confirm these observations.

Key words: Biflavonoids, Tannins, Karyopherins, Viruses, Viral proteins.
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INTRODUCCION

La Agatisflavona y Amentoflavona son biflavonoides
presentes en la parte aéreas (hojas, corteza y frutos) de
varias especies vegetales entre ellas la Selaginella mo-
ellendorffii, Selaginella sinensis, Agathis robusta, Rhus
coriaria y Rhus succedanea, la Punicalina (tanino hidroso-
luble) se encuentra presente principalmente en el tejido
externo del fruto de Punica granatum (Abu-Reida et al.,
2014; Islam et al, 2019; Lin et al, 1999; Singh et al.,
2018; Yu et al., 2017). Varios estudios demostraron las
actividades antivirales de la Agatisflavona contra los vi-
rus DENV2 y DENV3 (virus del Dengue), el virus de la
Influenza A y B, VIH-1 (virus de Inmunodeficiencia Hu-
mana 1) (de Freitas et al., 2020; de Sousa et al., 2015;
Islam et al., 2019; Lin et al., 1997, Lin et al., 1999).

También se ha descrito efectos antivirales de la Amento-
flavona contra virus como el HSV (virus Herpes Simplex)
(Li et al., 2019), virus del Dengue (Coulerie et al., 2012),
SARS-CoV (Ryu et al., 2010), VIH (Lin et al., 1997) vy el
HCV (virus de la Hepatitis C) (Lee et al., 2018). En cuan-
to a la Punicalina se registré su capacidad de reducir la
replicacion del VIH (Nonaka et al, 1990) e inhibir la
produccion de moléculas de cccADN (ADN circular
cerrado covalentemente) del HBV (Virus de la Hepatitis
B) (Liu et al., 2016).

Surudi¢ et al. (2020), en una investigacion in silico han
descrito que la Punicalina presenta interacciones con la
glicoproteina S del SARS-CoV-2 (E=-7,406 kcal.mol"), la
proteina ACE2 (enzima conversora de angiotensina 2)
(E=-7,353 kcal.mol'), la furina (E=-9,725 kcal.mol") y la
TMPRSS2 (proteasa transmembrana serina 2) (E= -8,168
kcal.mol'), siendo sugerida por los autores como candi-
data para estudios in vitro por su potencial actividad
inhibitoria.

Muchos virus como el VIH-1, DENV, HSV, virus de la
Influenza A y B, y otros virus de ARN poseen como par-
te del ciclo replicativo una fase dependiente de la trans-
locacion de proteinas al nidcleo de la célula hospedera
para cumplir funciones como la insercién del genoma
viral y la transcripcion del mismo. Por otra parte, tam-
bién se han descrito proteinas virales capaces despojar y
tomar el control de la maquinaria de la sintesis proteica
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a modo de asegurar dicho evento a favor de la replica-
cion del virus (Frieman et al., 2007; Nieto et al., 1994;
Timani et al., 2005; Wulan et al., 2015).

El trafico ndcleo-citoplasmaético de proteinas es mediado
principalmente por heterodimeros conformados por
importinas o y ;. La importina o la que posee un sitio
activo (sitio mayor de unién) que interacciona con se-
cuencias SLN (Secuencia de Localizacion Nuclear) pre-
sentes en las proteinas que deben ser transportadas al
interior del ndcleo de la célula (Chook & Blobel, 2001;
Mosammaparast & Pemberton, 2004). Varios virus, co-
mo el de la Influenza A, DENV y SARS-CoV, emplean
esta via de transporte para translocar sus proteinas al
interior del nicleo de la célula hospedera y de esta ma-
nera cumplir funciones como (Melén et al., 2003; Tay et
al., 2013; Timani et al., 2005). Debido a la importancia
del proceso para el éxito replicativo de varios virus de
importancia médica, la importina a es empleado para la
busqueda de moléculas tanto de origen natural como
de origen sintético, que puedan interaccionar con los
sitios activos de dichas proteinas con la finalidad de in-
terferir con la formacién de los complejos importina a-
proteina viral y de esta manera inhibir el transporte de la
proteina viral al interior del nicleo celular (Caly et al.,
2020; Jankovi¢, 2020; Yang et al., 2020).

El objetivo principal de este estudio fue determinar y
caracterizar mediante andlisis computacionales los sitios
de interacciéon de la Agatisflavona, Amentoflavona y
Punicalina en las importinas a; humanas mediante estu-
dios de acoplamientos moleculares y simulaciones de
dindmica molecular a fin de conocer el potencial inhibi-
torio de estas moléculas.

MATERIALES Y METODOS

Pruebas de acoplamiento molecular

Las estructuras quimicas en formato bidimensional de
las Agatisflavona, Amentoflavona y Punicalina fueron
obtenidas de la base de datos PubChem (Kim et al.,
2016) (Tabla 1). La estructura molecular de la proteina
humana Importina o, (PDB: 4WV6) fue obtenida de la
base de datos Protein Data Bank RCSB (Trowitzsch et
al., 2015). Se utiliz6 como testigo negativo del estudio a
la molécula de Aspirina, ya que es conocido que el mis-
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mo no posee como blanco de interaccién a la importina
a; (Vane & Botting, 2003).

Para llevar a cabo las pruebas de acoplamiento molecu-
lar primeramente fueron proporcionadas a todas las es-
tructuras cargas parciales considerando a todos los ato-
mos presentes en las mismas. Estas pruebas se realiza-
ron entre los ligandos (Agatisflavona, Amentoflavona y
Punicalina) y la proteina Importina a;, para ello se em-
plearon cuadriculas de acoplamiento con dimensiones
de 47x77x81 A’ utilizando el programa AutoDock Vina
v.1 (Trott & Olson, 2010).

Los modelos de acoplamiento resultantes que presenta-
ron valores de energia libre de interaccién menores a -
8,00 kcal.mol' fueron seleccionados como complejos
de interacciones favorables. La visualizacién y andlisis de
estos modelos se realizaron empleando el programa
Discovery Studio Visualizer v. 20 (Dassault Systémes,
Vélizy-Villacoublay, Francia).

Simulaciones de dinamica molecular

Las simulaciones de dindmica molecular se realizaron
por triplicados a modo de reducir los artefactos genera-
dos mientras se logra la estabilidad de los sistemas simu-
lados esto es fundamental para verificar la estabilidad y
el rendimiento energético de los ligandos en unién a la
importina a; (Alazmi & Motwalli, 2021), para ello se
emplearon los programas NAnoscale Molecular Dyna-
mics NAMD 2.14 (Phillips et al., 2005) y Visual Molecu-
lar Dynamics VMD 1.9.3 (Humphrey et al, 1996). Se
utilizé el campo de fuerza CHARMM36
(Vanommeslaeghe et al, 2010) tanto para ligandos
(Agatisflavona, Amentoflavona y Punicalina) como para
la importina a;. Los datos topoldgicos de los ligandos
fueron realizados empleando CHARMM-GUI (Brooks et
al., 2009; Jo et al., 2008; Seonghoon Kim et al., 2017;
Lee et al., 2016).

Los complejos fueron solvatados con moléculas de H,O
TIP3P en una cuadricula cibica con una distancia de
entre 2-100 nm entre los complejos y borde del cubo de
solvatacion (Jorgensen et al., 1983). Se anadieron iones
sodio (Na*) y cloruro (Cl) al sistema para neutralizar
cargas (Liang et al., 2020).

Las simulaciones se realizaron por un tiempo de 200 ps
con intervalos de tiempo (time-steps) de 2 fs. Estas fue-
ron isotérmicas e isobaricas a temperatura de 310 K, la
presion de 1,02 bar y periodo de oscilacién de 150 fs,
con generaciones aleatorias de velocidades acorde a la
distribucion de Maxwell (Mohamed, 2011). Como cons-
tante dieléctrica del solvente se empleé el valor de 1.

Andlisis estadistico

Se verificé la estabilidad de las interacciones en el tiem-
po simulado estimando los valores de RMSD (raiz de la
desviacién cuadratica media) de cada complejo. Tam-
bién se determinaron los valores de RMSF (raiz de la
fluctuacion cuadratica media) y ARMSF (variacién de la
raiz de la fluctuacién cuadratica media) de cada uno de
los residuos de la Importina o en los complejos forma-
dos en el transcurso de tiempo simulado, para ello se
empled el programa Visual Molecular Dynamics VMD
1.9.3 (Humpbhrey et al., 1996).

Los valores de energia libre de Gibbs de unién (AG,) de
cada complejo fueron determinados mediante el méto-
do de LIE (Energia de Interaccion Lineal) empleando los
parametros o=0,18, B=0,5, y=0 (Aqvist et al., 1994;
Hansson et al., 1998) utilizando el programa CaFE (Liu &
Hou, 2016).

Los valores de AG, fueron analizados mediante el test
de ANDEVA vy el test post-hoc de Tukey (95% nivel de
significancia), para ello se empleé el programa Past v.
4.03 (Hammer et al., 2001). Las representaciones grafi-

Tabla 1: Energia libre de unién de los complejos resultantes de los acoplamientos.

Moléculas PuléC"l;em Complejo Ligando-Proteina Dominio proteico de interaccion' AGp (kcal.mol™)
Aspirina* 2244 Aspirina-Imp.oy ARM 8-ARM 9 5,2
Agatisflavona 5281599 Agatisflavona-Imp.a ARM 2-ARM 5 8,8
Anantoilavsig 5281600 Amentoflavona-Imp.oy ARM 2-ARM 5 9,1
PiitiEalins 5388496 Punicalina-lmp.a; ARM 2-ARM 5 8,8
*Testigo; Imp.a;: importina ;. 'Dominio de la importina o
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cas se realizaron con el programa MS Excel 2016
(Microsoft Windows, EEUU).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las pruebas de acoplamiento molecular revelaron valo-
res de energia libre de union (AG,) favorables para las
interacciones registradas con los ligandos analizados. La
interaccion con la Agatisflavona demostré una AG,=-8,8
kcal.mol”, la Amentoflavona AG,=9,1 kcal.mol' y la

Punicalina AG,=-8,8 kcal.mol'. La Aspirina registr6 una
AG,, igual a -5,2 kcal.mol' en unién con la importina a;,
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sin embargo, las interacciones fueron con residuos de
los dominios ARM8-ARM9, dominios no implicados en
el reconocimiento e interaccién con las secuencias SLN
de las proteinas (Chook & Blobel, 2001; Pumroy & Cin-
golani, 2015) (Tabla 1).

En la Figura 1 se puede observar los complejos forma-
dos en las pruebas de acoplamiento molecular en repre-
sentaciones bidimensionales, donde se pueden identifi-
car los residuos activos involucrados directamente en la
formacion de los complejos y los residuos que se en-
cuentran presentes en los bolsillos de interaccion.

B.

‘,,-' ~ ~Nn Y ~o

Interacciones

[ lvan der Waals

" Puentes de hidrégeno

B interaccion carbono-hidrogeno
[ 1 Pi-Anién

[ 1Pi-Alquilo

|| Pi-Donador de hidrégeno

" Apilamiento Pi-Pi

I | Pi—Pi[enformadeT]

Figura 1: Representacion bidimensional de las interacciones y residuos activos implicados en la for-
macion de los complejos con las Importinas a;. A. Agatisflavona. B. Amentoflavona. C. Punicalina.
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Los residuos activos involucrados en la formacion del
complejo Agatisflavona-Importina oy fueron W231,
D192 y D270. En el complejo se pudo registrar la forma-
cion de puentes de hidrégeno convencionales entre la
Agatisflavona y el residuo D192, interacciones no con-
vencionales de enlaces de hidrégeno entre el residuo
W231 y el nicleo aromatico de la molécula Agatisflavo-
na, interacciones hidrofébicas mediadas por orbitales Pi
(1) de la cadena lateral del residuo W231 y la Agatisfla-
vona. También se pudo registrar la formacion de interac-
ciones electrostaticas con el residuo D270 (Figura 1.A).

Los residuos activos involucrados en la formacién del
complejo Amentoflavona-Importina a; fueron W231,
W184, N235, D270, W273 y E266. Las interacciones
registradas en el complejo fue la formacién de puentes
de hidrégenos entre la Amentoflavona y los residuos
W184, N235, W273 y E266, interacciones electrostati-
cas con el residuo D270 e interacciones hidrofébicas
mediadas por orbitales Pi () de los grupos aromaticos
de la Amentoflavona y del residuo W231 (Figura 1.B).

Los residuos activos presentes en el complejo Punicalina
-Importina a; fueron N188, A148, N235, W231 y D270.
Las fuerzas intermoleculares registradas en el complejo
fueron la formacién de puentes de hidrégeno con los
residuos N188, A148 y N235, interacciones no conven-
cionales de puentes de hidrégeno mediada por orbitales
Pi (m) de la Punicalina y el hidrégeno del residuo W231.
También se registraron interacciones electrostaticas con
el residuo D270, e interacciones hidrofébicas con el
residuo W231 (Figura 1.C).

Las regiones de acoplamiento registradas fueron especi-
ficamente entre los dominios armadillo ARM 2-ARM 5,
correspondiente al sitio mayor de reconocimiento e
interaccion con las secuencias SLN presentes en todas
las proteinas que deben ser transportadas al interior del
nucleo celular (Chook & Blobel, 2001; Mosammaparast
& Pemberton, 2004; Pumroy & Cingolani, 2015). Es im-
portante resaltar que los residuos triptéfano (W) y aspa-
ragina (N), registradas como residuos activos en los
complejos, son aminodcidos con funciones claves en el
sitio mayor de unién de la importina a4, ya que participa
activamente en el reconocimiento de las secuencias
SLN de las proteinas que seran transportadas al ndcleo
(Chook & Blobel, 2001).

En la Figura 2 se demuestran los resultados obtenidos en
las simulaciones de dindmica molecular de los comple-
jos que fueron obtenidos en las pruebas de acoplamien-
to molecular y la importina a; en su conformacién de
apoproteina.

Los valores de RMSD describen especificamente la esta-
bilidad de los complejos formados en el tiempo en el
que dura la simulacién realizada (Liang et al., 2020). El
andlisis de los valores de RMSD revel6 en el caso de la
apoproteina (proteina nativa, sin ligandos) un valor pro-
medio de 0,947 A. El complejo Agatisflavona-importina
a, demostré una estabilidad en los primeros 160 ps, los
40 ps posteriores evidencié un ligero aumento en los
valores de RMSD, con un valor promedio fue de 1,038
A.

El complejo Amentoflavona-lmportina a; registr6 un
promedio de RMSD de 1,157 /&, se observo una inesta-
bilidad inicial los primeros 100 ps y posteriormente los
valores de RMSD demostraron una reduccién. Esto nos
indica que el complejo podria haber alcanzado cierta
estabilidad por los reordenamientos estructurales gene-
rados en la simulaciones (Liang et al., 2020) (Figura 2.A).

El complejo formado entre la molécula de Punicalina y
la Importina o presenté una constante inestabilidad,
valores de RMSD que iban en aumento durante el tiem-
po simulado, con un promedio de 1,264 A. Este valor de
RMSD registrado nos sugiere que la interaccién simula-
da presenta cierta inestabilidad en el tiempo simulado y
que los reordenamientos estructurales no fueron sufi-
cientes para alcanzar la estabilidad. De igual manera, la
simulacién con la Aspirina revelé que el complejo pre-
senta inestabilidad los primeros 120 ps, posterior a este
tiempo los valores de RMSD se reduce hasta ser seme-
jante a los obtenidos en la apoproteina, el valor prome-
dio registrado fue de 1,085 A (Figura 2.A).

Los valores de RMSF en los complejos proteina-ligando
describen la flexibilidad de la proteina con respecto a su
posicion promedio durante el tiempo simulado, asi tam-
bién los valores de ARMSF, nos ofrece la misma informa-
cion con la sustraccion de los valores RMSF de la impor-
tina a; en su estado nativo (Liang et al., 2020; Shahraki
etal., 2018).

Los valores de RMSF del complejo Agatisflavona-
Importina a; revelaron una mayor fluctuacién en el resi-
duo P282, la misma informacién fue obtenida en los
valores calculados de ARMSF, es importante destacar
que este residuo se encuentra localizado especificamen-
te en el sitio de acoplamiento de la Agatisflavona. El
complejo conformado por la Amentoflavona y la impor-
tina a; presenté una mayor fluctuacion en los residuos
S88, D132 y T151, de igual modo la ARMSF evidencié
como residuos con mayores valores de RMSF al D132,
T151 y G469 (Figura 2.B,C).

Interaccion de Agatisflavona, Amentoflavona y Punicalina con la Importina a4 19



A. B. — Agathisflavona
1.8 — Amentoflavona
.6 25 —Punicalina
1. MWM Aspirina
14 [ 2 —Nativa
<< 1.2
9‘ 1
E 0.8 —Agathisflavona
0.6 —Amentoflavona
0.4 —Punicalina
Aspirina
0.2 —Nativa
0 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 70 120 170 220 270 320 370 420 470
Tiempo (ps) Residuos
C.
— Agathisflavona D. 0
—Amentoflavona
1.2 —Punicalina -5 ——— é
1 Aspirina —
0.8 G193 P308 —Nativa 432 % -10
0.6 0132 5219 E 7 Aspirina
0.4 sta =
frhe T151 g -15 B Agathisflavona
= 0.2 V = iy B Amentoflavona
v o L T TS
= 0 ,{*‘l\ (‘ QO .20 H Punicalina
o <
%-0.2 W * % pe0,001
0.4 | 2
-0.6
-0.8
-30

70 100130 160190220 250280 310340370400 430460490
Residuos

Importina al

Figura 2: A. Raiz de la desviacién cuadratica media (RMSD) de los complejos. B. Raiz de la fluctuacion cuadratica media
(RMSF) de los complejos formados. C. Variacion de la raiz de la fluctuacion cuadratica media (ARMSF) de los comple-
jos. D. Energia libre de Gibbs de unién (AG,) de complejos en las simulaciones.

El complejo Punicalina-Importina a; presenté un mayor
nimero de residuos con altos valores de RMSF, estos
fueron la G193, S219, N241, D263, S305, P347, K432,
G455 y S497. Sin embargo, los valores de ARMSF evi-
denciaron mayores fluctuaciones especificamente en los
residuos G193, S219, E206, P347 y K432, lo cual nos
indica una mayor flexibilidad de estos residuos (Shahraki
etal.,, 2018).

Los complejos Agatisflavona-lmportina a; y Amentofla-
vona-Importina a; revelaron valores de energia libre de
Gibbs de unién (AG,) de -18,60 + 0,35 kcal.mol' vy -
22,55 £ 2,41 kcal.mol' respectivamente, estos valores
reflejan que la unién entre estos ligandos y el sitio ma-
yor de reconocimiento de las importina oy fueron favo-
rables durante el tiempo simulado (Brandsdal et al.,
2003; Liang et al., 2020).

Estos valores energéticos fueron significativamente favo-
rables (P<0,001) en comparacién con los obtenidos en
las simulaciones de los complejos Punicalina-lmportina
a; y Aspirina-Importina o los cuales fueron de -5,33 £
1,72 kcal.mol' y -5,62 + 0,09 kcal.mol' respectivamente,
es importante destacar que entre estas dltimas no se
registraron diferencias estadisticas (Figura 2.D).

En el complejo Agatisflavona-Importina o, se revelaron
contribuciones energéticas promedios de 65,08 4,66
kcal.mol" y de -82,90 + 9,43 kcal.mol" por energias pro-
venientes de interacciones de van der Waals y de inter-
acciones electrostaticas respectivamente (Tabla 2).

A su vez, en el complejo Amentoflavona-lmportina a; se
registraron aportes promedios de energia de van der
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Tabla 2: Contribuciones energéticas registradas en los complejos.

Complejo

Energia de van der Waals*

*

Energia Electrostatica

Agatisflavona-lmp. ay

-65,08 + 4,66

-82,90+ 9,43

Amentoflavona-Imp. a;,

-57,36 £ 4,76

-96,66 = 10,42

Punicalina-lmp. «

-55,57 + 5,94

-145,49 + 22,31

* Media + desviacion estandar (kcal.mol”); Imp. a;: Importina ;.

Waals de -57,36 * 4,76 kcal.mol” y de energia electros-
tatica de -96,66 + 10,42 kcal.mol™.

Sin embargo, el complejo Punicalina-lmportina a; evi-
dencié contribuciones de energia de van der Waals en
promedio de -55,57 *+ 5,94 kcal.mol' y de energia elec-
trostatica de -145,49 £ 22,31 kcal.mol.

Numerosos estudios han descrito que los biflavonoides
Agatisflavona y Amentoflavona, y el tanino hidrosoluble
Punicalina, presentan actividades antivirales, principal-
mente por la capacidad que poseen estas moléculas de
unirse a proteinas inhibiendo sus funciones debido a
que interaccionan con los residuos presentes en los si-
tios activos (Bais & Abrol, 2015; Islam et al., 2019; Lin et
al., 1999; Yu et al., 2017). De Freitas et al. (2020), descri-
ben que la molécula Agatisflavona posee la capacidad
de inhibir a la proteina Neuraminidasa del virus de la
Influenza, inclusive registraron que es capaz de inhibir
variantes mutantes de la Neuraminidasa. También de
Sousa et al. (2015), en sus estudios detallan que la Aga-
tisflavona presenta actividades inhibitorias de la proteasa
NS2B-NS3 del virus del Dengue de los serotipos 2 y 3
(DENV 2 y DENV 3), esto por la probable unién a sitios
alostéricos.

Ryu et al. (2010), describen que la Amentoflavona pre-
senta actividad inhibitoria de la proteina 3CL" del virus
SARS-CoV. También Coulerie et al. (2012), y Coulerie et
al. (2013), describen que la Amentoflavona fue capaz de
presentar actividades inhibitorias de la enzima RNA poli-
merasa dependiente de RNA (NS5 RdRp) del virus del
Dengue serotipo 2, afectando asi a la replicacion viral.
Wilsky et al. (2012), describen que la Amentoflavona
presenta una inhibicion de la enzima sintetasa de acidos
grasos (FAS) durante el proceso infectivo del virus

Coxsackievirus B3 (CVB3), lo que desencadena en una
reduccién del ciclo replicativo viral.

Lin et al. (1997), en un estudio realizado con varias es-
tructuras de moléculas entre las que se encontraban la
Amentoflavona y la Agatisflavona, evidenciaron que
ambas presentaban actividades antivirales apreciables
contra el VIH-1, mediante acciones moderadas contra la
enzima transcriptasa reversa con una ICs, igual a 119
UM. Li et al. (2019), empleando la Amentoflavona regis-
traron actividades antivirales contra el HSV-1 (Herpes
Simplex virus 1) asi como contra cepas resistentes al
aciclovir del HSV, demostraron que este biflavonoide
afecta a la reorganizaciéon de la actina, los autores sugie-
ren también que el posible mecanismo de accion de la
Amentoflavona es la interrupcién temprana de eventos
cruciales durante la infeccion viral, como el proceso de
translocaciéon nuclear de proteinas virales.

Los antecedentes mencionados demuestran que estas
moléculas son capaces de interactuar con proteinas vira-
les, asi como también con proteinas de la misma célula
hospedera (Li et al., 2019). En este estudio, se logré de-
mostrar que la Agatisflavona y la Amentoflavona presen-
tan interacciones in silico favorables con la importina a;,
lo cual se refleja no solo en los valores de energia libre
de Gibbs calculada sino también en la estabilidad deter-
minada computacionalmente en los complejos median-
te las simulaciones de dindmica molecular.

Los ligandos han registrado interacciones in silico con el
sitio mayor de union de las importinas o (dominios ARM
2-ARM 5), region de suma importancia ya que es la res-
ponsable del reconocimiento de las secuencias SLN
presentes en las proteinas que deben ser transportadas
al ndcleo para cumplir sus funciones (Chook & Blobel,
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2001; Mosammaparast & Pemberton, 2004; Pumroy &
Cingolani, 2015).

CONCLUSIONES

Los resultados hallados en este estudio computacional
demuestran que los biflavonoides Agatisflavona y Amen-
toflavona interaccionan in silico de forma significativa-
mente favorable con el sitio mayor de reconocimiento
de las importinas a; formando complejos relativamente
estables entre si, esto en comparacién a lo registrado
con el tanino Punicalina. Se recomienda llevar a cabo
pruebas in vitro como el ensayo de desplazamiento tér-
mico celular a modo de confirmar las interacciones de-
tectadas en este estudio in silico, también se sugiere
seguir estudiando a fondo a estos biflavonoides
(Agatisflavona y Amentoflavona) como potenciales inhi-
bidores del trafico nudcleo-citoplasmatico de proteinas
virales.
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