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Resumen

Los virus del Zika (ZIKV) y del Dengue (DENV) pertenecen al género Flavivirus y se
transmiten a humanos principalmente, mediante la picadura de artrépodos del género Aedes
(Ae. egipty y Ae. albopictus). En el caso del Zika, este virus es causante de graves
complicaciones en embarazadas y sus fetos, aumentando el nimero de casos notificados
cada afio. Sin embargo, no existen farmacos especificos para actuar frente a estas
infecciones, por lo que la busqueda de sustancias antivirales es de vital importancia. La
estructura tridimensional de la mayoria de las proteinas que conforman este virus o intervienen
en su replicacién, han sido resueltas. EI complejo catalitico NS2B-NS3 es una de las mejores
dianas para la busqueda mediante cribado virtual de compuestos que puedan actuar como
inhibidores alostéricos de este complejo proteico, debido a su papel en el proceso de
replicacion. En este estudio se llevé a cabo el acoplamiento molecular del complejo con
ligandos pertenecientes a tres librerias de compuestos, mediante el programa YASARA-VINA.
Los resultados obtenidos se ordenaron segun el valor de las energias de acoplamiento,
usando adicionalmente diferentes parametros ADME. El andlisis y comparacion de las
interacciones ligando-complejo, asi como el estudio de sus propiedades fisicoquimicas
permitié la seleccion de cinco compuestos como posibles farmacos inhibidores del complejo.
Los candidatos seleccionados seran evaluados en ensayos experimentales. Este estudio
supone un paso hacia el descubrimiento de agentes antivirales efectivos para el desarrollo de

posibles terapias contra los flavivirus.

Palabras clave: complejo catalitico, replicacién viral, ZIKV, acoplamiento molecular, cribado

virtual.



Abstract

Zika (ZIKV) and Dengue (DENV) viruses belong to the genus Flavivirus and are
transmitted to humans primarily through the bites of arthropods of the Aedes genus (Ae. egipty
and Ae. albopictus). In the case of Zika, this virus causes serious complications in pregnant
women and their fetuses, with the number of reported cases increasing each year. However,
there are no specific drugs to combat these infections, so the search for antiviral agents is of
paramount importance. The three-dimensional structure of most of the proteins that make up
this virus or are involved in its replication has been solved. The NS2B-NS3 catalytic complex
is one of the best targets for virtual screening for compounds that can act as allosteric inhibitors
of this protein complex, due to its role in the replication process. In this study, molecular
docking of the complex with ligands belonging to three compound libraries was carried out
using the YASARA-VINA software. The results obtained were ranked according to the value
of the binding energies, additionally using different ADME parameters. The analysis and
comparison of the ligand-complex interactions, as well as the study of their physicochemical
properties, allowed the selection of five compounds as possible inhibitors of the complex.
Selected candidates will be evaluated in experimental tests. This study represents a step
towards the discovery of effective antiviral agents for the development of possible therapies

against flaviviruses.

Key words: catalytic complex, viral replication, ZIKV, molecular docking, virtual screening.
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Introduccién y antecedentes

1. Introduccion y antecedentes

Los virus son agentes infecciosos submicroscépicos que requieren de células huésped
vivas para replicarse y proliferar. Pueden estar compuestos por material genético, ya sea ADN
0 ARN, encapsulado en una cubierta proteica que los protege del entorno y a su vez les
permite interaccionar con €l. Una vez dentro del huésped, los virus utilizan la maquinaria
celular para replicar su genoma y producir nuevas particulas virales, lo que puede causar una

variedad de enfermedades (Virus, s.f.).

El virus del Zika (ZIKV) pertenece a la familia Flaviviridae, la cual esta compuesta por
pequefios virus con envoltura, transmitidos por vectores hemat6fagos, que contienen un
genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva (ARNss (+)). Lo conforman mas de 70
especies que comprenden una serie de patdgenos capaces de infectar y causar
enfermedades muy importantes, tanto en humanos como en animales, causando una
significativa morbilidad y mortalidad en todo el mundo (Petersen et al., 2016). La familia
Flaviviridae incluye a otros agentes patégenos importantes como el Dengue (DENV). EI DENV
y el ZIKV comparten caracteristicas gendmicas y estructurales, al igual que sintomatologia
clinica y su transmisién. Esto hace que sean frecuentemente comparados, acentuando la

necesidad de estrategias terapéuticas comunes (Martinez et al., 2019).

El descubrimiento del ZIKV se remonta a 1947 en el bosque Zika de Uganda. Sin
embargo, no fue hasta los brotes en las Américas, especialmente en Brasil en 2015-2016, que
el ZIKV atrajo la atencién mundial debido a sus graves implicaciones para la salud publica
(Pergolizzi et al., 2021). EI ZIKV es transmitido principalmente por mosquitos del género
Aedes, en concreto Aedes aegypti y Aedes albopictus (éste Ultimo cominmente conocido
como mosquito tigre), en zonas tropicales y subtropicales. En los ultimos afios, estas especies
de mosquitos se han introducido en la Peninsula Ibérica, aumentando el riesgo de transmision
de enfermedades como el Zika y el Dengue. De hecho, se ha informado sobre casos
autéctonos de estas enfermedades en Espafa (Giménez-Richarte et al., 2024). Este hecho
subraya la importancia de desarrollar estrategias efectivas para el control y tratamiento de

estas infecciones virales emergentes (Fernandez Martinez et al., 2019).

La transmision del ZIKV ocurre principalmente a través de la picadura de mosquitos
infectados, pero también puede propagarse por via sexual, transfusiones de sangre y de
madre a feto durante el embarazo (figura 1) (Bhandari et al., 2023). La infeccion por ZIKV
suele ser asintomatica o causar sintomas leves como fiebre, erupcion cutanea, conjuntivitis y

dolores musculares y articulares (Cabrera Hernandez et al., 2017). No obstante, en los ultimos
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Figura 1. Esquema sobre el ciclo, sintomatologia, y tropismo del virus del Zika.
Adaptado de Mwaliko et al., 2020.

brotes de enfermedad por ZIKV, se han registrado complicaciones como el sindrome de
Guillain-Barré (SGB), siendo éste una neuropatia periférica autoinmune, y el sindrome
congénito del Zika, que incluye malformaciones cerebrales, defectos oftalmoldgicos y
microcefalia en fetos (Ngono y Shresta, 2018).

Dado que no existen tratamientos especificos ni vacunas disponibles contra el ZIKV,
el desarrollo de inhibidores eficaces es de vital importancia. La busqueda de inhibidores puede
realizarse a través de métodos experimentales tradicionales y, de manera cada vez mas
comun, mediante cribado virtual computacional. Este ultimo método permite la evaluacion
rapida y eficiente de grandes bibliotecas de compuestos, identificando potenciales candidatos
que luego pueden ser validados experimentalmente (Mirza et al., 2022). Aunque también se
ha explorado la busqueda de péptidos con potencial inhibidor (Karwal et al., 2020), el cribado
computacional ofrece ventajas significativas en términos de tiempo y coste, permitiendo una
exploracion mas amplia de posibles inhibidores.

En este contexto, este estudio se centra en inhibir el complejo proteico NS2B-NS3 con
actividad catalitica del virus del Zika. Este complejo es esencial para la replicacion viral,
actuando como una proteasa que procesa la poliproteina viral en sus componentes
funcionales. La proteasa NS3, activada por el cofactor NS2B, es responsable del
procesamiento proteolitico de la poliproteina viral, una etapa crucial para la maduracion de las
proteinas virales y para la replicacion del virus. Por lo tanto, la inhibicion de esta proteasa

representa una estrategia efectiva para detener la replicacion viral (Mirza et al., 2022).
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Ademas, la estructura y funcién del complejo NS2B-NS3 son altamente conservadas
entre los flavivirus, lo que sugiere que los inhibidores obtenidos podrian tener una eficacia

amplia contra otros virus de esta familia (Collao et al., 2015).

El cribado virtual computacional emerge, como una herramienta poderosa en la
identificacion de inhibidores potenciales de NS2B-NS3. Este enfoque permite el andlisis de
grandes bases de datos de compuestos en un tiempo relativamente corto y con menor costo
en comparacion con los métodos experimentales tradicionales. Posteriormente, los
compuestos identificados pueden ser obtenidos o sintetizados y probados in vitro e in vivo,
acelerando asi el proceso de descubrimiento de farmacos y ofreciendo una prometedora via
para el desarrollo de terapias efectivas contra el ZIKV (Rehman et al., 2023).

Por tanto, la busqueda de inhibidores del complejo catalitico NS2B-NS3 del virus del
Zika mediante cribado virtual computacional no solo es crucial para el desarrollo de
tratamientos especificos contra el ZIKV, sino que también representa un enfoque innovador y
eficiente en la lucha contra las enfermedades causadas por flavivirus. Esta metodologia,
combinada con estudios experimentales posteriores, puede proporcionar soluciones
terapéuticas efectivas y seguras en un tiempo optimizado, respondiendo a la urgente

necesidad de intervenciones frente a estas infecciones virales emergentes (Shin et al., 2021).

1.2. Genoma y estructura de los virus de la familia

Flaviviridae

La familia Flaviviridae esta compuesta por pequefios virus con envoltura, de forma
icosaédrica, que contienen un genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva (ARNss
(+)). El genoma viral de la familia Flaviviridae se traduce en una poliproteina que es procesada
por las proteasas (tanto celulares como propias) y produce 10 proteinas (figura 2).
Concretamente, el genoma del ZIKV y DENV es muy similar y da lugar a 7 proteinas no
estructurales (NS) cuya funcién es la replicacion del genoma; y a 3 proteinas estructurales

que forman la estructura del virion (Brinton & Basu, 2015).
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Figura 2. (A) Esquema del genoma de flavivirus, composicién de la poliproteina. Se destacan las proteinas
estructurales y no estructurales, asi como sus extremos 5’ NTR y 3’ NTR. (B) Topologia de membrana de las
proteinas virales maduras. Adaptado de Neufeldt et al., 2018.

1.2.1. Proteinas estructurales

El grupo de las proteinas estructurales conforman la envoltura del virus y esta formado
por tres proteinas: la proteina E (envoltura), la proteina prM/M (premembrana/membrana) y la
proteina C (capside).

La proteina E es una glicoproteina de fusion de clase Il. Localizada sobre la superficie
viral, participa en la union del virus a la membrana celular permitiendo su unién y posterior
introduccion del virus en la célula a través de una via mediada por endosomas. La proteina E
(figura 3) esta compuesta por un dominio de anclaje transmembrana C-terminal (representado
por cilindros en la figura 3) y un ectodominio compuesto por:

1. Dominio | (D-1): posee estructura de barril 3, y actia como puente entre los dos
dominios siguientes (representado en color rojo en la figura 3).

2. Dominio Il (D-11): formado por una estructura central estable y dos lazos expandidos.
El asa distal posee un bucle de fusion rico en glicina, y su funcién es insertarse en la
membrana endosomal. La fusion tiene lugar en la superficie proporcionada por D-II (en color

amarillo en la figura 3).
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3. Dominio Il (D-IIl): Se encuentra en el extremo C-terminal. Su estructura similar a la
de inmunoglobulina, y posee epitopos que neutralizan los anticuerpos eficazmente (en color

azul en la figura 3) (Lin et al.,2018).

DOMINIO Il

DOMINIO 1I

Figura 3. Representacién esquematica de la proteina E del Zika virus. En rojo se representa el Dominio |, en
amarillo el Domino I, y en azul el Dominio lll. Adaptado de Mwaliko et al. 2020.

Esta proteina presenta diferentes conformaciones estructurales durante la infeccion.
Antes de fusionarse con la membrana celular adopta una conformacion dimérica, y tras unirse
a ella, adopta una conformacion trimérica. Esta transicion ocurre gracias al medio acido que
contiene el endosoma de la célula huésped. El D-I tiene un papel fundamental, ya que forma
una bisagra junto a DII, exponiendo asi el bucle de fusién de DII. Ademas, el D-I junto a D-IlI
conforman una bisagra rigida a pH neutro (Nasar et al., 2020).

La proteina prM/M est4 compuesta por un predominio seguido del dominio M, una
region troncal (rica en hélice-a e interactia con la membrana lipidica del virus) y dos hélices
transmembrana flexibles. El predominio estd formado por siete hebras B antiparalelas
estabilizadas por puentes disulfuro, las cuales cubren el bucle de fusién de la proteina E,
evitando asi la fusién del virus inmaduro con la célula huésped. Se cree que la prM es una
chaperona encargada de promover y asegurar el plegamiento y ensamblaje de la proteina E
(Velandia y Castellanos, 2011).

El predominio se encuentra glicosilado en la posicion 69 (Asn) como funcién preventiva
de la fusion viral inmadura. La proteina prM sufre una escisidon mediada por furina en el
aparato de Golgi, obteniendo como resultado pry la proteina M. Este proceso es importante
para la maduracion viral y la infectividad, ya que la fusién de la proteina E con la membrana
del huésped depende de que la escision de prM ocurra de forma correcta. A pH neutro prM-E
forma 60 picos triméricos (virus en estado inmaduro), dando al virus una conformacion
icosaédrica puntiaguda. Al pasar a un entorno con un pH bajo, los picos triméricos se

convierten en 90 dimeros de E, cambian su conformacién a una forma de “espina de pescado”,
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y 180 copias de la proteina M que dan lugar a un virus maduro de superficie lisa (Nasar et al.,
2020).

En condiciones &cidas, la proteina E se expone en conformacién dimérica exponiendo
el sitio diana de la furina, y seguidamente prM sufre la escision. El péptido pr resultante, se
une al bucle de fusién de la proteina E conservando asi su funcion protectora. El péptido se
escinde ante un cambio de pH provocado tras la liberacién del virus fuera de la célula.
Ademas, los estados oligoméricos de la proteina E alteran el &ngulo de la bisagra (DI y DlIlI
de la proteina E), contribuyendo a la maduracion del virus (Nasar et al., 2020).

La proteina de la cépsida o proteina C, presenta afinidad tanto por el genoma viral
como por la membrana lipidica. Localizada en el citosol, es una proteina homodimérica y es
la primera proteina que se traduce por el genoma viral. La proteina C es importante para de
formar la nucleocapsida en las primeras etapas del ensamblaje del virion. NS3 junto a NS2B
(su cofactor) realizan el procesamiento proteolitico de la unién cdpsida/ancla dando lugar a la
proteina de la capsida (Nasar et al., 2020). La proteina C puede encontrarse en conformacion
monomeérica (contiene cuatro hélices-a) y en conformacion dimérica, en la cual las hélices-a
4y 2 de cada mondmero interactian entre si, formando una region de 20 residuos hidrofébica
y muy conservada. Esta region hidrofébica es la encargada de la union de la proteina de la
capsida madura con la membrana del reticulo endoplasmatico (RE). La proteina C presenta
una region N-terminal estructuralmente flexible cargada positivamente y es la responsable de
unir gotas de lipidos. Ademas, actia como chaperonina del ARN, participando en el

empaguetamiento y plegamiento adecuado del ARN viral (Alzahrani et al., 2020).

1.2.2. Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales (NS) se encargan de remodelar cooperativamente las
membranas del RE para formar sitios de replicacion y ademas son las encargadas de replicar
el ARN viral. Este grupo de proteinas estd formado por siete proteinas: NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Leier et al., 2020).

La proteina NS1 es una glicoproteina multifuncional de la cual todavia no se conoce
su funcién concreta. La maduracién de NS1 se produce tras escindirse de la poliproteina viral,
la escision ocurre entre el extremo C-terminal de NS1 y el extremo N-terminal de NS2A, por
la actividad proteolitica de NS2A. Se expresa en conformacion monomeérica soluble, y pasa a
conformacion dimérica en la luz del RE gracias a la N-glicosilacion de NS1 en la posicion N-
130 y N-207 (altamente conservadas en flavivirus). Ante la presencia de manosa y glicanos,

NS1 se une con lectina evitando asi la respuesta inmune e, inhibiendo la neutralizacion del
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virus a través de la via de la lectina. Esta proteina tiene tres posibles destinos desde el aparato
de Golgi: la implicacion en la replicacion del virus, dirigirse a la superficie celular y asociarse
a la membrana o liberarse al espacio extracelular en conformacién hexamérica. NS1 esta
compuesta por tres dominios: uno es de caracter hidréfilo, siendo el encargado de interactuar
con las estructuras de la membrana, y otros dos dominios de naturaleza hidréfila (Nasar et al.,
2020).

La NS2A es hidréfoba, cuyo papel abarca desde la replicacién viral hasta la evasion
inmune. Posee un tamafo de 22 KDa, y se escinde en sus dos extremos. En el extremo N-
terminal de la proteina actla la proteasa del huésped y en el extremo C-terminal actian las
proteasas virales, obteniendo como resultado NS2A madura. NS2A es una proteina
transmembrana ubicada en el RE, su region N-terminal reside en la luz del RE, mientras los
residuos de C-terminal se encuentran en el citoplasma. Los residuos N-terminales estan
involucrados en su papel citopatogénico, mientras que los residuos C-terminales estan
implicados en el ensamblaje y secrecion viral. Se ha observado que tiene propiedades
similares a viroporinas y se ha implicado en la supresion inmune, actuando en sinergia con

otras proteinas virales (Nasar et al., 2020).

La proteina NS2B se caracteriza por ser hidrofébica, poseer cuatro hélices
transmembrana, y situarse sus dos extremos terminales en el citoplasma. NS2B actiia como
cofactor de actividad proteolitica de NS3, gracias a un dominio hidrofilico conservado con
actividad (se encuentra entre a2 y a3), y es capaz de mediar la escisién proteolitica. Cuando
NS2B se une con NS3, se denomina NS2B-NS3 y actila como serina proteasa.
Recientemente, se ha descubierto que NS2B tiene un papel en la supresién inmune al estar

implicado en la degradacion de proteinas antivirales (Nasar et al., 2020).

La NS3 se caracteriza por su multifuncionalidad de ahi que sea una interesante diana
terapéutica en la lucha contra los flavivirus. Puede actuar como serina proteasa, adenosina
trifosfatasa (ATPasa), ARN trifosfatasa (RTPasa) y ARN helicasa. Es una proteina soluble y,
ademas, una de las proteinas méas conservadas en los flavivirus. La proteina NS3 funciona en
asociacion con su cofactor NS2B, formando el complejo NS2B-NS3, anteriormente
mencionado. La region proteasay la region helicasa de NS3 estan separadas por una regiéon
enlazadora de 11 aminoéacidos, aportando suficiente flexibilidad a la proteina para poder
realizar sus actividades helicasa y proteasa. Las actividades ATPasa/RTPasa estan

localizadas en el dominio C-terminal de NS3 (Nasar et al., 2020).

NS4A es una proteina transmembrana situada en el RE y es esencial en la replicacion

viral. Se caracteriza por formar oligdbmeros transmembranales para obtener asi una mayor
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estabilidad. NS4A se obtiene gracias a la accion de las proteasas virales. Posee en su dominio
| aminoacidos que participan en la formacion del complejo NS4A/NS4B. Los residuos situados
en el N-terminal son de caracter hidrofébico, e interaccionan con el lado citosolico de la
membrana del RE, siendo capaces de unirse a membranas muy curvadas. Se cree que NS4A
esta implicada en la induccién de modificaciones en la membrana de la célula huésped. Otra
de las funciones de NS4A junto a una proteina del huésped es la capacidad de inducir cambios
conformacionales en los tubulos del RE, para asi facilitar el ensamblaje de vesiculas mediado
por membranas (Nasar et al., 2020).

La NS4B, al igual que NS4A, es una proteina transmembrana e hidrofébica. Tras la
actuacion de la proteasa para escindir NS4A, se obtiene como resultado 2K-NS4B. El
fragmento 2K actla como péptido sefal, provocando la translocacion NS4B a la luz del RE,
donde el péptido 2K se escinde gracias a una proteasa del huésped. NS4B se encuentra en
el RE de la célula infectada, a no ser que sea reclutada por NS4A para formar parte del
complejo de replicacion (Nasar et al., 2020). NS4B esté formada por 11 hélices, de las cuales
5 son hélices transmembrana, involucradas principalmente en la reorganizacion de la

membrana para facilitar la formacion del complejo de replicacion viral (Leier et al., 2020).

La proteina NS5 es la proteina de mayor tamafio, con un peso molecular de 103kDa.
Se cree que NS3 y NS5 son las enzimas cataliticas clave del complejo de replicacion, ya que
estan implicadas en la replicacion del genoma viral y la proteccién de este. La region N-
terminal de NS5 tiene un dominio metiltransferasa capaz de catalizar tres actividades:
guanililtransferasa, guanina-N7-metiltransferasa y nucleésido-2’-O-metiltransferasa. Gracias
a estas tres actividades de NS5 junto a la actividad RTPasa de NS3 se obtiene ARN viral
protegido de las enzimas hidrolizantes y ademas se facilita la unién del ARN viral a los
ribosomas de traduccién. NS3 junto a NS5 se encuentran juntos formando un complejo donde
NS5 estimula las actividades cataliticas de NS3. NS5 se puede localizar en el nicleo de la
célula huésped, para asi manipular la maquinaria de empalme del huésped, y poder madurar
el ARNm. Ademas, NS5 es el encargado de bloquear la via de sefializacion del interferén
(Nasar et al., 2020).

En la siguiente tabla (tabla 1) se resume informacién clave sobre las 10 proteinas del

virus del Zika, junto con una breve descripcion de su funcion.
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Tabla 1. Resumen de las proteinas de los flavivirus y sus funciones.

Tipo Nombre Funcién
C Proteina de la capside, interviene el ensamblaje de las particulas virales.
Estructurales prM/M Proteinas de membrana, participan en la maduracion viral.
E Proteina de envoltura, fusion del virus en membrana celular.
Secrecion de proteinas, formacion de viriones, etc. (Funcionamiento
NS1 .
correcto desconocido).
NS2A Cofactor de proteasa NS3, implicada en la formacién de viriones.
Cofactor de proteasa NS3, involucrado en replicacion viral y en
NS2B . . .
procesamiento de proteinas virales.
Proteasa, ATPasa, RTPasa y helicasa, involucrada en replicacion del
NS3 .
No genoma viral.
estructurales Proteina transmembrana, esencial en replicacion viral y formacion de
NS4A . s
complejos de replicacion.
Proteina transmembrana, esencial en formacion de complejos de
NS4B S
replicacion.
Tapado del ARN viral (Mtasa) y sintesis del ARN viral (ARN polimerasa).
NS5

Esencial en replicacion viral.

1.3. Ciclo de vida de los Flavivirus

1.3.1. Mecanismo de fusion

El mecanismo de fusion de los flavivirus es llevado a cabo por la proteina E (siendo
ésta una proteina de fusién de clase Il). Las proteinas de fusion de clase Il se caracterizan
por interaccionar con las dos membranas que se van a fusionar y realizar el plegamiento,
termodindmicamente favorable, sobre si mismas, permitiendo la fusibn de las dos
membranas, la viral y la de la célula huésped. La fusién de membranas se lleva a cabo en los

pasos detallados en la figura 4 (Modis, 2013).

En primer lugar, se produce la union de la proteina E con un receptor de la célula,
produciendo la endocitosis del virus mediada por clatrina. La clatrina es una proteina
estructural cuya funcion es recubrir a las vesiculas, desempefiando un papel clave en el
transporte intracelular. Esto lleva a la formaciéon de una vesicula recubierta de clatrina y la
internalizacién celular. Aunque la duracion de la asociacion del virus con la clatrina es limitada,

esta ruta de entrada puede variar segun el tipo celular y la cepa viral.
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Tras esto, se produce una bajada de pH en el endosoma desencadenando el
reordenamiento conformacional, dando lugar a la exposicion del bucle de fusién situado en la
punta del domino Il, que previamente se encontraba escondido. Este reordenamiento se
produce al flexionarse entre si el domino | y Il de la proteina E, como si fuese una bisagra a
3029, produciendo el acercamiento del bucle de fusion hacia la membrana de la célula huésped
(Nasar et al., 2020). El alejamiento de la superficie viral del dominio Il permite que la célula se
encuentre en un estado menos empaquetado. Este reordenamiento expone el bucle de fusién

y permite la formacién de trimeros junto a otras proteinas E adyacentes.

DISOCIACION M ;
SHOIRRIC TRIMERIZACION

FUSION

Figura 4. Esquema sobre el mecanismo de fusién de membranas de proteinas de clase Il. (A) La proteina de fusion
E se une al receptor. (B) El pH acido en el endosoma hace que el dominio Il gire, se exponga el bucle de fusiéon 'y
reorganizacién de monémeros E. (C) Bucle de fusion se inserta en la membrana del huésped promoviendo la
formacién de trimeros. (D) La proteina pliega, dirige el bucle de fusion al anclaje C-terminal, y dobla las membranas.
(E) Contactos de trimeros dan lugar a la hemifusién. (F) Fusién total y formacién de poro lipidico. Adaptado de
Modis, 2013.

Acto seguido, se produce la introduccién del bucle de fusién en la membrana de la
célula huésped. Una vez insertado el bucle de fusion, el dominio Il gira y se desplaza
doblandose hacia si mismo, llevando el bucle de fusién hacia el extremo C-terminal de la
proteina, replegdndose. Este repliegue de la proteina entierra ciertas superficies proteicas y
provoca que las membranas viral y celular se doblen una hacia la otra.

Este acercamiento de las membranas supera la resistencia natural de las membranas
a la deformacion, lo que resulta primero en la hemifusion de las membranas, donde las capas

externas se fusionan mientras que las capas internas permanecen intactas. Finalmente, este
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proceso culmina en la fusion completa de las membranas, formando un poro final que permite

la liberacién del contenido viral en el citosol de la célula huésped (Modis, 2013).
1.3.2. Mecanismo de replicacion

El proceso de replicacion de los Flavivirus consiste en una serie de etapas que dan
comienzo cuando el virus se internaliza por endocitosis en la célula huésped y es expulsado

de esta una vez queda infectada por exocitosis (figura 5).

Virion maduro
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C )= fusion dependiente @
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- Maduracién viral
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@ RNA

o ) Esamblaje,

Viral RNA é viral @@ )
T (;k . . & [ ]
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By e

Reticulo endoplasmatico (RE)

Figura 5. Ciclo de replicacion de flavivirus. (a) El virus se une a la célula huésped. (b) Entrada en la célula huésped
mediante endocitosis mediada por receptores o clatrina. (c) La fusion de membranas dependiente del pH en
endosoma y produce la formacién de po poros que liberan genoma viral en el citoplasma del huésped. (d) El ARN
viral liberado se traduce en una poliproteina. (e) El ensamblaje viral ocurre en el RE para formar viriones
inmaduros. (f) Estos viajan por via secretora y trans Golgi para formar viriones maduros. (g) Las particulas
maduras se exocitan. Adaptado de Lee et al., 2023.

El primer paso consiste en la union del virus a la superficie de la célula huésped (la
mas comunes son monocitos, células dendriticas de la piel, neuronas o macréfagos
placentarios). Para ello, la proteina viral de envoltura (E) se une a factores de union como los
glicosaminoglicanos, seguidamente se produce la interaccion con los receptores primarios
como integrinas y receptores de lectina de tipo C (Neufeldt et al., 2018). Las particulas del
flavivirus tras interaccionar con los receptores de las células huésped penetran
mayoritariamente por endocitosis dependiente de clatrina (Mercer et al., 2010; Agrelli et al.,
2019).
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En el endosoma se produce una bajada de pH provocando el cambio conformacional
de la proteina E, uniéndose en trimeros y permitiendo asi, la fusién de la membrana viral y la
endosémica. Tras fusionarse las membranas se produce la liberacion del ARN viral en el
citosol (Harapan et al., 2020). EI ARN viral liberado de sentido positivo (ARN (+)), es
reconocido por los ribosomas de la célula huésped e inician la traduccién en la membrana del
RE produciendo una poliproteina. La poliproteina posteriormente se escinde en tres proteinas
estructurales y siete proteinas no estructurales por la accion de las proteasas celulares y
viricas. (Silva et al., 2020). Mientras las proteinas estructurales se encargan de construir el
virién, las NS se encargan de realizar invaginaciones en la membrana del RE para amplificar
el genoma ARN (Neufeldt et al., 2018).

El aumento de la concentracién de proteinas virales en el RE desencadena la
replicacion viral. Las proteinas no estructurales virales guian la replicacién en invaginaciones
del RE (formando vesiculas) (figura 6). En ellas se encuentran los componentes del complejo
de replicacion, el RNA y proteinas no estructurales virales. Estas vesiculas estan conectadas
al citoplasma a través de un poro, permitiendo la entrada de factores necesarios para la

replicacion. Es aqui donde el genoma viral se replicara (Diosa-Toro et al., 2020).
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Figura 6. Proceso de transduccién, complejo de replicacion y esamblaje de los flavivirus. Adaptado de Diosa-
Toro et al., 2020.

El ARN viral de cadena positiva (ARNss(+)) actia como una plantilla para la sintesis
de nuevo ARN gendmico. En primer lugar, se genera ARN de sentido negativo (obteniendo
como resultado un intermedio de ARN de doble cadena). A partir de aqui, el ARN (-) sera la
plantilla para la amplificacion de nuevos ARN de sentido positivo. Esta sintesis de ARN viral
la lleva a cabo la proteina NS5, en concreto, la actividad de la ARN polimerasa dependiente

de ARN (RdRp). El extremo N-terminal de NS5, que contiene guanililtransferasa (GTPasa) y
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metiltransferasa (MTasa), esta implicado en la formacién de una estructura de capucha tipo 1
en el extremo 5' del ARN viral (Morita & Suzuki, 2021).

Las copias de ARN (+) recién sintetizadas salen de las vesiculas y son incorporadas
a las particulas virales asociandose a la proteina C, y se comienzan a formar los viriones
inmaduros por la gemacién del RE (Neufeldt et al., 2018). Tras esto, los viriones inmaduros
son transportados a través de la via secretora (red Trans-Golgi). Durante el recorrido se
produce la maduracién de los viriones, que es dependiente de pH y de la furina. El proceso
de maduracion consiste en la escision por proteasas de tipo furina del péptido pr de la proteina
prM, obteniendo como resultado la proteina M madura, dando lugar a particulas viricas
maduras e infectivas. Finalmente, los viriones infecciosos son liberados al medio extracelular

por excositosis (Hasan et al., 2018).

El proceso de formacion del complejo de replicacion implica la participacién de
diversos cofactores tanto virales como celulares. Algunas proteinas no estructurales
transmembranales actiian como soporte para mantener el complejo de replicacion en el RE,
siendo NS2B un cofactor crucial para la actividad de la proteasa NS3, esencial en la
replicacion (Morita & Suzuki, 2021).

1.4. Descripcion del complejo catalitico NS2B-NS3

Como se ha descrito en el apartado anterior, el complejo enziméatico NS2B-NS3 del
ZIKV, conocido como bZipro, es crucial para la replicacion viral y esta altamente conservado
en el género Flavivirus. Lo conforma las proteinas no estructurales NS3 y NS2B. La proteina
NS3, parte de este complejo, tiene funciones de serina proteasa, NTPasa y ARN helicasa,
distribuidas en tres dominios: peptidasa (NS3pro), ATPasa (NTPase) y helicasa (NS3hel). La

NS2B actia como su cofactor (Shiryaev et al., 2017).

La importancia de seleccionar el complejo NS2B-NS3 para este estudio radica en su
funcion critica en la mediacion de la escision de la poliproteina viral, proceso necesario para
la replicacion y la infeccion viral. Interrumpir su funcién proteolitica impide el procesamiento
adecuado de la poliproteina, bloqueando la replicacion del virus, lo que subraya su relevancia

como objetivo para el disefio de farmacos antivirales (Shiryaev et al., 2023).

La replicacion del virus del Zika depende criticamente de la actividad de la proteasa
NS3 (NS3pro), una enzima de 69 kDa gue se activa solo cuando se asocia con su cofactor

NS2B. NS2B es una pequefia proteina transmembrana de 14 kDa que, al unirse con NS3,

13



Introduccién y antecedentes

forma el complejo enzimatico NS2B-NS3. Este complejo es capaz de reconocer su sustrato y
realizar la catdlisis necesaria para la maduracién de las proteinas virales (Starvaggi et al.,
2024).

NS3pro es una serina proteasa similar a la tripsina, situada en el dominio extremo N-
terminal de NS3 (comprendiendo 180 residuos). Presenta una estructura compuesta por dos
barriles 3, cada uno formado por seis hebras B. Posee una triada catalitica, compuesta por
los aminoacidos His51, Asp75 y Serl35, la cual se encuentra completamente conservada en
la familia Flaviviridae. La actividad de esta proteasa depende de su interaccién con NS2B, que
se asocia a la membrana del RE y posiciona NS3pro en su cara citoplasmica. NS2B contiene
una region hidrofilica central de 47 residuos (NS2BH) que abarca los residuos 49-95 y forma

una horquilla-B. Esta horquilla-B puede adoptar dos conformaciones distintas:

A) "Estructura cerrada”, representa la conformacion activa, donde NS2B interactla
intimamente con NS3pro, formando parte del sitio de union al sustrato (figura 7A).

B) "Estructura abierta", representa la conformacion inactiva, donde NS2B no interactia
con NS3pro (figura 7B) (Starvaggi et al., 2024).

Figura 7. Estructura molecular del complejo NS2B-NS3; en color verde la proteasa NS3, y en color azul su
cofactor NS2B. (A) Conformacion cerrada y activa del complejo. (B) Conformacion abierta e inactiva del
complejo.
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Existen diferentes tramos de interaccién entre NS3 y NS2B en la estructura cerrada

(figura 8). Estos varian en su grado de contacto e influencia sobre la actividad enzimatica.

Figura 8. Estructura molecular del complejo NS2B-NS3. Las regiones de NS2B aparecen representadas en colores,
dependiendo de su grado de interaccién con NS3. En rojo la primera region; en magenta la segunda; y en naranja
la tercera.

La primera region (representada en color rojo en la figura 8) es una hebra beta de
NS2B: Esta region siempre permanece unida a NS3pro y representa la interaccion mayor y
mas estable dentro del complejo. La segunda regién (en color magenta) es un fragmento
desordenado. Este tramo puede contener alguna hebra beta ocasional, dependiendo de la
estructura que se consulte. Funciona como una bisagra entre la primera y la tercera region,
permitiendo flexibilidad y facilitando los cambios conformacionales necesarios para la
activacion de la proteasa. Esta es la region de menor interaccién directa con NS3pro. Por
ultimo, la tercera regiéon 3 (en color naranja), tratandose de una horquilla beta. Este fragmento
se une a NS3pro formando una horquilla beta, lo que contribuye a la conformacion cerrada y
activa de la proteasa. Esta interaccion es significativa y esencial para la actividad catalitica del
complejo. La capacidad de NS2B para alternar entre estas conformaciones influye en la
actividad catalitica de NS3pro, haciendo del complejo NS2B-NS3 un objetivo particularmente

interesante para la inhibicion y el disefio de farmacos antivirales (Phoo et al., 2018).

La estructura cristalografica de este complejo revela la existencia de dos sitios de unién
a ligandos: un sitio de unién ortostérico (activo) y otro alostérico. El sitio ortostérico es la region
proteica a la que se unen los agonistas enddégenos para realizar su funcion y conforma lo que
se conoce como sitio activo, mientras que el sitio alostérico se sitla en un area diferente de
la proteina desde donde puede modular el efecto de la sustancia enddgena sobre el sitio

ortostérico (Juarez, 2021).

Este estudio se centra en el sitio de union alostérico del complejo enzimatico como

objetivo terapéutico, basandose en la capacidad de los sitios alostéricos para modular la
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actividad enzimatica de manera selectiva. A diferencia de los sitios activos cuya funcion puede
ser compartida con otras enzimas, no pudiendo inhibir especificamente una enzima sin afectar

a otras con actividad similar, como ocurre con el sitio ATPasa presente en muchas proteinas.

En ausencia de inhibidor unido, la parte C-terminal de la proteina se encuentra en una
conformacion abierta. Sin embargo, cuando un inhibidor se une a la proteasa, se forma un
complejo mas compacto en el cual la parte NS2B envuelve a la proteina NS3 y entra en

contacto directo con el inhibidor (conformacion cerrada) (Zhang et al., 2016).

En el contexto de la proteina NS2B-NS3 del virus del Zika, la busqueda y desarrollo
de un inhibidor alostérico podria ofrecer una via prometedora para la creacion de tratamientos
efectivos, similar a los logros alcanzados con inhibidores alostéricos en infecciones causadas

por el virus del Dengue (Yildiz et al., 2013).

En conclusion, la proteasa viral NS2B-NS3 no solo es esencial para la replicacion del
virus del Zika, sino que también representa una diana terapéutica potencial para la inhibicién
viral. La investigacion y el desarrollo de inhibidores especificos para este complejo enzimatico
podrian llevar a avances significativos en el tratamiento de infecciones por ZIKV y otros

flavivirus relacionados.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Encontrar agentes antivirales capaces de inhibir el complejo enzimatico de NS2B-NS3
en el sitio alostérico a través de métodos puramente computacionales.

2.2. Objetivos especificos

1. Busqueda de moléculas inhibidoras del sitio de unién alostérico del complejo NS2B-
NS3 mediante acoplamiento molecular.
Optimizacion de la lista de moléculas obtenida en funcién de sus propiedades ADME.
Caracterizacion de las interacciones mas importantes en la unién de los compuestos
en el sitio alostérico del complejo NS2B-NS3.

4. Seleccionar los compuestos mas prometedores para su posterior evaluacion

experimental in vitro.
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3. Materiales y métodos

3.1. Método general de seleccion de compuestos.

A continuacion, se muestra el diagrama de flujo en el que se presenta de manera
concisa el proceso de seleccion de compuestos con potencial caracter inhibitorio sobre el
complejo proteasa NS2B-NS3, desde la seleccion inicial de la estructura del complejo hasta

la seleccion final de los mejores candidatos (figura 9).
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Figura 9. Método de selecciéon de compuestos en diagrama de flujo. Las etapas del método incluyen (1) Eleccion
de la estructura del complejo NS2B-NS3. (2) Seleccién de las tres librerias de compuestos. (3) Cribado virtual de
las moléculas en YASARA. (4) Recoleccion de datos generados en el acoplamiento de cada libreria. (5)
Clasificacién y disposicion de las moléculas segun los parametros de estudio. (6) Eleccion de las mejores 5
moléculas candidatas. (7) Examinar la interaccién entre las moléculas elegidas y el complejo utilizando PLIP. (8)
Planteamiento experimental de ensayo en laboratorio.

3.2. Uso de bases de datos RCSB PDB

La base de datos RCSB PDB (“Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
Protein Data Bank”; https://www.rcsb.org/) fue empleada como fuente para adquirir los
modelos cristalograficos del complejo proteico NS2B-NS3 del virus del Zika. Esta base de

datos es reconocida por su amplitud y fiabilidad, con més de 200.000 registros.

Antes de determinar la estructura mas adecuada para el analisis, se definieron una
serie de criterios fundamentales para facilitar la seleccion del modelo cristalografico éptimo
(tabla 2). Uno de estos criterios es la resolucion, dado que los modelos cristalograficos deben
mantener una alta resolucion (< 3 A). Valores superiores podrian distorsionar
significativamente la representacion de la realidad, desviando el estudio de su objetivo

primordial.
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El método preferido para la seleccion de la estructura fue la cristalografia de rayos X,
debido a su estabilidad, resolucién adecuada y la fidelidad de las conformaciones obtenidas
mediante este procedimiento. En términos de filogenia, se establecié que los complejos deben

pertenecer a la familia Flaviviridae, especificamente al virus del Zika.

Los Factores R y Rsee deben oscilar entre 0.15 y 0.30, ya que valores mas elevados
podrian indicar una resolucion inadecuada, lo que conllevaria a errores en el acoplamiento
molecular. Por ultimo, se requiere que el bolsillo alostérico de unién en los modelos
cristalograficos se encuentre en un estado desplegado, con la mayor apertura posible, para

facilitar el acoplamiento de los ligandos en estudio.

Una vez evaluados estos criterios, se procedi6 a seleccionar los modelos
cristalogréaficos, priorizando siempre la apertura del sitio alostérico de unién como el factor
mas relevante para la eleccién del modelo adecuado. En la siguiente tabla (tabla 2), se
muestra un resumen de los requisitos que debe cumplir la estructura seleccionada.

Tabla 2. Tabla resumen con los requisitos que debe cumplir la estructura cristalogréfica del complejo NS3-NS2B
del virus del Zika.

Criterio Descripcién

Base de datos RCSB PDB

Resolucion <3A

Método de obtencién Cristalografia de rayos X

Familia Flaviviridae

Virus especifico Virus del Zika

Factores Ry Riree Entre 0.15y 0.30

Prioridad en la seleccion Apertura del sitio alostérico de unién

3.3. Uso de librerias de moléculas

En este trabajo se emplearon tres librerias de compuestos para la identificaciéon y
seleccién de ligandos inhibidores potenciales del complejo proteasa NS2B-NS3. Estas

librerias se eligieron por su reconocido contenido y relevancia en la investigacion biomédica.
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3.3.1. Libreria Phenol Explorer

Phenol Explorer es una base de datos integral que contiene informacion detallada
sobre el contenido de polifenoles en diversos alimentos. Posee un tamafo relativamente
grande, con un total de 921 moléculas. En este contexto, esta base de datos se utiliza para
identificar y analizar compuestos con potenciales propiedades antivirales derivados de la dieta
humana. La informacién obtenida de Phenol Explorer es crucial para entender como los
polifenoles pueden interactuar con el complejo proteico NS2B-NS3 del virus del Zika. Esta
libreria se destaca por su amplitud y precision en la cuantificacion de polifenoles, lo que
permite una seleccién informada de compuestos para estudios posteriores. Mas informacion
en: https://academic.oup.com/database/article/doi/10.1093/database/bap024/401207.

3.3.2. Libreria AfroMalariaDB

AfroMalariaDB (https://orgmedchemlett.springeropen.com/articles/10.1186/s13588-014-

0006-x) es una libreria que retne estructuras tridimensionales de compuestos con actividades
antiplasmodiales y antimalaricas, derivados de la flora africana. Posee un total de 248
moléculas. Esta base de datos se ha usado para identificar moléculas con estructuras y
propiedades que podrian ser Utiles en el desarrollo de inhibidores del virus del Zika. Los
compuestos seleccionados fueron evaluados por su capacidad de interactuar con el sitio
activo del complejo enzimatico NS2B-NS3, aprovechando su potencial bioactivo demostrado

contra otros patégenos.
3.3.3. Libreria p-ANAPL (Pan-African Natural Products Library)

La libreria p-ANAPL contiene una amplia coleccibn de compuestos derivados de
plantas medicinales africanas, incluyendo un total de 496 moléculas. Esta base de datos ha
sido empleada para explorar la diversidad quimica de los productos naturales africanos y su
posible aplicacion en la inhibicion del virus del Zika. p-ANAPL ofrece una rica fuente de
compuestos bioactivos que han sido tradicionalmente utilizados en la medicina africana,
proporcionando una base soélida para el descubrimiento de nuevas moléculas con actividad

antiviral. Mas informacioén en:

https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0090655

En conjunto, estas tres librerias de compuestos ofrecen una gama diversa y rica de
moléculas para el analisis estructural y funcional del complejo enzimatico NS2B-NS3 del virus

del Zika, permitiendo un enfoque integral en la busqueda de nuevos inhibidores efectivos.
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3.4. Programas informaticos

3.4.1. Programa de acoplamiento molecular (docking) YASARA

En este trabajo, se empled el software YASARA (Yet Another Scientific Artificial Reality
Application) (http://www.yasara.org/) como una herramienta fundamental para llevar a cabo el
acoplamiento proteina-ligando. Permite realizar funciones de visualizacion, modelado,
dinamica molecular y acoplamiento, entre otros. El proceso se dividi6 en dos etapas
principales: la preparacion del receptor y los ligandos, y el acoplamiento propiamente dicho.

Dado el alto consumo de recursos computacionales, el proceso se ejecuta en el
servidor remoto Osiris del laboratorio. Para la preparacion del receptor y los ligandos, se cre6
un directorio de trabajo donde se organizaron los archivos necesarios. En él se incluyeron el
archivo del receptor en formato de escena de YASARA, que contiene el receptor preparado
con la caja de simulacion (figura 10); la libreria de compuestos en formato “sdf”, que contiene

todos los ligandos a evaluar; y el archivo comandos correspondiente.

File Edit Simulation Analyze View Effects Options Window Help

Pro 12/-|Mem83 |Sys L ,:' s NOVA Sim Off [Obj 1 2492 Atoms

Figura 10. Escena con caja de simulacion en YASARA. Se muestra el complejo NS2B-NS3 junto al ligando de
referencia (en color amarillo). La caja se encuentra definida y centrada alrededor del ligando. Sus dimensiones son
de 26,47 A en cada arista.

En la etapa de acoplamiento, se utiliz6 el algoritmo VINA implementado en YASARA,

gue emplea la busqueda global y su posterior refinamiento local para poder encontrar la mejor
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conformacioén a cada ligando al que se le realiza el acoplamiento. YASARA-VINA es un
avanzado algoritmo de acoplamiento molecular basado en el muestreo de Monte Carlo.
Combina el software YASARA con el motor de acoplamiento AutoDock-VINA para predecir
con alta precision las interacciones entre ligandos y proteinas. Se ejecutd un guion de
comandos (dock_runscreening.mcr) que automatizé el proceso de busqueda y calculo para

encontrar la mejor conformaciéon de cada ligando acoplado al receptor.

Al finalizar el proceso de acoplamiento, se obtuvieron resultados en forma de archivos
de texto y escenas de YASARA. Entre los archivos generados, el mas relevante fue el archivo
de texto (“log”), que proporciona informacion detallada sobre todas las energias de unién de

los complejos proteina-ligando.

Se realizaron analisis de tres librerias de compuestos distintos, lo cual implicé la
ejecucion de este procedimiento en tres ocasiones, cada una dedicada a una libreria

especifica.
3.4.2. Programa de edicion molecular PyMOL

PyMOL (https://pymol.org/2/) es un software de visualizacion molecular de codigo
abierto y una de las principales herramientas de consulta y modificacion de estructuras 3D en
la comunidad cientifica. La seleccion de este programa se basa en su capacidad para
proporcionar acceso rapido y eficiente a las estructuras descargadas de la base de datos
RCSB PDB, permitiendo asi la eleccion de un modelo estructural adecuado para llevar a cabo

investigaciones de acoplamiento molecular en etapas posteriores.
3.4.3. Seleccion y manejo de librerias con Marvin

MarvinView es una herramienta versatil desarrollada por ChemAxon, disefiada para la
visualizacién y manipulacion de estructuras moleculares en formato 2D y 3D. Ademas de su
capacidad de visualizacion, MarvinView ofrece diversas funcionalidades que facilitan la
manipulacion y analisis de moléculas, lo que lo convierte en una herramienta valiosa en el

campo de la quimica computacional y el modelado molecular.

Una de las funciones clave de MarvinView es su capacidad para convertir entre
diferentes formatos de archivo de estructuras quimicas. En este contexto, se utilizd
MarvinView para convertir las tres librerias de estructuras seleccionadas en formato “mol2” a
formato “sdf’ (Structure Data File), generando un archivo Unico para cada libreria. Este
proceso es necesario ya que se necesita convertir las librerias en un formato compatible con

YASARA, por lo que facilita su manipulacién y posterior analisis.
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3.4.4. Evaluacion de toxicidad con el programa DataWarrior

DataWarrior (v5.5) es una herramienta de software de codigo abierto utilizada para el
andlisis y visualizacion de datos quimicos y biologicos, incluyendo la prediccion y evaluacion
de la toxicidad de compuestos (https://openmolecules.org/datawarrior/index.html). Se
analizaron parametros relacionados con la toxicidad en DataWarrior, incluyendo su potencial
tumorigénico, irritante, mutagénico y sus efectos sobre la reproduccién. Estos parametros se
cuantificaron en una escala de 0 a 2, donde 0 indica que el compuesto no presenta riesgo de
toxicidad; 1 que el compuesto presenta riesgo intermedio; y 2 indica que el compuesto tiene
un alto riesgo de toxicidad.

3.4.5. Andlisis de las propiedades moleculares con SwissADME

Se uso el servidor web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) para
generar las representaciones moleculares y analizar las caracteristicas fisico-quimicas
correspondientes. Esta herramienta permitio visualizar y comparar las estructuras quimicas
de manera precisa, generando representaciones gréficas detalladas de las estructuras

respectivas. Este proceso facilitd significativamente la seleccién de los compuestos finales.

3.4.6. Andlisis de interacciones con PLIP (Protein-Ligand Interaction
Profiler)

PLIP (https://plip-tool.biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index) es una herramienta
bioinformatica que analiza y visualiza las interacciones entre proteinas y ligandos,
proporcionando informacion detallada sobre la naturaleza y la fuerza de estas interacciones,
lo que permite evaluar la afinidad y especificidad de los compuestos seleccionados. El analisis

en profundidad de los representantes de cada grupo se llevé a cabo utilizando PLIP.

3.5. Seleccién de ligandos

En primer lugar, los ligandos obtenidos mediante el programa YASARA se ordenaron
en base a su energia de unién y a continuacion se completo la descripcion de cada uno de

los ligandos mediante sus propiedades ADME.

Las propiedades ADME se refieren a las caracteristicas farmacocinéticas de un

farmaco en el organismo, abarcando su absorcién (entrada al torrente sanguineo), distribucién
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(alcance a tejidos y 6rganos), metabolismo (transformacion quimica) y excrecion (eliminacion
del cuerpo). Estos métodos se han disefiado con el objetivo de filtrar y seleccionar los ligandos

mas prometedores para su posterior andlisis en el contexto de la investigacion.

Se recopilaron todos los datos ADME de los ligandos de las tres bibliotecas de la base
de datos del laboratorio obtenida a partir del servidor web SwissADME vy se fusionaron con

los valores de energia de unidn obtenidos con el programa YASARA.

Posteriormente, se aplicaron las reglas de Lipinski como criterio inicial de filtrado. La
regla de Lipinski (tabla 3) considera que para que un principio activo pueda ser administrado
oralmente, no debe incumplir mas de una de las siguientes consideraciones: el peso molecular
debe ser inferior a 500 g/mol y el logP (siendo este el coeficiente de reparto octanol-agua) no
debe superar valores de cinco. El ligando a estudio no debe presentar mas de cinco HBD

(donadores de hidrégeno) ni mas de diez HBA (aceptores de hidrégeno).

Tabla 3. Pardmetros de la Regla de Lipinski.

Parametro Valor
Peso molecular (g/mol) <= 500
logP <=5
HBD <=5
HBA <=10

A continuacion, se llevaron a cabo filtrados posteriores utilizando parametros de
absorcion para refinar alin mas la seleccion de ligandos. Se consideraron aspectos como la
absorcion gastrointestinal (GIA, gastrointestinal absorption), con valores de 0, 1y 2. Un valor
de 0 indica que el compuesto no es absorbido gastrointestinalmente; un valor de 1 indica una
absorcion moderada; y un valor de 2 indica una alta absorciéon gastrointestinal. Se evalu6
también la permeabilidad a través de la barrera hematoencefalica (BBB, blood-brain barrier),
con valores de 0 y 1. Un valor de O significa que el compuesto no puede atravesar la barrera
hematoencefalica, mientras que un valor de 1 indica que el compuesto es permeable a dicha
barrera. Ademas, se analiz6 la capacidad de prevenir la expulsiébn por transportadores,
determinando si la molécula es sustrato de una bomba de extraccion de farmacos, como la
glicoproteina-P (PGP), con valores de 0 y 1. Un valor de O indica que la molécula no es

sustrato de la glicoproteina-P, mientras que un valor de 1 indica que si lo es.

También se llevé a cabo una validacion de la solubilidad de los ligandos seleccionados
utilizando el modelo predictivo de solubilidad ESOL (Delaney, 2004) (tabla 4).
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Tabla 4. Predicciones de solubilidad segun el Modelo ESOL (Solubilidad estimada)

<-10 Insoluble

-10 a -6 Poco soluble

-6a-4 Moderadamente soluble
-4a-2 Soluble

-2a0 Muy soluble

>0 Altamente soluble

El modelo ESOL (Estimacion de la Solubilidad Acuosa por Fragmentos) es un método
computacional que predice la solubilidad acuosa de compuestos organicos. Utiliza una
combinacién de propiedades moleculares y fragmentos estructurales para estimar la

solubilidad de una molécula en agua, facilitando asi el disefio y desarrollo de farmacos.

Seguidamente, se consideraron caracteristicas farmacoldgicas deseables, como la
farmacosimilitud (“druglikeness”), para identificar los ligandos con mayor probabilidad de éxito
como candidatos terapéuticos. La farmacosimilitud es una medida que evalla cémo de
adecuado es un compuesto quimico para ser desarrollado como farmaco, basado en sus

propiedades fisicas y quimicas.
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4. Resultados

4.1. Seleccion de estructuras y su justificacion

En primer lugar, se realizé una busqueda exhaustiva de las estructuras disponibles del
complejo proteasa NS2B-NS3 del virus del Zika, asi como de otros virus de la familia, en la
base de datos RCSB PDB. Se identificaron varias estructuras relevantes que representan
diferentes estados del complejo, tanto en su forma libre como en complejo con diversos

inhibidores.

En el caso del virus del Zika se identificé la estructura PDB 5GXJ (2.6 A), que contiene
la estructura NS2B-NS3, pero que no tiene ningun ligando asociado en el sitio alostérico, ni la
conformacion adecuada para albergarlo. Por este motivo, la estructura PDB 6MOOQ (figura
11A), que pertenece al complejo proteasa NS2B-NS3 del virus del Dengue, fue seleccionada
debido a varios factores criticos: i) la proteasa NS2B-NS3 es practicamente idéntica en
secuencia y conformacion a la del virus del Zika. ii) La resolucion de la estructura 6MOO es de
1.65 A, proporcionando un nivel de detalle excepcionalmente alto. Esta alta resolucion permite
una visualizacion clara y precisa de la conformacion del sitio alostérico y la interaccion del
inhibidor con la proteina. La precisién en la localizacion de atomos es crucial para estudios de
modelado molecular y disefio de farmacos, ya que influye directamente en la exactitud de las
predicciones sobre interacciones ligando-proteina. iii) Ademas, la estructura 6MOO presenta

un complejo NS2B-NS3 con un inhibidor alostérico especifico.

Estas caracteristicas son fundamentales, ya que nuestro objetivo es la blsqueda de
nuevos inhibidores alostéricos. La presencia del inhibidor en la estructura proporciona un
modelo de referencia para poder predecir con fiabilidad la interaccibn de compuestos
inhibidores en el sitio alostérico de la proteina del Zika. Otras estructuras de NS2B-NS3
disponibles pueden estar en formas no inhibidas o con inhibidores de diferente naturaleza, lo

gue no seria tan util para el propdsito del estudio.

Asimismo, el inhibidor presente en la estructura 6MOO de Dengue induce un cambio
conformacional significativo en el complejo, revelando detalles sobre la plasticidad del sitio
alostérico. Este conocimiento es de gran importancia para la prediccion de nuevos inhibidores

en Zika.

Para conseguir este objetivo se transfirid el ligando alostérico de la proteina del
Dengue sobre la del Zika (figura 11), siendo necesario retocar un residuo de asparragina

(Asn1152) en el sitio alostérico de la estructura del Zika 5GXJ. Este residuo se modifico con
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el objetivo de conseguir un sitio alostérico abierto (figura 11B), con mayor posibilidad de

albergar posibles inhibidores.

Figura 11. Estructura de NS2B-NS3 seleccionada (6MOQ). (A) Complejo NS2B-NS3 del virus del Dengue en
color rosa, unido a un inhibidor alostérico, en color verde. (B) Superposicion de la estructura del NS2B-NS3
del Zika modificada de este complejo (en azul) sobre la estructura original de NS2B-NS3 de Dengue (en
rosa), mas el inhibidor alostérico, en color verde. En el circulo naranja se destaca el sitio de union alostérico
del complejo.

Disponemos, por tanto, de un modelo de la proteina NS2B-NS3 del Zika, con el sitio de union

alostérico abierto, donde realizar los ensayos de acoplamiento.
4.2. Seleccion de librerias de moléculas y su justificacion

En el marco de este estudio, se ha llevado a cabo una seleccién exhaustiva de tres
librerias de moléculas: Phenol Explorer, p-ANAPL y AfroMalariaDB. Se ha realizado un
cribado virtual utilizando técnicas de acoplamiento molecular para evaluar la afinidad de todos
los compuestos presentes en cada libreria, con el complejo proteasa NS2B-NS3 de Zika. Este
enfoque permite identificar cuales de estos compuestos podrian encajar mejor en el sitio activo

de la enzima, actuando como posibles inhibidores.

La capacidad de estas librerias para proporcionar datos detallados y fiables sobre una
amplia gama de compuestos permite una seleccion informada y fundamentada de candidatos
a inhibidores. Ademas, estas librerias se han actualizado constantemente, asegurando que la
informacion utilizada en el andlisis sea lo mas realista y aplicable. Este nivel de detalle y
actualizacion continua hace que librerias como Phenol Explorer, p-ANAPL y AfroMalariaDB

sean una herramienta de gran utilidad para la investigacion en biomedicina y farmacologia.

Por otra parte, sus moléculas disponen de estructuras tridimensionales bien definidas,

esenciales para realizar estudios de acoplamiento molecular. Las estructuras moleculares han
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sido optimizadas y validadas, proporcionando modelos precisos para las simulaciones
computacionales. La precision de estas estructuras tridimensionales mejora la confiabilidad
de los resultados obtenidos en los estudios de acoplamiento, facilitando la identificacién de

compuestos con alta actividad inhibitoria.

Por ultimo, cabe subrayar el valor de los compuestos naturales de las tres librerias,
que a menudo poseen estructuras quimicas Unicas. Estas caracteristicas pueden resultar en
mecanismos de accién novedosos y, potencialmente, en una mayor eficacia en la inhibicion
del complejo proteasa NS2B-NS3. Ademds, los productos naturales tienden a tener perfiles
de seguridad mas favorables, lo cual es una ventaja en el desarrollo de nuevos farmacos

antivirales.

4.3. Acoplamiento molecular (docking) con el programa
YASARA-VINA

El programa YASARA-VINA se presenta como una herramienta destacada, que
combina las capacidades de YASARA con el algoritmo de AutoDock-VINA, integrando asi

herramientas de visualizacién, simulacién y andlisis molecular.

En el contexto especifico del virus del Zika, el proceso de andlisis incluira la
preparacion del complejo proteico, las librerias, la configuracion del acoplamiento, la ejecucion
y la evaluacion de los resultados en funcion de su energia de unién. Su implementacién en
este estudio proporciona una base sélida para el desarrollo de nuevos tratamientos contra

este patbgeno emergente.

4.4. Analisis de resultados de compuestos

Los resultados obtenidos mediante el programa YASARA-VINA se ordenaron en base
a la energia de union ligando-receptor, resultando en una lista de 1665 compuestos (figura
12). Seguidamente, se recopilaron todos los datos ADME de los ligandos de las tres
bibliotecas a partir del servidor web SwissADME y de las bases de datos del laboratorio, y se

fusionaron con los valores de energia de unién obtenidos con el programa YASARA.

Posteriormente, se aplicaron las reglas de Lipinski como criterio inicial de filtrado, con

el objetivo de reducir el nimero de ligandos en la lista y enfocar el analisis en aquellos mas
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prometedores desde el punto de vista farmacolégico. En este primer filtrado, se seleccionaron
las moléculas que cumplian con todos los pardmetros de Lipinski, asi como aquellas que
incumplian Gnicamente un parametro, independientemente de cual fuese. Este filtrado redujo

el nimero de moléculas a 1256.

Energla IR E s Smatkasn, Toxlcidad ESOL  DFarmacosimilitud
de unién absorcién DataWarrior

Figura 12. Esquema sobre los distintos pasos en el proceso de filtrado de las moléculas. Se ilustran las etapas de
los filtrados sucesivos hasta la seleccion final de sustancias.

Una vez obtenido este primer listado de moléculas, se llevaron a cabo filtrados
adicionales utilizando pardmetros de absorcion para refinar alin mas la seleccion de ligandos.
Se consideraron aspectos como la absorcion gastrointestinal, aceptando solo aquellos
compuestos con valores de 1 y 2. También de permeabilidad a través de la barrera
hematoencefalica, eligiendo aquellos compuestos que tuviesen valor 1 para este parametro.
Por ultimo, respecto a los pardmetros de absorcidn, se filtr6 segun la capacidad de prevenir
la expulsion por transportadores, sabiendo si la molécula es sustrato de una bomba de
extraccion de farmacos, como la glicoproteina-P, eligiendo aquellas moléculas con valor 0, es
decir, que no sean sustratos de la glicoproteina-P. El filtrado de parametros de absorcion

redujo las librerias a 343 ligandos.

Seguidamente se incorporaron parametros relacionados con la toxicidad, utilizando el
programa DataWarrior, incluyendo el potencial tumorigénico, irritante, mutagénico y sus
efectos sobre la reproduccién. En este proceso de filtrado, el requisito indispensable era que
las moléculas estuviesen clasificadas como 0 en dichos parametros, lo que redujo el nUmero

de moléculas a 144.

Ademas, se llevo a cabo una validacién de la solubilidad de los ligandos seleccionados
utilizando el modelo predictivo de solubilidad ESOL (Delaney, 2004). En este caso, el filtrado
se realiz6 seleccionando aquellas moléculas con un valor de ESOL mayor que -4, quedando

un total de 130 moléculas.

Por ultimo, se consideraron caracteristicas farmacologicas deseables, como la
farmacosimilitud, para identificar los ligandos con mayor probabilidad de éxito como
candidatos terapéuticos. Los compuestos obtenidos tras finalizar los filtrados anteriores se
reordenaron de mayor a menor segun su valor de farmacosimilitud. Ademas, para afinar la

busqueda, se volvio a filtrar segun la regla de Lipinski en esta dltima lista, esta vez
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seleccionando las moléculas que cumplian con todos los pardmetros. De esta manera, se

genero un listado de 28 compuestos (tabla 5).

Tabla 5. Listado de los 28 compuestos resultantes tras los filtrados. Se muestra el nimero de orden, el nombre, y
el nimero de incumplimientos de las reglas de Lipinski. El color de fondo indica la libreria a la que pertenecen,
siendo el rojo referente a AfroMalariaDB, el azul a p-ANAPL, y el verde a Phenol Explorer.

Ne° Nombre Violaciones de Lipinski
1 Afro_Ma_UB_AYI_003.mol2 0
2 Afro_Ma_UB_AYI_010.mol2 0
3 p-ANAPL_P106.mol2 0
4 Phenol_496.mol2 0
5 p-ANAPL_Lg11-7.mol2 0
6 p-ANAPL_NCH2.mol2 0
7 Phenol_902.mol2 0
8 p-ANAPL_F-7.mol2 0
9 p-ANAPL_DME1.mol2 0
10 Afro_Ma_AYl_GOD_UB_006.mol2 0
11 p-ANAPL_P74.mol2 0
12 p-ANAPL_DMT13.mol2 0
13 Phenol_898.mol2 0
14 Phenol_896.mol2 0
15 p-ANAPL_SN4.mol2 0
16 p-ANAPL_LG12-4.mol2 0
17 Phenol_723.mol2 0
18 Phenol_771.mol2 0
19 Afro_Ma_AYl_GOD_UB_008.mol2 0

20 p-ANAPL_P83.mol2 0

21 Phenol_568.mol2 0

22 Phenol_549.mol2 0

23 p-ANAPL_RCE2.mol2 0

24 Phenol_546.mol2 0

25 Phenol_567.mol2 0

26 p-ANAPL_TRAL1.mol2 0

27 p-ANAPL_DprMAA4.mol2 0

28 p-ANAPL_HP39-3.mol2 0
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4.5. Seleccion de los mejores candidatos

Se procedié a la seleccion de moléculas de la lista mencionada en la Tabla 5,
asegurando que sus estructuras fueran lo mas diferentes posibles (ver Anexo ). Se uso el
servidor web SwissADME para generar y analizar las representaciones moleculares
correspondientes. Esta herramienta permitié visualizar y comparar las estructuras quimicas
de manera precisa, generando representaciones graficas detalladas de las estructuras
respectivas (ver Anexo Il). Este proceso facilité significativamente la seleccién de los

compuestos finales.

La visualizacion de las estructuras de la tabla 5 permitié eliminar compuestos muy
parecidos. Los compuestos 1, 13, 22, 23, 24 y 25 fueron descartados debido a duplicados o
una alta similitud, resultando en un total de 22 compuestos Unicos. Estos compuestos se
agruparon en cinco grupos basandose en sus estructuras quimicas: heterociclicas con anillos
fusionados y diferentes sustituyentes, fenoles, lactonas, acidos carboxilicos y estructuras

policiclicas con varios centros quirales.

Para asegurar la calidad de la seleccion, se eligieron los 10 mejores compuestos
después de aplicar todos los criterios mencionados (moléculas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11, 15, 17y
18). Esta seleccion se llevo a cabo considerando las diferentes estructuras quimicas, eligiendo
aguellas con mayor diversidad. Cada grupo fue representado por sus mejores compuestos,
asegurando una variedad estructural y funcional dentro de la seleccién final. Posteriormente,
este listado de 10 compuestos se volvié a filtrar teniendo en cuenta aquellos disponibles
comercialmente y con mayor solubilidad, obteniendo un representante de cada uno de los
cinco grupos formados anteriormente, reduciendo la lista a la mitad (5 compuestos). Las
moléculas finales son las moléculas 5, 7, 17, 19 y 20. En la tabla 6 se pueden observar las

estructuras de dichas moléculas.
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Tabla 6. Seleccion de moléculas final. Se representan las estructuras en 2D de las cinco moléculas seleccionadas
de entre las 3 librerias analizadas.

5 7 17 19 20

OH

p-ANAPL Phenol Explorer Phenol Explorer AfroMalariaDB p-ANAPL

Esta seleccion garantizé una variedad estructural y de caracteristicas fisico-quimicas

dentro del conjunto final de moléculas, representativas de las tres bibliotecas usadas.

El andlisis en profundidad de las cinco moléculas seleccionadas se llevé a cabo
utilizando PLIP, una web que analiza los complejos ligando-receptor y proporciona un listado
de las interacciones encontradas. Para ello, se aisl6 el archivo PDB correspondiente a cada
ligando-receptor y se envié a la web de PLIP. Los resultados obtenidos se utilizaron para
explicar la eficiencia de la unién de los compuestos seleccionados. Esta evaluacion se
comparé con el ligando de referencia unido en el sitio de unidn, proporcionando una
perspectiva detallada sobre la afinidad y especificidad de cada compuesto en el contexto del
sitio de union especifico.

El analisis de las cinco moléculas en el servidor PLIP muestra interacciones
significativas con el sitio alostérico. En el caso de la molécula 7, interactia con el complejo
estableciendo varios tipos de contactos en el sitio de unién, mostrando una variedad de
interacciones hidrofébicas y de enlace de hidrogeno (figura 13). La molécula 7 forma
interacciones hidrofébicas con cuatro residuos: Leu1076, Trp1083, 1le1123 y Vall155 (tabla
7). Estas interacciones son cruciales ya que estabilizan el ligando dentro del bolsillo

hidrofébico del sitio de union, mejorando su afinidad de unién.

32



Resultados

Tabla 7. Descripcién de las interacciones hidrofébicas de molécula 7 y el sitio de unién alostérico del complejo
NS2B-NS3, analizadas usando el servidor web PLIP. Se describe el nimero del residuo, el tipo de aminoéacido, y

la distancia a la que se establece la interaccion.

Numero Aminoécido Distancia (A)
1076A Leu 3.40
1083A Trp 3.79
1123A lle 3.63
1155A Val 3.82
1155A Val 3.76

Ademaés, la molécula 7 se involucra en enlaces de hidrégeno con Asn1152 y Gly1153.
Estos enlaces de hidrogeno contribuyen alin mas a la estabilidad y especificidad del ligando
en el sitio de unidn, proporcionando un anclaje fuerte a través de interacciones tanto con la
cadena principal como con las cadenas laterales. También se identifico una interaccion de
apilamiento aromatico con el residuo Trpl083, lo cual sugiere que las interacciones

aromaticas podrian jugar un papel importante en la estabilidad del complejo ligando-receptor.

Comparando las interacciones de la molécula 7 con las del ligando de referencia, se
observan diferencias y similitudes que podrian influir en su capacidad inhibitoria. Mientras que
ambos ligandos forman interacciones hidrofébicas con Leul076, el ligando de referencia
también establece contactos hidrofobicos adicionales con los residuos Thr1118, Aspl1075y
Leullq9, lo que podria indicar una mayor area de interaccion. Ademas, el ligando de
referencia forma mas enlaces de hidrégeno (tres en total) y tiene un mayor niamero de
interacciones con residuos clave del receptor, como Asp1120 y His1051, lo cual puede
aumentar su afinidad y estabilidad dentro del sitio de unién. Sin embargo, la molécula 7, a
pesar de tener menos interacciones totales, presenta una interaccion de apilamiento
aromatico que no se observa en el de referencia, lo cual podria compensar parcialmente la
menor cantidad de contactos hidrofébicos y enlaces de hidrégeno. Estos hallazgos sugieren
gue, aunque tienen diferentes perfiles de interaccion, ambas tienen potencial como inhibidores

del receptor considerando no solo el nUmero, sino también la naturaleza de las interacciones.
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Figura 13. Interacciones de la molécula 7 (representada en color naranja) en el sitio de union alostérico de NS3-
NS2B. (A) Vista general del bolsillo alostérico del complejo NS2B-NS3 unido a la molécula 7. (B) Detalle de las
interacciones de la molécula 7 (en naranja) y el complejo (en azul). En linea punteada de color cian se observan
las interacciones hidrofébicas, en la de color verde la de apilamiento aromético; y en magenta los enlaces de
hidrégeno.

La molécula 5 (figura 14A) forma una interaccién hidrofobica con el residuo Trp1069,
indicando una posible estabilizaciéon en la union. Ademas, establece un enlace de hidrégeno
con Leul149. También participa en una interaccion de apilamiento aromético con Trp1083, lo
gue sugiere una contribucién adicional a la afinidad de la unibn mediante interacciones de

apilamiento de anillos arométicos.

La molécula 17 (figura 14B) interactta con el sitio de unién alostérico principalmente a
través de interacciones hidrofébicas y enlaces de hidrogeno. Las interacciones de esta
molécula con Leul085 y Vall1155 destacan dindmicas de union diferentes en comparacion
con el ligando de referencia, enfocandose mas en interacciones con la cadena principal dentro

del sitio de union.

La molécula 19 (figura 14C) interactia a través de numerosas interacciones
hidrofébicas, observables en los residuos GIn1074, Leul076, lle1123y Vall155, y enlaces de
hidrégeno, lo que sugiere un buen ajuste en el sitio alostérico del complejo. En comparacion
con el ligando de referencia, que también presenta mdultiples interacciones con el sitio de
union, se observa que comparten ciertos tipos de interacciones, pero difieren en algunos

residuos.

La molécula 20 (figura 14D) interacttia con el complejo principalmente a través de dos
tipos de interacciones: hidrofébicas y enlaces de hidrégeno. Comparandola con el ligando de
referencia, esta molécula presenta menos interacciones en niumero y diversidad, pero a pesar
de formar menos interacciones, sigue mostrando potencial como inhibidor debido a sus

interacciones especificas.
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Figura 14 Interacciones de las diferentes moléculas (en color naranja) con el sitio de unio alostérico (en color azul).
Las interacciones se muestran en diferentes colores: en linea punteada de color cian se observan las interacciones
hidrofébicas, en la de color verde la de apilamiento aromatico; y en magenta los enlaces de hidrégeno. (A) Molécula
5. (B) Molécula 17. (C) Molécula 19. (D) Molécula 20.

4.7. Localizacion comercial de los candidatos

La disponibilidad comercial de los compuestos candidatos es un aspecto crucial para
su implementacién en estudios experimentales y en el desarrollo de nuevos farmacos. A
continuacion, se describe un andlisis detallado de la accesibilidad de estas moléculas en el
mercado, identificando proveedores confiables y destacando la viabilidad de su adquisicion

para su posterior utilizacion en el laboratorio.

La molécula 5, 6-methoxy-3-[(4-oxidophenyl)methyl]-4-oxo-4H-chromene-5,7-
bis(olate), se puede adquirir a través de Sigma-Aldrich y TCI Chemicals. Estos proveedores
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garantizan la pureza y calidad del compuesto, esencial para su aplicaciébn en experimentos

avanzados.

Asimismo, la molécula 7, 3-[(R)-hydroxy[(3S,4R)-4-[(3-oxidophenyl)methyl]-2-
oxooxolan-3-ylImethyl]benzen-olate, esta disponible en TCI Chemicals y Fisher Scientific, al
igual que la molécula 17 (3-(4,5-dimethoxy-2-oxidophenyl)-4-oxo-4H-chromen-7-olate) y la
molécula 19 (**(3S9)-3-[(1S)-2-[(1R,2S,3R,4aS,6S,8aS)-2,3,6-trinydroxy-2-(hydroxymethyl)-
5,5,8a-trimethyl-decahydronaphthalen-1-yl]-1-hydroxyethylloxolan-2-one). La amplia
disponibilidad de estas moléculas facilita su adquisicion para diversas investigaciones

farmacolodgicas y de desarrollo de nuevos farmacos.

Finalmente, la molécula 20 (2E)-3-(2-oxidophenyl)prop-2-ene-1,1-bis(olate) se puede
adquirir a través de Sigma-Aldrich y Alfa Aesar, asegurando su pureza y disponibilidad.

Este analisis busca facilitar el proceso de obtencién de los compuestos necesarios y
garantizar la continuidad de la investigacion cientifica. La elecciéon de proveedores confiables
y la posibilidad de sintesis personalizada aseguran que los investigadores cuenten con los
recursos necesarios para el desarrollo adecuado de sus estudios.
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5. Discusion

A lo largo de este estudio, se han evaluado diferentes librerias de compuestos con el
objetivo de identificar inhibidores potenciales del complejo proteasa NS2B-NS3 del virus del
Zika mediante el uso del acoplamiento virtual.

La existencia de la estructura de la proteasa del virus del Dengue (PDB 6MOO) en
presencia de un inhibidor alostérico fue clave para poder llevar a cabo el estudio
computacional. El complejo proteasa del virus Zika (PDB 5GXJ) no presentaba la
conformacion adecuada en el sitio de union alostérico para albergar posibles inhibidores, por
lo que un andlisis comparativo de las proteinas de ambos virus proporciond una evaluacién
precisa del impacto de la Asnl11l52 en el sitio de union alostérico, lo que permitid la
modificacion del sitio de unién de la proteasa del Zika y su adecuacion para el estudio
computacional. Comparativamente, otras estructuras disponibles no ofrecian la misma

resolucion ni el contexto adecuado para estudiar estas interacciones con la misma precision.

En cuanto a las librerias seleccionadas, Phenol Explorer fue elegida debido a su
exhaustiva recopilacién de datos sobre compuestos fenélicos, los cuales poseen una amplia
gama de actividades biolégicas, desde antioxidantes hasta anticancerigenas. Estos
compuestos fendlicos tienen la capacidad de modular diversos procesos fisiol6gicos, lo que
los posiciona como agentes prometedores en la investigacion farmacéutica. Ademas, su
origen natural sugiere una mayor aceptacion por parte del organismo humano y una menor
probabilidad de efectos secundarios adversos en comparacién con compuestos sintéticos. La
libreria es ampliamente reconocida y utilizada en la comunidad cientifica, lo que garantiza su
disponibilidad y accesibilidad para la comparacién y validacion de resultados Estos factores
la convierten en una herramienta valiosa para el desarrollo de farmacos, proporcionando una
base solida para explorar el potencial farmacoldgico de los polifenoles, y justifican su eleccion

para este estudio (Neveu et al., 2010).

La libreria p-ANAPL fue seleccionada por su riqueza en compuestos derivados de
plantas medicinales africanas, que han demostrado diversas actividades biolGgicas,
incluyendo propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y anticancerigenas. Esta coleccion
permite una exploracion detallada de su potencial como inhibidores del complejo proteasa
NS2B-NS3 del virus del Zika. La biodiversidad africana ofrece una fuente Gnica de moléculas
con propiedades bioldgicas no exploradas previamente, proporcionando un catélogo exclusivo
de compuestos que no se encuentran comunmente en otras librerias de productos naturales.

Ademas, p-ANAPL se presenta como una fuente histéricamente explotada en la investigacion
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farmacologica en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos. La riqueza de la flora africana
y su uso tradicional en la medicina sugieren un alto potencial para descubrir nuevos farmacos

antivirales, justificacion fundamental para la eleccion de esta libreria (Ntie-Kang et al., 2014).

La eleccién de la libreria AfroMalariaDB se basa en la gran variedad de moléculas
derivadas de la flora africana, las cuales exhiben actividades antiplasmodiales y antimalaricas.
Estas moléculas han demostrado actividades significativas contra Plasmodium falciparum, el
parasito causante de la malaria, lo que sugiere su potencial para actuar contra otras enzimas
de patégenos, como el complejo NS2B-NS3 del virus del Zika. La libreria AfroMalariaDB
ofrece una notable diversidad quimica de sus moléculas, lo que favorece el descubrimiento
de nuevas actividades bioldgicas, incluidas las propiedades antivirales. Ademas, estas
moléculas fueron seleccionadas no solo por sus propiedades antiplasmodiales, sino también
por sus caracteristicas tipo farmaco (drug-like), lo que significa que poseen propiedades
quimicas adecuadas para el desarrollo de farmacos, tales como biodisponibilidad, estabilidad
metabdlica y baja toxicidad. Por lo tanto, su eleccidon se justifica por su diversidad y potencial
bioactivo, asi como por su enfoque en moléculas con caracteristicas tipo farmaco, cruciales

para el desarrollo de nuevos farmacos antivirales (Onguéné et al., 2014).

El método de acoplamiento molecular YASARA-VINA fue seleccionado por su
capacidad para proporcionar resultados precisos y reproducibles. Aunque existen otros
programas de acoplamiento como AutoDock (Morris et al., 2009), DOCK (Ewing et al., 2001)
y FlexX (Rarey et al., 1996), YASARA-VINA se destaca por su integracién del algoritmo
AutoDock-Vina en un entorno de simulacion molecular robusto y flexible. YASARA-VINA
permite manejar la flexibilidad tanto del ligando como del receptor, lo que es crucial para la
precision de las predicciones de unién. Ademas, su integracion con el programa YASARA
facilita la interpretacién de resultados y proporciona un entorno adecuado para simulaciones
moleculares. Comparativamente, otros métodos no ofrecian el mismo nivel de integracién ni
la misma eficiencia en el cribado de grandes librerias de compuestos. Por ejemplo, aunque
AutoDock (Morris et al., 2009), es ampliamente utilizado, su entorno no es tan flexible ni esta
tan bien integrado para simulaciones moleculares complejas. DOCK (Ewing et al., 2001), por
su parte, puede ser menos eficiente en manejar la flexibilidad del receptor, lo que puede
afectar la precision de las predicciones. FlexX (Rarey et al., 1996), aunque eficaz, no tiene la
misma capacidad de integracion para andlisis posteriores dentro de un entorno de simulacion
completo como el que ofrece YASARA. En definitiva, YASARA-VINA permite obtener
resultados mas rapidos y precisos gracias a su algoritmo optimizado, mejorando asi la

identificacion de inhibidores potenciales del virus del Zika.
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La evaluacion de las propiedades ADME se realiz6 para asegurar la seleccion de
ligandos con caracteristicas farmacocinéticas optimas. Se aplicaron las reglas de Lipinski
como criterio inicial de filtrado, ya que estas reglas predicen la capacidad de un compuesto
para ser un farmaco oralmente activo en humanos. Este enfoque fue preferido sobre otros
métodos de evaluacién debido a su amplia aceptacion y efectividad en la industria
farmacéutica. Ademas, se evaluaron aspectos de absorcion gastrointestinal (GIA),
permeabilidad a través de la barrera hematoencefélica (BBB), y la capacidad de evitar la
expulsion por transportadores como la glicoproteina-P (PGP). La solubilidad se valido
utilizando el modelo predictivo ESOL, y se evaluaron las caracteristicas de farmacosimilitud
para identificar los ligandos con mayor probabilidad de éxito como candidatos terapéuticos.
Otros modelos predictivos (como Veber Rules, o Ghose Filter, entre otros) no ofrecian la
misma precision o no estaban tan ampliamente aceptados en la evaluacion de compuestos

para el desarrollo de farmacos.

Como resultado final del cribado de las librerias y filtrado posterior, se han identificado
cinco compuestos con un potencial significativo como inhibidores antivirales del complejo
NS2B-NS3 del virus del Zika. Estos compuestos fueron seleccionados basandonos en una
combinacién de sus caracteristicas fisico-quimicas, sus interacciones con el sitio alostérico

del complejo, su perfil de toxicidad y su disponibilidad comercial.

La molécula 5 destaca por su buena solubilidad en agua y estabilidad quimica. Sus
interacciones incluyen una interaccion hidrofébica con el residuo Trpl069, un enlace de
hidrégeno con Leul149 y una interaccién de apilamiento aroméatico con Trp1083. Comparada
con otros compuestos que no mostraban la misma afinidad ni estabilidad, la molécula 5 se
destac6 por su fuerte afinidad con el sitio alostérico del complejo NS2B-NS3. Ademas, ha
demostrado baja toxicidad en modelos preliminares y es facilmente sintetizable y disponible

en el mercado, lo que facilita su aplicacion en futuros estudios.

La molécula 7 se seleccion6 por su alta estabilidad metabdlica y buena
biodisponibilidad. En comparacion con otros compuestos con menor estabilidad metabdlica y
biodisponibilidad, la molécula 7 aseguré una unién fuerte y especifica al complejo. Su baja
toxicidad y buen perfil de seguridad, junto con su facil disponibilidad comercial, refuerzan su

viabilidad como candidato para estudios mas avanzados.

La molécula 17 presenta una moderada solubilidad en agua y buena estabilidad
quimica. Su baja toxicidad, su disponibilidad comercial y bajo costo la hacen una opcion

practica para exploraciones adicionales.

39



Discusion

La molécula 19, se seleccioné debido a su alta estabilidad y excelente
biodisponibilidad. La baja toxicidad y el buen perfil de seguridad de esta molécula, junto con

su relativa facilidad de sintesis y adquisicion, la posicionan como un candidato prometedor.

Finalmente, la molécula 20, se caracteriza por su buena solubilidad y estabilidad.
Comparada con otros compuestos que no demostraron la misma solubilidad y estabilidad, la
molécula 20 destacd por su baja toxicidad y su disponibilidad comercial, reforzando su

inclusién en esta seleccion.

Estas moléculas muestran interacciones significativas con el sitio alostérico del
complejo NS2B-NS3 del virus del Zika, sugiriendo su potencial como sustancias antivirales
efectivas. Cada una de estas moléculas ha demostrado cumplir con multiples criterios in silico,
indicando su validez para ser probados experimentalmente en estudios preclinicos.
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6. Conclusiones

Las conclusiones extraidas de este estudio son las siguientes:

1. La estructura PDB 6MOO del virus del Dengue permite optimizar el complejo proteasa
NS2B-NS3 del virus del Zika (5GXJ) para su uso en cribado virtual computacional.

2. Las técnicas de acoplamiento molecular con librerias de sustancias naturales fueron
efectivas para identificar potenciales inhibidores alostéricos del complejo proteasa
NS2B-NS3.

3. Elmétodo YASARA-VINA tiende a seleccionar moléculas quimicamente mas sencillas,
lo que podria facilitar la sintesis y optimizacién de compuestos en el desarrollo de
farmacos.

4. Entre los compuestos seleccionados, se destaca la molécula 7, de la libreria Phenol
Explorer por sus propiedades fisicoquimicas, por sus valores ADME, y por su potencial

para interactuar con el sitio de unién alostérico.
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7. Proyeccion futura

Los mejores candidatos identificados en el cribado virtual seran ensayados mediante
metodologia fluorescente a través de un sustrato que emite fluorescencia al ser escindido por
el complejo enzimatico NS2B-NS3 lo que determinara la mayor o menor capacidad inhibitoria
de los compuestos seleccionados, bajo diferentes condiciones experimentales para estudiar
su toxicidad y, en consecuencia, hallar su IC50. Posteriormente, los que hayan resultado con
la mayor capacidad inhibitoria, seran estudiados sobre células infectadas por ZIKV gracias a
la colaboracién con el grupo de la Dra. Irigoyen de la Universidad de Cambridge.

Complementando el estudio y en paralelo, se esta llevando a cabo el cribado virtual
mediante el software Schrodinger, de la libreria de compuestos organicos que posee el grupo
de Quimica Médica y Biologia Traslacional dirigido por la doctora Ana Martinez Gil del Centro
de Investigaciones Bioldgicas (CIB) Margarita Salas del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC), en Madrid, expertos en sintesis organica de moléculas y descubrimiento
de farmacos, gracias a la estancia que realiza la Dra. Fernandez Escamilla. Los compuestos
seleccionados seran evaluados junto a los de este estudio, tal y como hemos descrito
anteriormente.

Aquellos compuestos derivados de ambos estudios, que hayan presentado una
capacidad inhibitoria destacada, sera ensayada su eficacia en un modelo adecuado de la
enfermedad de Zika.

En conclusidn, esta investigacion permitira evaluar de manera precisa la eficacia de
los compuestos inhibidores contra el virus del Zika, proporcionando informacién crucial para

el desarrollo de posibles tratamientos.
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Anexos

9. Ahexos

Anexo 1

Informacion complementaria a la tabla 5 del estudio. Aparecen los identificadores (ID) de las
respectivas moléculas de cada libreria, el valor de la energia de acoplamiento, y la

farmacosimilitud.

N° ID Energia de Farmacosimilitud

acoplamiento [kcal/mol]

1 Afro_Ma_UB_AYI_003.mol2 8.290 3.717
2 Afro_Ma_UB_AYI_010.mol2 8.149 3.711
3 p-ANAPL_P106.mol2 9.057 3.099
4 Phenol_496.mol2 8.111 2.235
5 p-ANAPL_Lg11-7.mol2 9.536 0.444
6 p-ANAPL_NCH2.mol2 8.844 0.440
7 Phenol_902.mol2 8.057 0.406
8 p-ANAPL_F-7.mol2 9.477 0.403
9 p-ANAPL_DME1.mol2 8.638 0.403
10 Afro_Ma_AYI|_GOD_UB_006.mol2 8.090 0.359
11 p-ANAPL_P74.mol2 9.199 0.282
12 p-ANAPL_DMT13.mol2 8.634 0.265
13 Phenol_898.mol2 8.060 0.240
14 Phenol_896.mol2 8.007 0.240
15  p-ANAPL_SN4.mol2 9.546 0.185
16  p-ANAPL_LG12-4.mol2 9.116 0.053
17 Phenol_723.mol2 8.325 0.036
18 Phenol_771.mol2 8.097 -0.104
19 Afro_Ma_AYIl_GOD_UB_008.mol2 7.999 -0.377
20 p-ANAPL_P83.mol2 9.030 -0.601
21 Phenol_568.mol2 9.052 -0.989
22 Phenol_549.mol2 8.035 -0.989
23 p-ANAPL_RCE2.mol2 8.766 -1.054
24 Phenol_546.mol2 8.584 -1.056
25 Phenol_567.mol2 8.175 -1.056
26 p-ANAPL_TRAL1.mol2 9.296 -1.454
27 p-ANAPL_DprMAA4.mol2 9.342 -3.061
28 p-ANAPL_HP39-3.mol2 8.728 -3.660
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Anexo 2

Estructura quimica de las moléculas 28 resultantes, representadas mediante SwissADME.
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