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Abstract

Background: Flaviviruses such as dengue virus and
Zika virus rely on host cellular factors to complete their
replication cycle. Host proteins involved in
cytoskeleton dynamics and vesicular trafficking may
represent potential therapeutic targets. Bioactive
aminoestrones have shown antiviral activity, although
their molecular mechanisms remain  poorly
understood. Methods: A bioinformatic analysis based
on molecular docking was performed to identify
potential cellular targets of the aminoestrone
compound US2NE102. Three-dimensional structures
of Hsp70, Racl, PAK1, Caveolin-1 and Annexin A2
were obtained from the AlphaFold Protein Structure
Database. Docking analysis and cavity identification
were performed using CB-Dock2. Physicochemical
properties were evaluated using SwissADME. Results:
Docking results revealed relevant binding affinities
between US2NE102 and several host proteins involved
in cytoskeleton regulation and vesicular trafficking.
The highest affinities were observed for PAK1 (-10.8
kcal/mol), Annexin A2 (—10.2 kcal/mol) and Hsp70 (-
9.2 kcal/mol), followed by Rac1 (8.6 kcal/mol) and
Caveolin-1 (-8.5 kcal/mol). Conclusion: These
findings suggest that US2NE102 may act as a
multitarget modulator of host proteins involved in
flavivirus replication and cell-to-cell transmission,
providing a bioinformatic basis for future antiviral
strategies.
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Resumen

Antecedentes: Los flavivirus, como el virus del dengue y el
virus del Zika, utilizan diversos mecanismos para
propagarse entre células, incluyendo la transmision
directa célula-a-célula mediada por estructuras del
citoesqueleto y procesos de trafico vesicular. Proteinas
celulares del hospedero como Hsp70, Racl, PAK1,
Annexina A2 y Caveolina-1 participan en estos procesos y
representan potenciales blancos terapéuticos para limitar
la replicacion viral. Las aminoestronas bioactivas han
mostrado actividad antiviral en estudios previos; sin
embargo, sus mecanismos de accién molecular ain no se
comprenden completamente. Métodos: Se realizd un
andlisis bioinformatico para predecir posibles blancos
celulares del compuesto aminoestrona US2NE102
mediante acoplamiento molecular (docking). Las
estructuras tridimensionales de Hsp70, Racl1, PAK1,
Caveolina-1 y Annexina A2 se obtuvieron de la base de
datos AlphaFold. La identificacién de cavidades y el
andlisis de afinidad de unién se realizaron mediante la
plataforma CB-Dock2. Ademas, se evaluaron las
propiedades fisicoquimicas del compuesto utilizando
SwissADME para estimar su potencial de interaccion
molecular. Resultados: El andlisis de docking reveld
afinidades relevantes entre US2NE102 y varias proteinas
celulares implicadas en la dinamica del citoesqueleto y el
trafico vesicular. Las mayores afinidades se observaron
para PAK1 (-10.8 kcal/mol), Annexina A2 (-10.2
kcal/mol) y Hsp70 (=9.2 kcal/mol), seguidas de Rac1 (-
8.6 kcal/mol) y Caveolina-1 (=8.5 kcal/mol). Conclusion:
Los resultados sugieren que US2NE102 podria actuar
como modulador multitarget de proteinas celulares
involucradas en la replicacion y transmision célula-a-célula
de flavivirus, proporcionando una base bioinformatica
para futuras estrategias antivirales.

Palabras clave: docking molecular, flavivirus,
aminoestronas, proteinas del hospedero, bioinformatica
estructural, antivirales.
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Introduccidn

Los flavivirus constituyen un grupo de virus ARN
de cadena positiva transmitidos principalmente
por artréopodos y responsables de enfermedades
de gran impacto en salud publica, como el
dengue y el virus del Zika. Estas infecciones
afectan a millones de personas cada afio y
pueden causar manifestaciones clinicas que van
desde  cuadros  febriles leves hasta
complicaciones neuroldgicas graves. Durante su
ciclo replicativo, los flavivirus dependen de
multiples factores celulares del hospedero para
completar procesos como la entrada viral, el
ensamblaje, el trafico intracelular y la liberacion
de nuevas particulas virales (1,2).

Ademas de la via clasica de entrada mediada por
endocitosis, estos virus pueden propagarse
mediante mecanismos de transmision directa
célula-a-célula, incluyendo estructuras como
filopodios, nanotudbulos y vesiculas
extracelulares. Estos mecanismos facilitan la
diseminacién viral y contribuyen a la evasion de
la respuesta inmune del hospedero (3,4,5).

Diversas proteinas celulares implicadas en la
dindmica del citoesqueleto, el trafico vesicular y
la organizacion de membranas han sido
identificadas como factores relevantes en la
replicacién viral. Entre ellas se encuentran
Hsp70, Rac1, PAK1, Annexina A2 y Caveolina-1,
las cuales participan en procesos de
sefalizacién celular, remodelacion del
citoesqueleto y transporte vesicular, elementos
esenciales para la propagacion de diversos virus
(6,7,8,9). Estas proteinas han sido propuestas
como posibles blancos terapéuticos para
interferir con la replicacion y diseminacion viral
(1,2).

En los ultimos afios, las herramientas de
bioinformatica estructural y modelado molecular
han emergido como estrategias clave para
identificar posibles blancos moleculares y
explorar interacciones entre compuestos
bioactivos y proteinas celulares. Plataformas
como AlphaFold han permitido obtener modelos
estructurales de alta precisién para millones de
proteinas, facilitando el andlisis estructural y

funcional de proteinas previamente no
caracterizadas (10,11). Asimismo, herramientas
de prediccion de blancos y docking molecular,
como SwissTargetPrediction, PharmMapper vy
CB-Dock?2, permiten identificar potenciales sitios
de unién y estimar afinidades de interaccién
entre ligandos y proteinas (12,13,14,15).

Dentro de este contexto, las aminoestronas
bioactivas han mostrado actividad antiviral en
estudios recientes, lo que sugiere su potencial
como compuestos candidatos para el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas (16). Sin
embargo, los mecanismos moleculares
responsables de su actividad antiviral ain no se
encuentran completamente caracterizados. Por
lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo
predecir posibles blancos celulares del
compuesto aminoestrona US2NE102 mediante
herramientas de bioinformatica y acoplamiento
molecular, evaluando su interaccion con
proteinas  celulares involucradas en la
replicacion y transmisién célula-a-célula de
flavivirus.

Materiales y Métodos

Disefio del estudio: Se realizé un estudio in silico
basado en andlisis  bioinformatico vy
acoplamiento molecular (molecular docking) con
el objetivo de predecir posibles blancos celulares
del compuesto aminoestrona US2NE102 (Figura
1). El enfoque metodoldégico incluyé Ila
identificacién de proteinas celulares relevantes
en la replicacién y transmision célula-a-célula de
flavivirus, la obtencién de sus estructuras
tridimensionales y la evaluacién de su
interaccién potencial con el ligando mediante
herramientas computacionales. o

Figura 1. Estructura quimica del compuesto
aminoestrona US2NE102 utilizada como ligando
en los andlisis de docking molecular.
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Seleccion de blancos celulares: Los posibles
blancos proteicos se identificaron mediante las
plataformas SwissTargetPrediction y
PharmMapper, complementadas con una
revision de la literatura cientifica sobre factores
celulares implicados en la replicacion y
propagacion de flavivirus. A partir de este
analisis se seleccionaron cinco proteinas
celulares: Hsp70 (HSPA1A), Racl1, PAKI,
Annexina A2 (ANXA2) y Caveolina-1 (CAV1), las
cuales participan en procesos de sefalizacion
celular, dinamica del citoesqueleto y trafico
vesicular (12,13).

Obtencion de estructuras proteicas: Las
estructuras tridimensionales de las proteinas
seleccionadas se obtuvieron de la AlphaFold
Protein Structure Database, una base de datos
que proporciona modelos  estructurales
predichos mediante inteligencia artificial (10,11).

Preparacién del ligando: La estructura quimica
del compuesto US2NE102 (aminoestrona 5b) se
generé a partir de su representacion SMILES
utilizando la plataforma DECIMER.ai,
obteniéndose  posteriormente el archivo
molecular en formato mol para su utilizacién en
los analisis de docking.

Prediccién de cavidades y docking molecular: La
identificacién de cavidades potenciales y el
analisis de acoplamiento molecular se realizaron
utilizando la plataforma CB-Dock2, que integra
deteccibn  automdtica de cavidades y
simulaciones de docking proteina-ligando. Para
cada proteina se identificaron los posibles sitios
de uni6on y se calcularon las energias de
interaccién expresadas como binding energy
(kcal/mol) (14,15,20).

Andlisis de propiedades fisicoquimicas: Las
propiedades fisicoquimicas del compuesto
US2NE102, incluyendo masa molecular, lipofilia
(LogP), area de superficie polar topoldgica
(TPSA), nimero de enlaces rotables y capacidad
de formar enlaces de hidrégeno, se analizaron
mediante la plataforma SwissADME.

Andlisis estadistico: Los resultados de afinidad
de union obtenidos en los analisis de docking se
evaluaron de forma descriptiva mediante la
comparacion de los valores de energia de unién
(kcal/mol) y la identificacion de los sitios con
mayor afinidad para cada proteina.

Resultados

El analisis de acoplamiento molecular permitié
identificar multiples sitios potenciales de
interaccién entre el compuesto US2NE102 y las
proteinas celulares seleccionadas, todas ellas
implicadas en procesos de sefializacién celular,
dindmica del citoesqueleto y trafico vesicular
asociados a la replicacién y transmision célula-a-
célula de flavivirus. En general, el ligando mostré
afinidades de unioén relevantes con todas las
proteinas evaluadas, con valores de energia de
interaccién que oscilaron entre -8.5 y -10.8
kcal/mol.

En la proteina Hsp70, el andlisis de docking
identificd cinco cavidades potenciales de union.
El sitio con mayor afinidad presenté una energia
de interaccién de -9.2 kcal/mol y se localizé en
una region préxima al dominio de unién a
nucledtidos (NBD). Este sitio incluye residuos
polares y cargados, como ARG49, GLU48 y
ASN31, lo que sugiere la formacién de
interacciones electrostaticas y enlaces de
hidrégeno capaces de estabilizar la union del
ligando. Otro sitio relevante presenté una
afinidad de —9.0 kcal/mol, asociado a residuos
implicados en el reconocimiento de proteinas
mal plegadas (Figura 2).

En el caso de Rac1, se identificaron cinco
posibles sitios de interaccién. El sitio principal
mostré una energia de union de —8.6 kcal/mol y
correspondié a la cavidad de mayor volumen
estructural, lo que permite una adecuada
acomodacién del ligando. Los residuos
implicados en esta interaccion incluyen ALA13,
VAL14, PHE28, GLU31, LYS116 y ASP118,
asociados a interacciones hidrofdbicas,
electrostaticas y enlaces de hidréogeno (Figura
3).
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Figura 2. Modelo molecular tridimensional de
HSP70 y US2NE102.

Figura 2. La estructura esta visualizada mediante
una superficie molecular en tonos grises, que
resalta la forma general de la proteina y los
Aminodcidos Destacados: K126, E129, S537 y
otros, donde los numeros pueden representar sus
posiciones en la secuencia de aminodcidos. Los
diferentes colores de los atomos (por ejemplo,
azul para nitrégeno, rojo para oxigeno) ayudan a
visualizar los grupos funcionales del compuesto y
su ubicacion relativa.

La mayor afinidad de interaccién se observé con
la proteina PAK1, donde el docking reveld
valores de energia de union de —10.8 kcal/mol y
-10.4 kcal/mol en dos cavidades principales.
Estas regiones se localizan proximas al dominio
quinasa de la proteina e incluyen residuos
estructuralmente relevantes como Lys141,
Phe145, Thr146 y Asp147, asociados con la
actividad catalitica de la quinasa (Figura 4).

Figura 3. Compuesto US2NE102 y la proteina

Rac1‘ ‘
X

Fig. 3. El andlisis del docking molecular entre el
compuesto US2NE102 y la proteina Racl un
score de afinidad de —-8.6 kcal/mol.

Figura 4. Interaccién proteina-ligando entre
US2NE102 y PAK1, mostrando el sitio de unién
con mayor afinidad predicha mediante docking
molecular.

Figura 4. Interacciones del compuesto US2NE102
con cavidades de union en la proteina PAK1
(Q13153),determinadas por docking molecular, el
sitio 6(score: —10.8 kcal/mol) y el sitio 1 (score: -
10.4 kca I/mol), dominio quinasa de PAK1, como
Lys141, Phe145, Asp147,Tyr201 y Glu345-
Asp354.

En Caveolina-1, el analisis identificé cinco
posibles cavidades de unidn. El sitio con mayor
afinidad present6 una energia de interaccién de
—8.5 kcal/mol y estuvo asociado a residuos
hidrofobicos y aromaticos como ILE49, VAL52,
PHE92 y TYR97, lo que sugiere una interaccion
estable en regiones vinculadas a la organizacién
de microdominios de membrana.

Por su parte, el andlisis de docking en Annexina
A2 reveld dos sitios de unién con afinidades
elevadas de —10.2 kcal/mol y —9.4 kcal/mol.
Estas cavidades incluyen residuos como LEU13,
ASP16, THR19, GLN138 y GLU139, asociados a
regiones funcionales implicadas en Ia
interaccién con membranas y procesos de
trafico vesicular.

Las propiedades fisicoquimicas del compuesto
US2NE102 indicé una masa molecular
aproximada de 520-540 Da, un LogP moderado
(2.5-4.5) y un TPSA entre 70 y 100 Az
caracteristicas compatibles con una adecuada
permeabilidad celular y capacidad para
interactuar tanto con cavidades proteicas como
con regiones hidrofébicas de membrana.
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Discusion

El presente estudio utiliz6 herramientas de
bioinformatica estructural y acoplamiento
molecular para identificar posibles blancos
celulares del compuesto  aminoestrona
US2NE102 en proteinas del hospedero
implicadas en la replicacién y transmisién célula-
a-célula de flavivirus. Los resultados del docking
mostraron afinidades de union relevantes con
PAK1, Annexina A2, Hsp70, Rac1 y Caveolina-1,
lo que sugiere un posible mecanismo de accién
multitarget.

Entre las proteinas analizadas, PAK1 presenté la
mayor afinidad de interaccion (-10.8 kcal/mol).
Esta quinasa regula procesos clave como la
dindmica del citoesqueleto y la sefalizacién
celular, los cuales han sido asociados con la
replicacion y propagacion viral (19,20). La
interaccién del compuesto con residuos
localizados en el dominio quinasa de PAK1
sugiere que US2NE102 podria interferir con rutas
de sefalizacion celular relevantes para la
diseminacioén viral.

La Annexina A2 también mostré afinidades
elevadas (hasta —10.2 kcal/mol). Esta proteina
participa en la organizacion de membranas y en
procesos de trafico vesicular que pueden
facilitar la transmisién viral y la evasion
inmunoldgica (1,3). La unién del compuesto a
regiones funcionales de esta proteina podria
alterar rutas celulares utilizadas por flavivirus
durante su ciclo replicativo.

La interaccién observada con Hsp70 indica que
el compuesto podria influir en procesos
celulares relacionados con el plegamiento
proteico y la respuesta al estrés. Las proteinas
de choque térmico de la familia Hsp70 han sido
implicadas en la replicacion de diversos virus
ARN al participar en el ensamblaje de complejos
de replicacion y en la estabilizacion de proteinas
virales (6,7).

Por su parte, Racl y Caveolina-1 estan
asociadas con la  reorganizacion  del
citoesqueleto y el trafico vesicular dependiente
de membrana.

Estos procesos son utilizados por distintos virus
para facilitar la transmision célula-a-célula y el
transporte intracelular (4,5,8,9). Aunque las
afinidades observadas fueron menores, los
resultados sugieren que US2NE102 podria
interactuar con multiples proteinas  del
hospedero involucradas en la propagacion viral.
En conjunto, los resultados respaldan la
hipotesis de que US2NE102 podria actuar como
un modulador multitarget de proteinas celulares,
interfiriendo con procesos clave para la
replicacion de flavivirus. Este enfoque dirigido a
factores del hospedero representa una
estrategia prometedora para el desarrollo de
antivirales de amplio espectro y podria reducir la
aparicion de resistencia viral (2,17,21).

Sin embargo, este estudio se basa en
predicciones computacionales de docking
molecular, por lo que las interacciones
propuestas deben validarse mediante ensayos
experimentales y estudios de dinamica
molecular para confirmar la estabilidad de los
complejos proteina-ligando (14,15).

En conclusiéon, US2NE102 muestra potencial
como modulador de proteinas celulares
implicadas en la replicacion y transmision de
flavivirus, proporcionando una base para futuros
estudios experimentales orientados al desarrollo
de nuevas estrategias antivirales.

Limitaciones y recomendaciones

Limitaciones: El presente estudio se basa
exclusivamente en analisis in silico mediante
herramientas de bioinformatica estructural y
acoplamiento molecular. Aunque el docking
permite predecir posibles interacciones proteina-
ligando y estimar afinidades de unién, estos
resultados no reflejan necesariamente la
dinamica completa del sistema biolégico. Las
interacciones predichas deben interpretarse
como hipodtesis estructurales que requieren
validacién experimental.

Ademas, el andlisis se realizé utilizando modelos
estructurales predichos por AlphaFold, los
cuales, aunque presentan alta precisién, pueden
diferir de las conformaciones adoptadas por las
proteinas en condiciones fisioldgicas.
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Recomendaciones

Estudios futuros deberian incluir simulaciones
de dinamica molecular para evaluar Ila
estabilidad de los complejos proteina-ligando a
lo largo del tiempo, asi como ensayos
bioquimicos y celulares que permitan validar
experimentalmente las interacciones predichas.
Asimismo, la evaluacién del efecto antiviral de
las aminoestronas en modelos celulares de
infeccién por flavivirus podria aportar evidencia
adicional sobre su potencial terapéutico.
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