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RESUMEN

El coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), apa-
recio en 2019 y causé importantes problemas sanitarios a nivel global. Su proteina Spike
(S), esencial en la infeccion del virus, fue estudiada intensamente, permitiendo el desarro-
llo de vacunas y la reutilizacién de fairmacos aprobados por la Administracién de Alimen-
tos y Medicamentos (FDA). No obstante, el virus evolucion6 a variantes mds virulentas
capaces de eludir vacunas, planteando desafios a la salud publica. El objetivo fue predecir
la capacidad inhibitoria de metabolitos de plantas andinas peruanas sobre tres variantes
de la proteina S (WT, Delta 'y Omicron) mediante herramientas bioinformaticas. Para ello,
se construy una biblioteca de metabolitos de plantas andinas a partir de revision biblio-
gréfica y bisqueda en el repositorio PubChem para extraer la estructura de los ligandos.
Luego, mediante la técnica de virtual screening, se seleccionaron los 50 metabolitos con
mejores energias de interaccion. A continuacion, por medio de un redocking se identifi-
caron las poses de interaccion de los tres mejores metabolitos. Posteriormente, mediante
la simulacion de dindmica molecular, se explord la estabilidad y flexibilidad del mejor
metabolito en complejo con la proteina S, con un tiempo de 250 ns. Como resultado, se
gener6 una biblioteca de 554 metabolitos, las cuales se probaron con las tres variantes de
la proteina S, seleccionando al final dos con la mejor pose de interaccién: salviadienol
en Erodium cicutarium y acido 5-p-cumaroilquinico en Prunus serotina. Finalmente, se
eligi6 salviadienol para la simulacién dindmica, debido a su mejor interaccion con el sitio
alostérico de la proteina S. Los resultados mostraron un complejo més estable con las va-
riantes WT y Delta, pero mds flexible con la variante Omicron. En conclusién, se predijo
la capacidad inhibitoria de salviadienol mediante técnicas bioinformaticas, identificindo-

lo como potencial candidato a farmaco antiviral contra el SARS-CoV-2
Palabras Clave:

SARS-CoV-2, proteina Spike, docking molecular, simulacién dindmica, alostérico.
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ABSTRACT

The Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), appeared
in 2019 and caused significant health problems globally. Its Spike protein (S), essential in
the virus infection, was intensely studied, allowing the development of vaccines and the
reuse of drugs approved by the Food and Drug Administration (FDA). However, the virus
evolved into more virulent variants capable of evading vaccines, posing challenges to pu-
blic health. The aim was to predict the inhibitory capacity of metabolites from Peruvian
Andean plants on three variants of the S protein (WT, Delta, and Omicron) using bioin-
formatics tools. To this end, a library of metabolites from Andean plants was constructed
based on literature review and search in the PubChem repository to extract the structure of
the ligands. Then, using the virtual screening technique, the 50 metabolites with the best
interaction energies were selected. Next, through redocking, the interaction poses of the
top three metabolites were identified. Subsequently, through molecular dynamics simula-
tion, the stability and flexibility of the best metabolite in complex with the S protein were
explored, with a time of 250 ns. As a result, a library of 554 metabolites was generated,
which were tested with the three variants of the S protein, finally selecting two with the
best interaction pose: salviadienol in Erodium cicutarium and 5-p-coumaroylquinic acid
in Prunus serotina. Finally, salviadienol was chosen for dynamic simulation, due to its
better interaction with the allosteric site of the S protein. The results showed a more sta-
ble complex with the WT and Delta variants, but more flexible with the Omicron variant.
In conclusion, the inhibitory capacity of salviadienol was predicted using bioinformatics

techniques, identifying it as a potential antiviral drug candidate against SARS-CoV-2.
Keywords:

SARS-CoV-2, Spike protein, molecular docking, dynamic simulation, allosteric.
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ﬂ. UNIVERSIDAD

CAPITULO I
INTRODUCCION

La infeccion por el coronavirus de tipo 2 que causa el sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2) (WHO, 2020b), conocida también como enfermedad por corona-
virus 2019 (COVID-19), fue reportada por primera vez en Wuhan, provincia de Hubei,
China, el 12 de diciembre de 2019 (Wu et al., 2020), se propagé rdpidamente a los paises
cercanos, infectando principalmente las vias respiratorias de las personas (Zhou et al.,
2020). Para marzo de 2020, el COVID-19 estaria presente en varios paises del mundo, ra-
z6n por el que fue declarado pandemia por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO,
2020a). A consecuencia de esa propagacion, los casos fueron en aumento, generando un
impacto negativo sobre la economia y los sistemas de salud a nivel global. En general, ha
habido mds de 670 millones de casos confirmados y alrededor de 6 millones de muertes
desde la aparicion del virus hasta mayo de 2023 (Dong et al., 2020). Este periodo ha esta-
do marcado por oleadas de infecciones, causadas por nuevas variantes mds virulentas que

han provocado reinfecciones y ha mantenido la prevalencia del virus.

Ante este escenario de propagacion del COVID-19 y la aparicién de nuevas varian-
tes, la comunidad cientifica de todo el mundo se ha centrado en desarrollar soluciones
efectivas. Gracias a las técnicas in-silico, y a las aproximaciones de la bioinformatica y la
biofisica computacional, se han logrado en tiempo récord vacunas basadas en ARN men-
sajero (ARNm), virus inactivos, vectores virales o subunidades proteicas (Edwards et al.,
2022), ofreciendo esperanzas para detener el avance del virus. Sin embargo, esto no es el
caso en poblaciones inmunodeprimidas, en quienes se cree que se originan las variante de
preocupacion (VoC), debido a la prolongada enfermedad que experimentan (Schmidt et
al., 2022; Shen et al., 2022; Tarcsai et al., 2022). Esta situacion ha llevado a un enfoque
renovado en el desarrollo y bisqueda de fairmacos que puedan actuar de manera efectiva

sobre proteinas clave del SARS-CoV-2
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Uno de estos enfoques ha sido el reposicionamiento de firmacos existentes, como
Remdesivir y Molnupiravir. Estos medicamentos, originalmente desarrollados para otras
enfermedades, han mostrado buenos resultados debido a su afinidad con proteinas que se
involucran en la replicacion del genoma del SARS-CoV-2 (Ahmed et al., 2022; L. Tian
et al., 2022; Vitiello et al., 2021; Wen et al., 2022). Adicionalmente, otros estudios se
han centrado en la busqueda de compuestos vegetales con potencial antiviral. Un ejemplo
notable en Perd son los compuestos extraidos del arbol de la quina, que inicialmente
fueron utilizados para tratar la malaria (Franco y Bussmann, 2020). Este enfoque nos ha
llevado a explorar nuevos compuestos antivirales, en particular la busqueda en plantas

andinas peruanas.

Sin embargo, la constante mutacién de la proteina Spike (S) de SARS-CoV-2, en
especial las VoC, presentan un desafio significativo. La variante Omicron (B.1.1.529),
por ejemplo, posee 32 mutaciones en la proteina S, mds que sus predecesoras, que le
confieren evasion a los anticuerpos monoclonales (mAbs) y desplazar al resto de variantes
en todo el mundo (VanBlargan et al., 2022). Es por ello, que la proteina S es de las mas
importantes durante la infeccion y es uno de los objetivos de las terapias con vacunas.
El cual a nivel estructural, se encuentra altamente glicosilado (Wrapp et al., 2020). Se
acopla con la enzima convertidora de angiotensina 2 humana (ACE2h) y manipula la
accion proteolitica del huésped para liberar su genoma dentro de las células del huésped

(Coutard et al., 2020).

Como resultado, es dificil encontrar una vacuna o un farmaco eficaz contra nuevas
variantes del SARS-CoV-2, aunque se ha identificado un sitio alostérico capaz de regu-
lar la apertura del dominio de unién al receptor (RBD), que se encuentra alrededor de
los residuos 522 y 528 Fallon et al., 2021. Estos sitios alostéricos a menudo funcionan
como moduladores proteicos los cuales son una opcién para enfrentarlo con nuevos me-

dicamentos (Gunasekaran et al., 2004; Hilser et al., 2012). Por lo tanto, en este trabajo,
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se empled un enfoque bioinformdtico para encontrar metabolitos de plantas andinas que

puedan unirse al sitio alostérico identificado en la proteina S del SARS-CoV-2.

1.1 OBJETIVO GENERAL

e Predecir la capacidad inhibitoria de metabolitos de plantas andinas peruanas sobre

la proteina Spike de SARS-CoV-2 mediante herramientas bioinformaticas.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar base de datos sobre metabolitos secundarios de plantas andinas peruanas.

Filtrar los metabolitos con mejor energia de interaccion del virtual screening.

Seleccionar las mejores poses de interaccion del docking molecular.

Explorar la estabilidad y flexibilidad conformacional del complejo proteina-ligando.
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CAPITULO 11

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Farmacos anti SARS-CoV-2

El desarrollo de un firmaco o vacuna lleva una cantidad de tiempo considerable,
en promedio alrededor de 10 afios (Kneller, 2010), debido al monitoreo de la efectividad,
toxicidad y/o evaluacion de las respuestas inmunes, tarea que es comun en el campo del
descubrimiento de farmacos. Sin embargo, gracias a las mejoras en la secuenciacion y la
tecnologia informaética, y el consecuente nacimiento de la bioinformadtica, nos ha permi-
tido comprender mejor sobre la biologia del SARS-CoV-2, y a desarrollar en un tiempo
récord farmacos y vacunas con potencial inhibitorio del virus SARS-CoV-2 (Mascellino

etal.,2021).

Por ende, entre la mayoria de estudios destaca el reposicionamiento de farmacos,
cuyo enfoque es explorar compuestos farmacolégicos usados para otro tipo de dolencias,
esto se puede notar en Choudhary et al., 2020 que busca en una libreria de farmacos ya
aprobados por la administracién de alimentos y medicamentos (FDA), inhibidores poten-
ciales para la proteina S viral y proteina ACE2h, y encontré que el compuesto RS504393,
fue coincidente para ambos objetivos farmacoldgicos, el cual es un compuesto relacio-
nado con el tratamiento de dolores neuropéticos (Kwiatkowski et al., 2020), y aunque
muchos estudios se orientan a encontrar una molécula con capacidad de interferir la in-
teraccion con el ACE2h, (Basu et al., 2020; R. Singh et al., 2021), es un poco mas dificil

debido a la alta variabilidad en el motivo de unién de la proteina S.

Por ello, otros estudios similares se han centrado en proteinas implicadas en la re-
plicacion viral, como muestran Patil et al., 2021, comparando los efectos de Molnupiravir

y Remdesivir por acoplamiento molecular a la proteina ARN — Polimerasa dependiente de
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ARN (RdRP), donde Molnupiravir mostré mejor afinidad que Remdesivir, los farmacos
se probaron in-vitro e in-vivo obteniendo resultados satisfactorios y son los mds acepta-
dos (Kulabas et al., 2021; Pardo et al., 2020), mientras que Ma et al., 2022, adoptaron
la idea de probar farmacos inhibidores de proteasas para infecciones ocasionadas por el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y virus de la hepatitis C (HCV), tal libreria de
farmacos contra la proteasa similar a 3-quimotripsina (3CLpro) de SARS-CoV-2, del cual

el medicamento Simeprevir mostré una mayor eficacia, y afinidad por la proteasa.

2.1.2 Fitocompuestos andinos en infecciones virales

El redescubrimiento de compuestos farmaceuticos que han sido eficaces para com-
batir enfermedades puede presentar otros desafios, en especial cuando consideramos sus
contraindicaciones (M.-Q. Zhang y Wilkinson, 2007). Esto impulsa a la exploracion de
nuevos medicamentos, donde el uso de compuestos vegetales con capacidad antiviral em-
pieza a cobrar relevancia en el mundo (Behl et al., 2021; Heinrich et al., 2021). En el
Peru, la medicina tradicional es ampliamente utilizada entre sus comunidades, como un
recurso propio, perpetuando una préctica arraigada desde la antigiiedad segtin cultura y

zona geografica (Franco y Bussmann, 2020; Mamani, 2013).

Un ejemplo representativo es el arbol de quina Cinchona officinalis, del cual se
extrae la Quinina que se usé en el siglo XIX para tratar la malaria (Arias y Ferrando,
1977). Para otras dolencias mas comunes, como infecciones respiratorias, se preparan
infusiones con flores, hojas o la planta entera (R. Bussmann y Glenn, 2010), muchas estan
ampliamente descritas para los andes peruanos, segun sus usos medicinales y alimenticios
(Cano Caceres, 2021; Huamantupa et al., 2011; Pauro et al., 2011), del mismo modo
existen estudios in-vitro que evalian los efectos inhibitorios de extractos etandlicos o de
aceites esenciales frente a infecciones del tipo bacteriano o fungico y aunque hay buenos

resultados en funcidn a sus concentraciones, ain se conoce poco sobre el principio activo
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de algunas plantas del ande peruano, especialmente de aquellas que son muy endémicas.

Sin embargo, hay evidencia de que ciertas plantas tienen efectos antivirales. Uno de
estos estudios es el de Herrera y Panchi, 2020, analizaron el uso de derivados de plantas
medicinales contra diferentes tipos de coronavirus. LLos compuestos representativos en es-
te estudio son: dcido cafeico, xantoangelol B, isobavachalcona, psoralidina, hirsutenona,
hirsutanonol, 35-friedelanol, silvestrol, amentoflavona, ferruginol, savinin, acido betuli-
nico, griffithsia, taraxerol, dcido clorogénico. Otra fuente controvertida es van Breemen et
al., 2022, que presenta los resultados de un estudio in-vitro usando compuestos de Can-
nabis sativa "Marihuana". Este estudio encontré que el dcido cannabigerdlico (CBGA)
y el dcido cannabididlico (CBDA) exhibieron una fuerte afinidad por los sitios alostéri-
cos y ortostéricos de la proteina S. Igualmente importante, se han estudiado las proteinas
involucradas en la replicacién viral, por ejemplo, (Mosquera-Yuqui et al., 2022) analiz6
mediante simulacién dindmica y docking molecular utilizando compuestos vegetales de
la regién andina, produjeron 2 compuestos de alta afinidad por las enzimas 3CLpro y
RdRP. Por su parte, Yepes-Pérez et al., 2022 propusieron a Uncaria tomentosa “Ufia de
gato” como inhibidor del SARS-CoV-2, del cual obtuvieron 26 metabolitos de plantas por
cromatografia liquida de alta performancia (HPLC) y luego combinaron estos metaboli-
tos con el complejo Spike-ACE2h y sobre 3CLpro de SARS-CoV-2 (Yepes-Perez et al.,

2021; Yepes-Pérez et al., 2020).

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Compuestos botanicos andinos

2.2.1.1 Etnobotanica de los Andes

En los Andes peruanos, desde la época precolombina hasta la actualidad, las plan-
tas medicinales han sido la fuente de recursos mas importante para su expresion cultural

(Honores y Rodriguez, 2007) y para el tratamiento de diversas dolencias como dolores
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musculares, infecciones urinarias o enfermedades respiratorias (R. W. Bussmann y Sha-
ron, 2006; de 1a Cruz et al., 2014) de los que se han registrado mas de 20.000 especies de
plantas, de las cuales unas 4.400 tienen valor medicinal y un 30% son endémicas (Me-
za, 2018). En el ande peruano, solo 10 familias (Orchidaceae, Asteraceae, Leguminosae,
Rubiaceae, Melastomataceae, Bromeliaceae, Piperaceae, Solanaceae, Araceae y Poaceae)
son los mas comunes en los distintos pisos altitudinales, dicha diversidad de especies tam-
bién se debe a la variacion de climas dentro de sus propios ecosistemas(Pérez-Escobar et
al., 2022). En el Pert el conocimiento de la mayoria de especies medicinales son trans-
mitidas empiricamente dentro de la poblacion de padres a hijos (Thomas et al., 2009),
razon por el cual numerosos estudios etnobotdnicos y farmacolégicos basados en el cono-
cimiento empirico y tradicional, han demostrado que algunas plantas medicinales tienen
la capacidad de inhibicidn contra patégenos bacterianos y/o fiingicos, sefialando de esta
manera que algunas plantas, son fuente potencial de compuestos bioactivos para el de-
sarrollo de nuevos farmacos. (Tamariz-Angeles et al., 2018), sin embargo, en el Perd,
existe poca evidencia de los compuestos botdnicos en especial de aquellas que son muy

endémicas.

2.2.1.2 Metabolitos secundarios

El metabolismo es un conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en las cé-
lulas y es necesario para el funcionamiento normal de un organismo (Gomez-Lechon et
al., 2008), en las plantas, al igual que otros organismos, producen diferentes sustancias,
como metabolitos primarios que estin relacionadas con el crecimiento y desarrollo de
plantas (Vining, 1990), en cambio, existe un pequefio nimero de metabolitos secunda-
rios, algunos de los cuales no tienen una funcién definida dentro de la planta, pero si
en interacciones con el medio ambiente, algunos de los cuales actian atrayendo polini-
zadores o como mecanismo de defensa, protegiendo de algunos depredadores (Bennett

y Wallsgrove, 1994; Demain y Fang, 2000). Un ejemplo de ello son los pigmentos de las
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flores, que por su color las hacen mads atractivas para los polinizadores, o los terpenos
de la planta, que suelen ser toxicos para los animales que los consumen, provocandoles
alucinaciones o malestar estomacal (Borghi et al., 2017; Wink, 1988). Ademds de estos,
hay muchos mds compuestos que han llamado la atencién en la industria farmacéutica,
un ejemplo es la quinina, un compuesto extraido de Sinchona officinalis que se us6 para

tratar la malaria en el siglo XVII (Gurung y De, 2017).

La produccién de metabolitos secundarios varia de una planta a otra, por lo que de-
pende de las distintas vias metabodlicas que ocurren en sus células, el cual esta fuertemente
ligado a la variabilidad genética de cada especie y el ambiente geogrifico donde crecen
(Theis y Lerdau, 2003; Verma y Shukla, 2015; L. Yang et al., 2018). Ademads, la variedad
de sus compuestos pueden verse afectados por las condiciones de estrés o deficiencia de
nutrientes que pueden experimentar durante el crecimiento. Estos metabolitos secundarios
pueden caracterizarse en cuatro grandes grupos de compuestos: terpenos, compuestos fe-
noélicos, glucdsidos y alcaloides. también conocidos como productos naturales que han
ido cobrando interés en varias campos, como la industria de alimentos, industria quimica,

uso de esencias y la industria de productos medicinales (Hopkins y Hiiner, 2009).

2.2.1.3 Meétodos experimentales para la obtencion de compuestos botanicos

Dada la abundancia de plantas medicinales en Peru y la tendencia de la poblacién
a utilizar estos recursos naturales, es imperativo que los investigadores analicen sus com-
puestos para conocer sus propiedades y estructuras. Ello permitird determinar su actividad
farmacoldgica y posibilitard su uso como tratamiento para diversos problemas de salud
existentes. Este proceso requiere una serie de pasos, que comienza con métodos de ex-
traccion y purificacion de los compuestos naturales (Seidel, 2012). Estos pueden variar
dependiendo del tipo de compuesto vegetal que se desea obtener. A continuacion, se ana-
lizan y caracterizan los compuestos utilizando técnicas como la cromatografia, que se

emplea para separar los componentes de una mezcla. Los métodos especificos pueden va-
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riar segun la técnica analitica, incluyendo cromatografia en columna (CC), cromatografia
en columna flash (FCC), cromatografia de gases (GC) y cromatografia de liquidos (LC),
que son las més conocidas (Aznar y K. Rai, 2020; Ingle et al., 2017; Sasidharan et al.,
2011). También se utiliza la espectrometria de masas (MS), que proporciona informacién
como el peso molecular y la estructura de los analitos. Finalmente, técnicas mas avanza-
das como la resonancia magnetica nuclear (RNM) permiten caracterizar la posicion del
hidrégeno (H™) basandose en la absorcién resonante de los niicleos atémicos en un campo

magnético (Altemimi et al., 2017; Wolfender et al., 1998).

2.2.2 Naturaleza biologica del SARS-CoV-2

2.2.2.1 Origen y clasificacion

A lo largo de la historia humana, se han descubierto varios coronavirus, conoci-
dos por causar enfermedades respiratorias en humanos y denominados coronavirus hu-
mano (HCoV). Los primeros en identificarse fueron HCoV-229E y HCoV-OC43 en la
década de 1960 en pacientes con resfriado comun (Kahn y Mclntosh, 2005). Posterior-
mente, se descubrieron nuevos coronavirus como el primer coronavirus del Sindrome
respiratorio agudo grave (SARS-CoV) en 2002, HCoV-NL63 en 2004, HCoV-HKU1 en
2005, coronavirus del sindrome respiratorio de medio oriente (MERS-CoV) en 2012 y el
mads reciente, SARS-CoV-2 (Abdul-Fattah et al., 2021). Todos estos virus pertenecen a la
familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronaviridae y género Betacoronavirus (Gorba-
lenya et al., 2020). La amplia distribucién de los coronavirus en animales, la interaccion
humana con otras especies animales y la capacidad de estos virus para recombinar sus
genomas favorece la aparicion de nuevos coronavirus en humanos (Cui et al., 2019). Al-
gunas evidencias apuntan al origen del SARS-CoV-2 en un mercado de China donde se
vendian animales silvestres, dando lugar a la hipétesis de que el virus pudo haberse origi-

nado en murciélagos, concretamente en BatCoV-RaTG13, con el cual comparte un 96 %
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de similitud genémica (J. Zhang et al., 2020) (Figura 1A). La diferencia con otros coro-
navirus radica en la insercién del sitio de clivaje de furina de la proteina Spike (Andersen
et al., 2020; Walls et al., 2020; Wrobel et al., 2020) (Figura 1B). Otra hip6tesis propone
a los pangolines como huéspedes intermedios, cuyos virus PCoV-GD y PCoV-GX son
similares en un 91,2 % y un 85,4 % respectivamente al SARS-CoV-2, sugiriendo que los
virus de murciélagos y pangolines habrian experimentado eventos de recombinacion que

permitieron una mejor afinidad por la proteina ACE2h.
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Figura 1. Filogenia de SARS-CoV-2 y coronavirus relacionados. Se muestra la rela-
cion filogenética del SARS-CoV-2 con otros coronavirus en murciélagos, aves,
ratones, camellos, cerdos, pangolines y humanos. El color rosa indica los coro-
navirus de origen humano. Las barras de escala indican el nimero de sustitucio-
nes de nucledtidos por sitio (sustituciones/sitio) (J. Zhang et al., 2020).
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2.2.2.2 Organizacion genémica y biologia estructural del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 tiene un genoma de ARN monocatenario no segmentado de sen-
tido positivo (+ssRNA). Su longitud es de aprox 29,9 kilobases, que es mds larga que

la mayoria de los virus de tipo 4cido Ribonucleico (ARN) (Sindhuja et al., 2022). Con-
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tiene dos marcos de lectura abiertos ORFlab y ORFla que ocupan més del 50% de su
genoma. Estos marcos de lectura abiertos codifican las poliproteinas PPlab y PPla, que
luego son escindidas por la proteasa similar a 3-quimotripsina (3CLpro) y la proteasa
principal (Mpro), formandose asi las 16 proteinas no estructurales (NSP) necesarias para
la infeccién y la replicacion viral. El resto del genoma codifica algunas proteinas acce-
sorias (ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 y ORF10), y proteinas estructurales cuya
funcidn es critica para la supervivencia del virus (Figura 2) (Altincekic et al., 2021; Lubin
et al.,2021). Comenzando con una proteina de membrana (M) que aumenta la estabilidad
de la capside viral, seguida de una proteina de envoltura (E) altamente conservada, que
actia como una viroporina responsable del transporte de iones y también contribuye a la
morfogénesis y ensamblaje viral. Por otro lado, la nucleoproteina (N) con una longitud de
422aa forma complejos de ribonucleoproteina (RNP) que evita el enredo del ARN (Yao
et al., 2020). Finalmente, la proteina Spike (S), que es una glicoproteina trimérica, cuya
funcidn es la de mantener estable al virién mientras esta se encuentra, en el aire, ademas

cumple la funcién de adherirse al receptor ACE2h.

Posision del genoma
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Figura 2 . Arquitectura del genoma y el proteoma del SARS-CoV-2. Las proteinas de
importancia estructural se muestran en color rosado, mientras que las proteinas
no estructurales se muestran en azul y las proteinas accesorias en verde (Lubin
etal.,2021).
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En particular, de todas las proteinas estructurales del SARS-CoV-2, la proteina S
es la mas importante debido a su papel en la infeccidn viral y su exposicién en la super-
ficie del virus, lo que la convierte en una parte importante del descubrimiento de nuevos
medicamentos, desarrollo de vacunas y pruebas diagndsticas (Parks y Smith, 2020; Yan
et al., 2022; J. Zhang et al., 2021), hecho que ha mejorado mucho nuestro conocimiento
sobre esta proteina el cudl esta altamente glicosilado, lo que es clave para su plegamiento
y estabilidad, ademds de actuar como escudo molecular (Chawla et al., 2022; Y. Tian et
al.,2021). La proteina S estructuralmente, se divide en dos subunidades, comenzando por
la subunidad S1, que contiene el dominio N-terminal (NTD) y el dominio de unién al
receptor (RBD). La siguiente es la subunidad S2, que incluye al péptido de fusién (FP),
la region proximal del péptido de fusién (FPPR), repeticion de heptada 1 (HR1), hélice
central (CH), dominio conector (CD), repeticion de heptada 2 (HR2), segmento trans-

membrana (TM) y la cola citopldasmica (CT) (J. Zhang et al., 2021).

2.2.2.3 Mecanismo de entrada celular

Comprender los mecanismos moleculares de la proteina S, que permite la infec-
cién, evaciéon inmune y alta transmisibilidad al SARS-CoV-2, es clave para desarrollar
nuevas terapias (Barcena et al., 2021). Primero, cuando el virus estd en la superficie de la
célula huésped, emerge una conformacion estructural en la proteina S, en la que el domi-
nio RBD asume una conformacién abierta que facilita la exposicién del motivo de unién
a motivo de unién al receptor (RBM) para acoplarse al receptor de exopeptidasa ACE2h
(Al-Awwal et al., 2022; Miner et al., 2022); Entonces la proteasa transmembrana de seri-
na 2 (TMPRSS2) actda en el sitio FPPR para generar un proceso de escision que separa
la subunidad S1 de S2, revelando asi el FP. Por lo tanto, el aminoacido hidr6fobo de FP
en el extremo N de la subunidad S2 se fusiona con la membrana de la célula huésped.
Luego, a través del proceso de contraccion de la subunidad S2, se produce la fusién de

la membrana, aunque en algunos casos, como en la variante Omicron, la TMPRSS2 se
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utiliza de manera ineficiente, induciendo asf la entrada por la via endocitica (Meng et al.,
2022)(Figura 3). Finalmente el ARN viral es liberado en la célula huésped, donde poste-

riormente se replica y se liberan en nuevos viriones por exocitosis.
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Figura 3. Mecanismo de infeccion del coronavirus SARS-CoV-2. Se muestran dos
rutas de entrada celular: entrada por fusién de membranas y entrada endosdmica
(Meng et al., 2022).

2.2.2.4 Variantes de SARS-CoV-2

El genoma del SARS-CoV-2 se ha secuenciado varias veces desde el comienzo
de la pandemia (Lancet, 2021), Esto ha resultado en una enorme biblioteca con mas de
12 millones de secuencias que se pueden buscar a través de la iniciativa mundial para
compartir datos sobre la influenza (GISAID). A través de esta plataforma, se ha rastreado
el genoma del SARS-CoV-2 en todo el mundo. Evidenciando su evolucién en la poblacién
humana (Figura 4) (Burki, 2021), asi como el desarrollo de caracteristicas mejoradas de
transmisibilidad y evacién inmunoldgica que se asocian a caracteristicas epidemiolédgicas

inusuales.

Las primeras mutaciones discutidas son D614G, que aument significativamente

su transmisibilidad (C. Wang et al., 2021), y N439K, que mostré una unién mejorada a
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ACE2h (Thomson et al., 2021). Eventos que mostraron los primeros signos de evolucién
viral. Posteriormente, se identificé que la primera variante VoC aislada en el Reino Unido,
B.1.1.7 (Alpha), con las mutacion N501Y y delecion de los residuos 69 y 70. variante que
demostré escapar a la deteccién inmune por parte del sistema inmunoldgico del huésped
(Meng et al., 2021; Walker et al., 2021). Sin embargo, a pesar de ser la causa de la se-
gunda ola de infecciones, han surgido nuevas variantes con mejor transmisibilidad en la
poblacién mundial, lo que lleva a un cambio de una variante a otra, como en la variante
B.1.617.2 (Delta) que surgi6 en India y desencadend una tercera ola en Perd, reemplazan-
do a la variante dominante C.37 (Lamda) (Shiehzadegan et al., 2021; Vargas-Herrera et

al., 2022).

Aunque las estrategias de vacunacion y el aumento de la inmunidad en la poblacién
han ido en aumento en los dltimos meses, la cuarta ola de infecciones estuvo acompafiada
de una variante hiper mutada llamada B.1.1.529 (Omicron), que tiene mas de 30 mutacio-
nes (Shrestha et al., 2022; Telenti et al., 2022). de las cuales 20 sustituciones se presentan
en los dominios RBD y NTD. y 6 mutaciones tnicas en la subunidad S2 (N764K, D796,
N856K, Q954H, N969K y LI81F) que no se hallaron en variantes anteriores (He et al.,
2021). lo que result6 en la variante mds problemdtica y ampliamente distribuida, que atra-

jo la atencién mundial por desplazar a la variante Delta (Mohapatra et al., 2022).

2.2.2.5 Meétodos de visualizacion de proteinas

Desde la invencion de los rayos X en 1895 (Toledo-Pereyra, 2009), y el desarro-
llo de técnicas cristalograficas, los cientificos han podido observar y estudiar el mundo
microscopico con resolucion atémica (Ilari y Savino, 2008). Aunque inicialmente solo se
estudiaron compuestos simples, no fue hasta 1945 que Dorothi Hodking utiliz6 la técnica
de Cristalografia de rayos X en su laboratorio de investigacidn para mostrar las estructuras

de compuestos biolégicos como la vitamina B12 y la penicilina (Howard, 2003; Shampo
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B 204 (Beta) 21F (lota)
B 20 (Aipha) 21G (Lambda)
B 20 (Gamma) [ 21H (Mu)
B 21A(Delta) B 21K (Omicron: ~BA.1)
B 211 (Delta) B 21L (Omicron: ~BA.2)
B 21J (Detia) B 21M (Omicron)
I 21C (Epsilon) BA4
| 21D (Eta) B Bas
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Figura 4 . Arbol filogenético de la linea de tiempo del SARS-Cov-2. Las puntas de co-
lores representan diferentes clados correspondientes a variantes de interés (Sh-
restha er al., 2022).

y Kyle, 2002). Tres afios mas tarde, John Kendrew fue el primero en dilucidar la estructura
tridimensional de la mioglobina, el cual es una proteina presente en los musculos esque-
léticos, de esta manera es que nacid el campo de la biologia estructural (de Chadarevian,
2018; Kendrew et al., 1958). Sin embargo, una de las limitaciones de la cristalografia de
rayos X es la necesidad de grandes cantidades de muestras purificadas para hacer crista-
les, ademas, debido a sus propiedades proteinicas, esos cristales son menos reflectante en
comparacion con los cristales de moléculas pequeiias, lo que limita a los investigadores a

centrarse en proteinas que son mas estable y mas faciles de purificar (Davis et al., 2003).

Avances posteriores en fisica, quimica y biologia han permitido el estudio de protei-
nas complejas con mayor resolucion, con la técnica de resonancia magnética nuclear, que
utiliza la informacidn de los nicleos atdmicos que estdn sometidos a un campo magnético
(Wiithrich, 1989). Las mediciones de esta técnica proporcionan una exquisita descripcion
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estructural de la proteina permitiendo describir proteinas de mas de 25 kDa (Dyson y Ew-
right, 2002; Sugiki et al., 2017). Por otro lado, los desarrollos tecnolégicos en microsco-
pia nos ha permitido comprender con mayor detalle los componentes estructurales de las
células, como la microscopia electronica de transmision (TEM), que permitié confirmar
visualmente la caracteristica coronaria de SARS-CoV-2 o la microscopia electrénica de
barrido (SEM) que permitié observar la liberacion de particulas virales de SARS-CoV-2
de las células infectadas, sin embargo son técnicas limitadas por su alcance resolutivo de

sus imagenes (Leigh y Modis, 2021).

En cambio, la criomicroscopia electrénica (Crio-EM) desarrollado por el Nobel
Jacques Dubochet y colaboradores (Adrian et al., 1984; Dubochet et al., 1988), utiliza-
ron nitrégeno liquido para vitrificar las muestras, lo que permite que estas conserven su
forma para obtener la estructura 3D mas detallada de una proteina, por lo que luego se
hace la captura de varias micrografias, para luego llevarlo a un software de reconstruccién
molecular para el que se necesita poder computacional robusto, debido a que son miles
o incluso millones de imdgenes para una proteina (Y. Li y Cianfrocco, 2021; Renaud et
al., 2018). De ello se concluye que estos avances en el campo de la determinacion de es-
tructuras permiten acelerar el desarrollo terapéutico frente al SARS-CoV-2, ya que a mas
de un afio del brote se han conseguido obtener las estructuras proteicas que constituyen
SARS-CoV-2, especialmente proteinas como la Spike, que son dianas terapéuticas para
el desarrollo de farmacos, o simplemente para estudiar el funcionamiento molecular de

estas (Leigh y Modis, 2021).

2.2.3 Métodos computacionales

La tarea de encontrar medicamentos que puedan combatir las enfermedades infec-
ciosas es abrumadora, ya que se invierte mucho tiempo y dinero en ensayos in-vitro € in-

vivo hasta que algunos compuestos pueden pasar los estdndares de la FDA vy, finalmente,
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ser utilizados en en humanos (DiMasi et al., 2015; Kaitin, 2010; Myers y Baker, 2001).
No obstante durante la ultima década, avances en tecnologia, nuevos conocimientos en
genética y biologia molecular, ha permitido a los cientificos mejorar algunas técnicas co-
mo la secuenciacién o la determinacién estructural de proteinas, para asi conocer mas
sobre las caracteristicas fisiol6gicas y moleculares de diversas interacciones infecciosas
(Herndndez-Domiénguez et al., 2019; Moult et al., 2016; Ouzounis y Valencia, 2003),
las cuales tienen importantes implicaciones en los campos de la salud, la biologia y la
farmacologia. Uno de estos campos de mayor crecimiento y producto de la genética es
la bioinformatica, que utiliza métodos computacionales para estudiar la informacién ge-
némica de algunos agentes patégenos (Ouzounis y Valencia, 2003; Pal et al., 2006), en
el que se utiliza algoritmos matematicos, inteligencia artificial o modelos de aprendizaje
automatico para predecir el comportamiento y/o interacciéon de algunas biomoléculas lo
cual facilita el descubrimiento de moléculas con potencial farmacolégico(Naresh et al.,

2020; Quazi, 2021).

2.2.3.1 Bases de datos biolégicos

En los dltimos afos, los datos bioldgicos han crecido exponencialmente, hoy en dia
se tiene varios genomas secuenciados, datos de espectrometria de masas, cristalografia,
datos de metabolomas, transcriptomas entre otros (Raja et al., 2017). Debido a la masifi-
cacion de datos y la invencion del Internet, surgi6 la necesidad de crear bancos de datos o
bases de datos bioldgicas almacenadas en la nube, que permite a la comunidad cientifica
reutilizar estos datos para disefiar nuevos ensayos, como la construccion de modelos me-
tabolicos, modelado de proteinas, simulaciones de interaccion, etc (Rigden y Ferndndez,
2022; Zou et al., 2015). Las bases de datos que contienen datos recopilados a través de
experimentos, se acostumbra llamarlas bases de datos primarias, estos suelen ser datos
como secuenciacion de dcidos nucleicos incluyendo las estructuras secundarias de protei-

nas y por otro lado estdn las bases de datos derivadas, que son trabajos de investigadores
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que utilizan la informacién de las bases de datos primarios para tratarlos, curarlos y gene-
rar nuevos conocimientos (Alvarez et al., 2021; May et al., 2009; Robbins, 1994) como
la enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG), que almacena rutas metaboli-
cas construidas de genomas completos de cualquier organismo (Aoki y Kanehisa, 2005;

Kanehisa et al., 2017; Ogata et al., 1998).

2.2.3.2 Regla 5 de Lipinski

Para mejorar la tasa de éxito del descubrimiento de nuevos farmacos en el desarro-
llo clinico, se requiere una evaluaciéon temprana de los compuestos (Hay ez al., 2014), lo
que significa que las moléculas de la biblioteca de compuestos a evaluar deben tener una
buena biodisponibilidad oral y baja toxicidad, uno de los metodos in-silico mas conocidos
es la regla cinco de Lipinski (Ro5) (Tabla 1) (Lipinski et al., 2012) cuyos pardmetros fisi-
coquimicos indican que se debe respetar ciertos limites en el peso molecular, el logaritmo
de P que indica la lipofilicidad, cantidad de hidrégenos donadores y cantidad de hidré-
genos aceptores, estos parametros predicen la permeabilidad a las membranas celulares
(Lipinski, 2004; M.-Q. Zhang y Wilkinson, 2007), este método determina que si una mo-
lécula viola més de 2 enunciados de Ro35, el compuesto tendrd propiedades farmacociné-
ticas adversas determinadas en los pardimetros de Absorcion, Distribucién, Metabolismo
y Excrecion (ADME) (T. Hou et al., 2007), que tiene mucho que ver con la eficacia con

la que el farmaco logra su objetivo terapéutico.

Tabla 1. Parametros de la Regla de Lipinski.

Parametro Valor
Nimero de donadores de hidrégeno (NH, OH) <5
Numero de aceptores de hidrégeno (N, O, F) <10
LOg p <5 oct/H20
peso molecular WT < 500 g/mol
34
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2.2.3.3 Modelado de proteinas

Con el tiempo, se resuelven y almacenan mds estructuras de proteinas en el sitio
web de Protein Data Bank (PDB), la fuente mas popular utilizada por la comunidad cien-
tifica para impulsar los esfuerzos de descubrimiento de farmacos (Berman et al., 2007).
Si bien actualmente contamos con buenas técnicas para resolver las estructuras 3D de las
proteinas, no son perfectas porque, depende mucho de la estabilidad de la proteina y los
procedimientos para purificarla por lo que en la mayoria de las veces presentaran atomos
perdidos, generalmente en las regiones Amino y C-terminal o en zonas superficiales de
la proteina (Nnyigide et al., 2022). Al intentar usar este tipo de estructuras incompletas
para andlisis de docking o simulacién dindmica, podria conllevar a sesgos en los resulta-
dos (Dym et al., 2006) por lo que es mejor reconstruir esos d&tomos perdidos por métodos

computacionales.

Secuencia objetivo

HLLKNPGILDKIIYAAKIKSSDIVLEIGCGTGNLTVKLLPLAKKV
ITIDIDSRMISEVKKRCLYEGYNNLEVYEGDAIKTVFPKFDVCTA

NIPYKISSPLIFKLISHRPLFKCAVL 12Q9 QHILKNPLIINSIIDKAALRPTDVVLEVGPGTGNMTVKLLEKAKKVVACELDPRLVAELH 60
SRLTINVKLFCKVTKI C IVKLIPKESSFL T0295 -HLLKNPGILDKIIYAAKIKSSDIVLEIGCGTGNLTVKLLPLAKKVITIDIDSRMISEVK 59
TNF HAT NML N WINNRR WP RR R g3 NIRRRIN RARNIERREN  RRWNIZ $iN,%g3iWig
KQVPVNFPFKKYCLDVLEHLDMCEKRS INLDENDFLKLLLEFNKK
s \ 1209 LQVLVGDVLKTDLPFF PYQISSPFVFKLLLHRPFFRCAILMF 120
(T0295 from CASP7) T0295 KRCLYEGYN-NLEVYEGDAIKTVFPKFDVCTANIPYKISSPLIFKLISHRPLFKCAVLMF 118
P IRIR KKLIAR IR NN KRR IARIRRNNIIRANG RRNINIRRINAE
1209 VAKPGDKLYCRLSINTQLLARV IEPKNPP 180

T0295 YSRLTINVKLFCKVTK! IVKLIPKESS 178
Y KA, R RRRE 3k 1% 33 o3k AkkgE ghzp wEg

Estructura molde

1ZQ9 PPINFY ITF AAFKSSAV! IHCSVHENIIIPEDFSIADK 240

ﬁq 1 S s b e S e
o \\m b 12Q9  IQQIL IDDFIRLLI IHFS 278
‘ ) T0295 CLDVLEHLI INLDENDFLKLLLI HFF 275
”'?q\\w‘ ; . . .
/ L YA Alineamiento de secuencia
/I (72l 4
¢
(PDB 1ZQ9) explotar la similitud 3D entre

una estructura de plantilla conocida
y la secuencia objetivo para
construir modelos

(X-ray structure of T0295, PDB 2H1R) (model of T0295)

Figura 5. Diagrama de flujo esquematico del método de modelado por homologia.
Es un ejemplo representativo del modelado por homologia de Pf-KsgA de Plas-
modium falciparum (di Luccio y Koehl, 2011).
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El tratamiento de estas estructuras moleculares es un método llamado modelado
molecular, técnica que nos permite reconstruir elementos faltantes a partir de secuencias
de aminoécidos y/o estructuras similares con el fin de obtener representaciones que se ase-
mejen mucho a la realidad, este método es también conocido como modelado por homo-
logia (Figura 5) (Adelusi et al., 2022; di Luccio y Koehl, 2011). Por otro lado, es posible
que las estructuras de otras proteinas no se hayan encontrado en ninguna base de datos,
probablemente porque son proteinas dificiles de aislar debido a la estabilidad o nunca
han sido estudiadas, por lo que se puede utilizar otro método llamado modelado ab-initio,
que predice la conformacion secundaria de una proteina a partir de su estructura primaria
y utiliza herramientas de aprendizaje profundo (DL) o Inteligencia Artificial (IA), y por
lo general es computacionalmente exigente (Schauperl y Denny, 2022; Sebastiano et al.,

2021).

2.2.3.4 Docking molecular

Este es uno de los principales métodos computacionales, conocido también como
acoplamiento molecular, es utilizado en el descubrimiento de farmacos y nos permite
predecir la orientacién y energia de unién de las moléculas en los sitios de unién, en
nuestro caso compuestos botdnicos (ligandos [L]) y proteina (receptor [R]) (Figura 6).
La formacion de este complejo proteina-ligando, se describe mediante la energia libre de
Gibbs estandar (ecuacién 2) donde R es la constante real de los gases, 7' la temperatu-
ra absoluta en kelvin y () representa la constante de equilibrio K, o K, (constante de
disociacion)(ecuacién 1). Cuando la reaccién alcanza este punto de equilibrio no queda
ninguna fuerza por ende AG? = 0, reemplazando este valor obtenemos la ecuacién 3,
donde AG representa la energia de unién medido en Kcal.mol~'. (Borea et al., 1998;

Kitchen et al., 2004).

Dependiendo de los objetivos de la investigacion, este método nos permite utilizar

dos enfoques segun la flexibilidad del ligando o receptor, el primer enfoque trata sobre
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el acoplamiento rigido, donde el receptor adopta una conformacién rigida, ocasionando
una limitacién en el espacio de busqueda (Agarwal y Mehrotra, 2016) . Por otro lado,
en base a su complementariedad fisicoquimica, los acoplamientos flexibles aprovechan la
capacidad de torsion y giracion de las moléculas para encontrar diferentes conformaciones
y/o orientaciones (Totrov y Abagyan, 2008). Para ello, el procedimiento de acoplamiento
utiliza dos funciones, la primera funcién se encarga de generar diferentes orientaciones
entre ligando y receptor segin sus grados de libertad, y la otra funcién evalda la fraccién
global energética del complejo formado (Brooijmans y Kuntz, 2003; Kontoyianni et al.,

2004).

[R] [L] [RL]

Figura 6 . Representacion del docking molecular. La figura muestra la unién del ligan-
do [L] (GRL-015) al receptor [R] que es una proteasa de HIV (PDB ID: SCON)
(Kitchen et al., 2004).

(RL
= Koy = 1
Q=K =g M
AG® = AG+ RTInQ @)
AG = —RTInK, 3)

2.2.3.4.1 Funcion de basqueda

La interaccién del ligando con el receptor estard definida por algoritmos estocdsti-

cos, un tipo de método probabilistico, que permite muestrear diferentes conformaciones
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generadas al azar. Entre los enfoques mas usados son el algoritmo de Monte Carlo (MCA)

y el algoritmo genético Lamarckiano (LGA) (Halperin et al., 2002; Westhead et al., 1997).

2.23.4.1.1 Algoritmo de Monte Carlo

Este algoritmo de buisqueda es muy adecuado para el acoplamiento flexible y, por lo
general, actda sobre los grados de libertad del ligando, produciendo conformaciones alea-
torias en las que se comparan las puntuaciones globales inicial y secundaria de acuerdo
con los criterios de Metrépolis (ecuacion 4) para encontrar la conformacién mas favorable

para el ligando en estudio (Hart y Read, 1992; Read et al., 1995).

e genera una configuracion inicial del ligando en el sitio de unidn.

Evalda la configuracioén inicial segtn la funcién de puntuacién.

e Genera una nueva configuracion en el sitio de union y ejecuta una nueva evaluacién

de puntuacion.

Usa el criterio de metrépolis para determinar si la nueva configuracién es aprobada

o desechada.

Repite todos los pasos hasta obtener el numero de configuracion deseadas.

L si () < J(e)
P(f(). () = @

exp(LEOZLE) i f(e) > f(e)

P(f(e),f(e) >na (5)

Dada la ecuacién 4 donde f(e) corresponde a la funcién de puntuacién de la con-
formacién inicial y f(e’) corresponde a la funcién de puntuacién de la conformacion

secundaria, k corresponde a la constante de Boltzmann y 7" representa la temperatura de
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trabajo, segun este criterio la nueva conformacion se aceptada si f(e’) es mayor que f(e)
y a su vez si la funcién de distribucién de Boltzmann supera el numero aleatorio n 4 entre

0y I (ecuacidn 5).

2.2.3.4.1.2 Algoritmo genético Lamarckiano

Este algoritmo adopta el principio de competencia biolégica o evolutiva en su pro-
ceso de busqueda que se basa en la generacion de una poblacién de soluciones, que se
aplica en cada punto de la estructura del ligando como una variable los cuales se agru-
pan en genes, estas variables son las coordenadas, La rotacién y dngulos, todos juntos se
consideran como un cromosoma que es el complejo ligando-receptor. El punto de partida
del algoritmo es la formacion de conformaciones generadas aleatoriamente, cada una de
las cuales se evalua frente a una funcién de puntuacion, a partir del cual se seleccionan
los mejores candidatos a los que se aplican mutaciones y/o recombinaciones aleatorios a
estas conformaciones para crear una nueva generacion de conformaciones. y asi sucesiva-
mente, hasta completar las generaciones deseadas (Fuhrmann et al., 2010; Morris et al.,

1998; L. Wang et al., 2008).

2.2.3.4.2 Funcion de puntuacion

La funcién de puntuacién (ecuacion 6) es un método de aproximacion matematica,
y es parte importante del procedimiento de acoplamiento molecular ya que nos permite
estimar la afinidad de union (AGy,,,q) de cada conformacion obtenida por las funciones
de busqueda (X. Hou et al., 2013), que incluyen interacciones de van der Waals (AG,qw),
la orientacion de los enlaces de hidrogeno (AG pponq) que depende de su dngulo de torsién
(), y por otro lado estd el potencial electrostitico (AG.;..) del Coulomb, el parametro de
desolvatacion (AG,;) basado en el volumen atémico (V') y los pardmetros de solvatacién

(.5), y finalmente la pérdida de entropia proporcional al los ejes de torsién de la molécula
(N tor)-
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2.2.3.5 Simulacion dinamica

Enfoque conocido también como Dindmica Molecular, es una técnica que nos per-
mite simular el movimiento de un conjunto de particulas dentro de un espacio tridimensio-
nal bajo condiciones determinadas (Hansson et al., 2002), tiene diversas aplicaciones en
el campo de la biofisica como el estudio de macromoléculas bioldgicas (dcidos nucleicos
6 proteinas) (Karplus y McCammon, 2002). El propdsito de esta técnica es entender las
transiciones conformacionales relacionadas a la funcionalidad biolégica de las macromo-
lécula. En el campo del descubrimiento de drogas in-silico esta técnica es cominmente
usado para validar los resultados del docking molecular (Hollingsworth y Dror, 2018),
para ello dependiendo de la complejidad del sistema se realizan distintos tiempos de si-
mulacién (Figura 7), al mismo tiempo se limita al poder computacional al que se puede

acceder (Lindahl, 2008).
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vibracién de relajacién  rotacion de difusion de o .
longitud de enlaces deagua lipidos lipidos plegado normal biology
atomicos  rotacion alrededor transporte en plegado répido de proteinas sintesis de plegado de
de los enlaces canales ionicos de proteinas ribosomas  proteinas de membrana
| | | | | | |
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Tiempo accesible a la simulacion de detalles atémicos hoy en dia

Figura 7 . Rango de los tiempos de escala para simulacion de sistemas biomolecula-
res. De izquierda a derecha, las escalas de tiempo van desde 1 fs hasta més de 1
segundo, dependiendo del tamafio del sistema a simular. En el caso de sistemas
grandes, necesitardn mds poder de computo para lograr simulaciones de hasta
mads de 1 microsegundo (Lindahl, 2008).

2.23.5.1 Conceptos fundamentales:

2.2.3.5.1.1 Mecanica molecular:

Utiliza fundamentalmente la segunda ley de la fisica de Newton, considerando las
coordenadas de los &tomos como particulas cldsicas, para predecir la aceleracién a partir
de la fuerza el que nos da como resultado una trayectoria que nos dard el movimiento
de cada particula (z) en funcién del tiempo (¢) (ecuacién 7) donde (au(rN )) describe la
energia potencial de (V) particulas, que dependen de las coordenadas cartesianas de cada

atomo (7;) (Chipot, 2003)

m; dQZQ(t) = fi(t)
(9V(7“N ) )
M=o

2.23.5.1.2 Campo de fuerza:

El campo de fuerza es una representacion de las fuerzas que gobiernan la dindmi-
ca molecular, es una expresion matematica que depende de las coordenadas del nicleo
atémico, y su funcién es describir las interacciones entre dtomos enlazados y las inter-
acciones entre 4tomos no enlazados (Figura 8), utilizando los pardmetros de la mecénica

cudntica hasta las propiedades de Van ders Waals (Durrant y McCammon, 2011; Lee et
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al., 2016).

Enlazados No enlazados

A h\

r N\ 7
V Au Blr qlq/
E=XK@-1) +XK0-6) + X —r[l+cosnp-9] + X [z~ 77+ % ]

total

bonds angles dihedrals 1< i i i

r

— 0 W
0 o5° o67° P o

Figura 8 . Ecuacion utilizadas para describir las fuerzas que gobiernan el movimien-
to de las moléculas.. Los dtomos unidos entre si se mueven de manera diferente
debido a su enlace, pueden ser como resortes o rotatorios en comparacién con
aquellos que se mueven mas linealmente debido a las fuerzas de Van der Waals
(Durrant y McCammon, 2011).

2.2.3.5.1.3 Propiedades termodindmicas:

Durante las simulaciones, el movimiento de las particulas se ve perturbado por
las fuerzas que gobiernan la mecdnica cldsica. Pero para lograr condiciones similares
a la naturaleza se requieren variables termodindmicas, que operan bajo pardmetros de
temperatura y volumen constantes (NVT) y pardmetros de temperatura y presion constan-
tes (NPT), también conocidos como ensambles microcanénicos de termostatos, barostatos
y nimeros constantes de particulas en sistemas de simulacion molecular. Permitiendo asi

predicciones mds precisas (Binder et al., 2004).
2.2.3.5.1.4 Condiciones periddicas de contorno:

También conocido como Periodic Boundary Conditions (PBC), es un método de
facilitacion de la dindmica molecular que permite el correcto equilibrio de las concen-
traciones atémicas en un espacio reducido, en otras palabras permite que las moléculas,
atomos o iones se desplacen hacia fuera del borde de la simulacién y reaparezcan por el
borde opuesto con la misma velocidad y energia (Fig. 9.A). Técnicamente es el espacio en
el que se va a replicar las caracteristicas de un sistema en condiciones naturales (Chipot,
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2003) , para realizar la simulacién, dependiendo de las dimensiones, este permitird un nu-
mero limitado de particulas (Agua, Na, Cl, complejos), en el cual se define un sistema de

3 dimensiones denominado caja (Figura 9) (Dzwinel et al., 1991; Louwerse y Baerends,

2006).
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Figura 9. Caja de simulaciéon dinamica en 2D y 3D. A) Una vista 2D de las condicio-
nes periddicas de contorno (PBC). B) Una vista 3D de una caja de simulacién
que contiene una proteina y moléculas de agua, donde el espacio analitico para
cada atomo estd dado por la variable ¢ que representa la posicién del dtomo y j
que representa la posicion del molécula adyacente (Chipot, 2003).

2.2.3.5.2 Algorithmo basico:

El momento previo a la simulacién de proteinas requiere de la preparacién de sis-
temas con todas las particulas intactas incluyendo heterodtomos o ligandos el cual sera el
archivo de entrada para la dindmica molecular. Al principio, se aplica el campo de fuerza y
asigna una velocidad inicial aleatoria a cada particula del sistema (Berendsen et al., 1995).
Luego realiza calculos de fuerza en cada particula y los combina con las ecuaciones de
movimiento para asignar nuevas coordenadas y velocidades a cada particula. Finalmente,
realiza calculos de energia y propiedades termodindmicas (Binder et al., 2004), que serdn
almacenadas en el archivo de trayectoria para luego terminar o continuar con el bucle

hasta finalizar con el nimero deseado de pasos de simulacion (Figura 10) (Hospital et al.,
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2015; Lindahl, 2008).

Inicio datos de entrada:
Funciones de interaccién V(r) - "campo de fuerza"
coordenadas r, velocidades v.

Se realiza los calculos de velocidad,
potencial, fuerzas y desplazamiento

.
»

Repetir para n cantidad de pasos

actualiza las coordenadas y las
velocidades segun la ecuacién del movimiento

recoge estadisticas y escribe
energias/coordenadas en los
archivos de trayectoria

NN
NN

¢ mas pasos ?

i Terminado !

Figura 10 . Diagrama de flujo simplificado de una simulacién de dinamica molecular
tipica. Se refleja laidea béasica de generar movimiento de estructuras calculan-
do funciones de potencial e integrando las ecuaciones de Newton, Schrodinger,
para después para evaluar las propiedades de equilibrio del sistema. paso que
dura entre 1 0 2 fs (Lindahl, 2008).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Debido a la naturaleza de los datos, en esta investigacion se empled un disefio
predictivo observacional, mediante herramientas in silico, para estudiar metabolitos de
plantas andinas sobre la estructura alostérica de la proteina S en tres variantes (WT, Delta
y Omicron). En este estudio, se evaluaron las interacciones de puentes de hidrégeno,
las poses de interaccién y las energias de interaccion obtenidas por docking molecular.
Ademds se compararon los cambios estructurales de las variantes y la estabilidad de los

ligandos durante simulaciones de dindmica molecular.

3.2 POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 Poblacion

La poblacion en estudio esté representada por metabolitos de plantas andinas. La
mayoria de estos fueron identificados mediante técnicas de GC/MS y LC/MS. Estos me-
tabolitos fueron extraidos de la base de datos PubChem tras una exhaustiva buisqueda

bibliografica.
3.2.2 Muestra

La muestra de estudio estd representada por 554 metabolitos de plantas andinas
que obedecian a los criterios de inclucién, obedeciendo a lo pardmetros de Absorcidn,
Distribucién, Metabolismo y Excreciéon (ADME) y regla cinco de Lipinski (Ro5). Los
andlisis de acoplamiento y simulacién se realizaron agrupando estos metabolitos segtin
las variantes WT, Delta y Omicron. Posteriormente, se procedié a enfrentar dichos grupos

contra la estructura alostérica de la proteina S del SARS-CoV-2.
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3.3 LUGAR Y AMBITO DE ESTUDIO

Las plantas andinas peruanas objeto de esta investigacion se encuentran dentro de
la extensa region andina de América del Sur, que se extienden a lo largo de la cordillera de
los Andes, esto abarca paises como Perd, Ecuador, Bolivia, Colombia y parte de Argentina
y Chile. Estas plantas se encuentran en diversos ecosistemas, desde zonas de pdramo hasta
bosques hiumedos tropicales, en un rango de coordenadas que varia aproximadamente
entre 10° Ny 47° S de latitud y 70° W y 81° W de longitud. Es importante destacar que
muchas de estas plantas medicinales, aunque son nativas en esta regién, tambien se han
diseminado en otros continentes debido a su resistencia y adaptabilidad, siendo usadas de

manera similar en las pricticas de medicina tradicional en otras partes del mundo.

Este estudio fue llevado a cabo en un entorno de trabajo personalizado, dotado con
una estacion de trabajo de dltima generacion con sistema operativo Ubuntu 18.04.03 LTS,
con un procesador RyZen 9 5950X de 32 nucleos y un procesador grafico RTX3090 de 24
GB GDDR6, que permite una alta capacidad de procesamiento y una eficiencia Optima.
Cabe destacar que la mentoria recibida por parte de LaModel fue clave para la correcta

ejecucion del andlisis de los datos de simulacién bioinformaética.

3.4 RECURSOS BIOINFORMATICOS

Este estudio requirié de una serie de herramientas y recursos bioinforméticos so-
fisticados para su realizacion, los cuales fueron esenciales para procesar y analizar los
datos de manera eficiente y precisa, asi como para visualizar los resultados de manera
comprensible. Estos recursos se dividen en cuatro categorias: biologia estructural y qui-
mica computacional, andlisis estadistico y bioinformadtico, visualizacién de estructuras
quimicas y edicién de imédgenes, y servidores web. En las siguientes tablas se muestra el

nombre, descripcion, proposito y direccion web donde pueden ser accedidos cada uno de
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estos recursos.

Tabla 2. Programas y paquetes de biologia estructural y quimica computacional

Programa o pa- Descripcion Web
quete
Open Babel v2.4.1  Open Babel es un paquete de software de cddi- http://openbabel.org/

Selenium v4.7.2

MGLTools v1.5.7

Vinav1.2.3

AutoDock-GPU

PLIP v.2.1.6

Gromacs v 2021.4

go abierto con diferentes funcionalidades, principal-
mente para la conversién de formato de estructuras
quimicas moleculares (ligandos).

Es una herramienta de c6digo abierto para pruebas
automatizadas en navegadores web, que nos permite
minar en los datos alojados en determinada web de
interés, gracias a sus herramientas de grabar, copiar,
editar y depurar una pagina web.

MGLTools es un paquete de software de bioquimica
que incluye tres utilidades diferentes de visualiza-
ci6én y andlisis molecular.

AutoDock Vina es un software de Docking mole-
cular, que opera bajo un algoritmo de busqueda y
puntuacion, y es significativamente mas rpido que
Autodock 4. Es particularmente titil cuando se trata
de filtrar una libreria gigantesca de ligandos.

AutoDock GPU es una versiéon mejorada de Auto-
dock 4 en términos de precision y rendimiento, y es
un software de simulacién. Es particularmente eficaz
para los acoplamientos proteina-ligando para encon-
trar medicamentos antivirales.

perfilador de la interaccién Proteina-Ligando
(PLIP), es un programa de cédigo abierto que de-
talla las interacciones proteina-ligando, detectando
enlaces de hidrégeno, contactos hidrofébicos, puen-
tes salinos, puentes de agua, complejos metdlicos
y enlaces halégenos entre ligandos y receptores.
Su uso principal es el andlisis y visualizacion de
resultados de acoplamiento molecular.

GROMACS es un programa de cédigo abierto de al-
to rendimiento para simular la dindmica molecular
de sistemas con cientos de millones de particulas.
Se usa comuinmente en el descubrimiento de farma-
cos y simulacién de canales i6nicos.

https://www.seleni
um.dev/

https://ccsb.scripps
.edu/mgltools/

https://vina.scripps
.edu/

https://catalog.ngc.
nvidia.com/

https://plip-
tool.biotec.tu-
dresden.de/

https://www.gromac
s.org/
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Tabla 3. Programas y paquetes estadisticos y andlisis bioinformatico

Programa o pa-
quete

Descripcion

Web

Jupyter Notebook
v4.4.1

Pandas v1.1.5

Numpy v1.19.5

Matplotlib v3.4.3

SciPy v1.7.1

MDAnalisys v2.3.0

Es una interfaz ejecutar c6digo, textos, formulas ma-
temadticas, grificos. Muy ttil como plataforma de
andlisis estadistico de datos.

Es un paquete de andlisis de datos usado para el len-
guaje de programacién Python. Ayuda a la manipu-
lacién de datos y operaciones para trabajar con ta-
blas numéricas y series de tiempo.

NumPy es un paquete de cédigo abierto para Python,
permite la creacién de vectores y matrices multidi-
mensionales, asi como una gran cantidad de funcio-
nes matemadticas avanzadas para operar sobre ellos.

Matplotlib es un paquete de Python para generar
gréficos estadisticos con calidad de publicacién a
partir de datos contenidos en listas o matrices.

SciPy es un paquete de cddigo abierto para Python.
Contiene médulos para optimizacion, dlgebra lineal,
integracion, interpolacién, funciones especiales y
otras tareas cientificas y de ingenieria.

MDAnalysis es un paquete de Python para analizar

datos de simulaciones de sistemas biol6gicos a esca-
la molecular.

https://jupyter.org/

https://pandas.org/

https://numpy.org/

https://matplotlib
.org/

https://scipy.org/

https://mdanalysis
.org/

Tabla 4. Programas para visualizacion de estructuras quimicas y edicién de imagenes

Programa o pa- Descripcion Web
quete
PyMOL v2.5.2 Es un programa que permite visualizar imdgenes 3D  https://pymol.org/

VMD v1.9.4a55

Molywood v0.2

Inkscape v1.2

de alta calidad de moléculas pequefias y macromo-
léculas biolégicas.

Visual Molecular Dynamics es usado para la visuali-
zacion en 3D y andlisis de sistemas bioldgicos como
proteinas, dcidos nucleicos, ensamblajes de bicapa
lipidica, etc.

Molywood, es una herramienta intuitiva que se ba-
sa en las capacidades de VMD para la renderizacién
de las trayectorias de simulacion y generacién de vi-
deos.

Es un editor de graficos vectoriales de codigo abier-
to en el que puede crear y editar diagramas, lineas,
graficos e ilustraciones complejos.

www.ks.uiuc.edu/

https://molywood

https://inkscape.org/
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Tabla 5. Servidores WEB
Servidor Descripcion Web
PubChem PubChem es una base de datos gratuita sobre peque-  https://pubchem.gov/

SwissADME

SWISS-MODEL

CharmmGUI

GISAID

flas moléculas organicas y sus actividades en ensa-
yos bioldgicos. Este nos ayuda a vincular la infor-
macién quimica con la investigacién biomédica y la
informacidn clinica, organizando los datos de nume-
rosas bases de datos en un todo unificado.

SwissADME es una herramienta web que brinda ac-
ceso gratuito a un conjunto de modelos predictivos
répidos y robustos de propiedades fisicoquimicas,
farmacocinéticas, afinidad de farmacos y compati-
bilidad quimica con medicamentos.

Es un servidor automatizado, para tareas de modela-
do por homologia de estructuras 3D de proteinas.

Es una plataforma web ideal para construir sistemas
complejos de forma interactiva y preparar archivos
de entrada para protocolos de simulacién utilizando
paquetes de simulacién como CHARMM, NAMD,
GROMACS, AMBER, OpenMM, entre otros.

GISAID, una iniciativa cientifica global establecida
en 2008, que brinda acceso abierto a datos gendmi-
cos sobre los virus de la influenza y los coronavirus
responsables de la pandemia de COVID-19. Ademaés
de facilitar la epidemiologia genémica y la vigilan-
cia en tiempo real para contener la aparicién de nue-
vas cepas de COVID-19 a nivel mundial.

www.swissadme.ch

swissmodel.expasy
.org

www.charmm-
gui.org

https://gisaid.org/

3.5 METODOLOGIA

3.5.1 Elaboracion de base de datos de metabolitos y modelado de proteina

3.5.1.1 Preparacion de una biblioteca de metabolitos de plantas andinas

3.5.1.1.1 Fundamento

Esta biblioteca es una base de datos de estructuras quimicas, las cuales se denomi-

nan ligandos. Estos ligandos no son mas que los metabolitos de las plantas que utilizare-

mos en este estudio. Es comtin encontrar estos ligandos en un formato entrada simplifi-

cada de datos moleculares en una sola linea (SMILE), por lo que el propédsito de preparar

esta biblioteca con los metabolitos de plantas andinas, es el de proporcionar una lista de
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ligandos para los ensayos de acoplamiento molecular. Su preparacion consiste en conver-
tir el formato lineal a un formato tridimensional con caracteristicas adicionales de estas

moléculas, como el pH, el campo de fuerza y la presencia de hidrégenos polares.

3.5.1.1.2 Procedimiento

La lista de metabolitos de plantas andinas peruanas se construy$ mediante una revi-
sion meticulosa de articulos en PubMed y ScienceDirect. Estos se seleccionaron a través
de la consulta "Peruvian medicinal plants, botanical metabolites (Flavonoids, secondary
metabolites, essential oils, alkaloids)", y luego, con los nombres de los metabolitos recopi-
lados, se busc6 cada metabolito en formato SMILE utilizando la técnica de WebScraping
(Anexo 1.) en la base de datos de PubChem con la herramienta Selenium (Nyamathulla

etal.,2021).

Dado que los remedios herbales utilizados para el resfriado en los Andes peruanos
se consumen por via oral, es decir, a través de infusiones, se realizé un anélisis de biodis-
ponibilidad oral en la lista compilada de metabolitos utilizando la regla 5 de Lipinski y las
propiedades ADME del servidor SwissADME (Daina et al., 2017). A continuacidn, las
estructuras quimicas se obtuvieron mediante la conversion secuencial del formato SMILE
a formato de datos de estructura (SDF), luego al formato PDB y finalmente al formato
PDB con carga parcial (Q) y tipo de dtomo (T) (PDBQT), con el software OpenBabel
(O’Boyle et al., 2011). A las estructuras de los metabolitos se les afiadieron los hidroge-
nos polares a pH 7,4, seguidos de una minimizacion energética utilizando el campo de
fuerza MMFF96. Cada uno de estos procedimientos se llevé a cabo utilizando un script

en bash (Anexo 2.) que automatiza cada paso para cada metabolito.
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3.5.1.2 Modelado de la proteina Spike y variantes

3.5.1.2.1 Fundamento

Las proteinas, que son moléculas significativamente mds grandes en comparacion
con los ligandos, son estructuras tridimensionales que se obtienen mediante cristalografia
de rayos X, RNM o Crio-EM. Estas estructuras se almacenan en bases de datos como
PDB vy para los fines de nuestros ensayos de acoplamiento molecular y simulacién, se
les llamard “receptores”. Si la estructura de la proteina tiene muy poca resolucién o es
desconocida, se emplea el método computacional conocido como modelado por homolo-
gia. Este método consiste en encontrar una estructura con una secuencia de aminodcidos
similar y utilizarla como plantilla para reconstruir la estructura de la proteina que que-
remos estudiar, intentando replicar caracteristicas clave de la estructura inicial. Durante
este proceso de preparacion, se detectan y reparan los dtomos de hidrégeno, los enlaces
faltantes y los elementos rotos de la estructura, todo ello con el objetivo de mejorar la
representacion de la proteina en condiciones naturales y asegurar su realismo biolégico.
Esto es importante en el descubrimiento de farmacos para que estos receptores protéicos

actien como objetivos farmacoldgicas.

3.5.1.2.2 Procedimiento

Se obtuvo la estructura 3D de la proteina S de SARS-CoV-2 del archivo COVID-19
de CHARMM-GUI (Jo et al., 2008), disponible en www.charmm-gui.org/docs/archive/covid19.
A esta estructura, para el propdsito de este trabajo, se le denominé Variante Salvaje o Wild
Type (WT), ya que se basa en la secuencia inicial del SARS-CoV-2 (Wrapp et al., 2020).
Esta estructura sirvié como referencia para el modelado por homologia. Las secuencias
EPI-ISL-9427681 y EPI-ISL-9427016, correspondientes a las variantes Delta y Omicron,
respectivamente, se extrajeron de la plataforma GISAID (Shu y McCauley, 2017). A partir

de estas, se obtuvo la secuencia de la proteina S. Estas secuencias se utilizaron junto con
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la proteina de referencia en la plataforma de modelado por homologia llamada SWISS-
MODEL (Waterhouse et al., 2018) para construir modelos estructurales de proteinas Spi-
ke para las variantes Delta y Omicron. La reconstruccién de glicanos (Anexo 4.), en las
variantes Delta y Omicron se realizé en el médulo "PDB Reader"disponible en el servi-
dor CHARMM-GUI, siguiendo el método descrito en (Woo et al., 2020). Finalmente, a
cada variante se le afiadieron cargas Gasteiger’Marsili e hidrégenos polares para luego
convertirlas al formato *.PDBQT utilizando el programa MGLTools v1.5.7 (Morris et al.,
2009), el cual también se empled para calcular las coordenadas y el volumen de la caja de

simulacién para el acoplamiento molecular.

3.5.2 Filtracion de los metabolitos con mayor energia de interaccion

3.5.2.1 Virtual screening

3.5.2.1.1 Fundamento

Esta es una técnica computacional disefiada para seleccionar de grandes bibliotecas
de ligandos, aquellas que tienen una mejor probabilidad de actividad bioldgica. Esta tarea
es una forma rdpida y rentable de identificar moléculas potencialmente ttiles en com-
paracién con los métodos experimentales. Su método se basa en el algoritmo de Monte
Carlo (MCA) el cual es un método estocastico, que consiste en una serie de pasos de bus-
queda que parten de conformaciones aleatorias e implementan la optimizacion sucesiva

en funcién a la energia de interaccion.

3.5.2.1.2 Procedimiento

Se realiz6 el filtro de posibles fairmacos a partir de la biblioteca de plantas andinas
previamente preparada, sobre el sitio alosterico de la proteina Spike para cada variante
utilizando un bash script (Anexo 2.) junto con el programa Autodock Vina v1.2.3 (VINA)

(Trott y Olson, 2010) , donde se ajustd la caja de simulacién basados en los residuos
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Ala522 y Lys528 en el sitio alostérico reportado por (Fallon et al., 2021), el cual también
es usado de referencia para otras variantes, de modo que los parametros de busqueda
para VINA fueron: coordenadas de la caja de simulacién (z = —34,036,y = 9,797,z =

232,347), dimensién de la caja (45Ax45Ax45A) y un nivel de exhaustividad de 20.

3.5.2.1.3 Seleccion del top 50

El ensayo de virtual screening nos proporciona diez resultados posibles por cada
metabolito. De estos diez, seleccionamos el resultado que muestra la energia de interac-
ciéon mads baja, ya que se considera que representa la mejor conformaciéon de unién del
ligando al receptor. Una vez que hemos obtenido estas energias representativas, las fil-
tramos en orden ascendente para toda la biblioteca de metabolitos. Para seleccionar los
metabolitos mas prometedores, elegimos aquellos que muestran energias representativas
inferiores a —6 kcal.mol~!. Esta seleccién nos proporciona un conjunto representativo
de los 50 metabolitos con la mejor afinidad potencial por el sitio alostérico de la proteina

S.

3.5.3 Seleccion de las mejores poses de interaccion

3.5.3.1 Docking molecular

3.5.3.1.1 Fundamento

El docking molecular es una técnica computacional que se utiliza para estudiar la
interaccion entre las moléculas de ligandos y proteinas. AutoDock4 (ADT4), un software
tradicionalmente utilizado para este proposito, se basa en el algoritmo genético Lamarc-
kiano (LGA). Este algoritmo utiliza principios de evolucién biolégica para facilitar la
busqueda global del mejor acoplamiento del ligando con receptor. Ademads, emplea el

algoritmo de Solis-Wets (SWA) para refinar estas interacciones a nivel local.
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3.5.3.1.2 Procedimiento

Una vez seleccionados los 50 mejores metabolitos mediante el proceso de virtual
screening, se llevd a cabo un segundo acoplamiento molecular utilizando una versién
mas reciente de AutoDock, denominada AutoDock-GPU (ADT-GPU) (Santos-Martins et
al.,2021). Para preparar la simulacion, se usé AutoGrid4 para generar las coordenadas y
dimensiones de la caja de simulacién, que se mantuvieron iguales a los valores utilizados
en el proceso inicial con VINA. En cuanto a los pardmetros de busqueda para ADT-GPU,
se establecieron en 25 millones de evaluaciones y 200 corridas para cada ligando (Anexo

3.).

3.5.3.1.3 Analisis de la interaccién de docking molecular

Para el andlisis de acoplamiento de cada ligando, se selecciond la pose dptima en
funcién de 2D-Score (Blanco Capurro et al., 2019), que asigna puntajes en funcién de
las variables de energia de unién (AFE) y poblacién agrupada (pop) (ecuacién 1). Cada
pose seleccionada se filtré segin su energia de interaccidn para obtener los 3 principales
metabolitos con posible actividad antiviral para cada variante. A continuacidn, las mejores
poses de interaccion se analizaron utilizando el programa PLIP v.2.1.6 (Salentin et al.,

2015), que revela los tipos de interacciones entre el compuesto y la proteina en estudio.

2D — score = —1%[Z — score(AE)| + Z — score(pop) ey
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3.5.4 Exploracion de estabilidad y flexibilidad del complejo Proteina-Ligando

3.5.4.1 Simulacion de dinamica molecular

3.5.4.1.1 Fundamento

La simulacion de dinamica molecular, se fundamenta en las ecuaciones de la me-
canica clésica (ecuaciones de Newton), es empleada para estudiar la funcionalidad de
biomoléculas como proteinas, dcidos nucleicos, compuestos quimicos, etc., con un nivel
de detalle que los microscopios electronicos no pueden alcanzar. En el campo del descu-
brimiento de farmacos, este método es crucial para modelar y analizar el movimiento de
cada particula atomica dentro de los sistemas moleculares. Lo que nos permite observar
como los complejos proteina-ligando se mantienen estables o cambian durante periodos
de tiempo extremadamente cortos, frecuentemente desarrollados en escalas de nanose-

gundos.

3.5.4.1.2 Procedimiento

Para explorar la estabilidad del complejo proteina-ligando de cada variante de la
proteina S, se prepard la topologia de los sistemas de simulacién basado en los resultados
del docking molecular, utilizando el aplicativo “solution builder” del servidor CHARMM-
GUI (Jo et al., 2008), en el que se utilizé6 “CHARMM36(m)” como campo de fuerza en la
proteina S y el campo de fuerza general CHARMM (CGenFF) en el ligando, a continua-
cién, el modelo de agua se construyé utilizando TIP3P y se agregaron concentraciones
fisioldgicas de iones cloro (C17) y sodio (Na™t) a 0,15 M en cada complejo. Estos siste-
mas son exportados con “CHARMM-GUI-input generator” (Lee et al., 2016) aplicacion
de la plataforma CHARMM-GUI que genera archivos de entrada para la simulacién con

el software GROMACS v 2021.4 (Abraham et al., 2015).

La simulacién de dindmica molecular se realizo en cuatro pasos: 1) fue la minimi-
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zacion de energia, que utiliza el algoritmo de pasos descendentes con 5000 pasos, con el
objetivo de encontrar una energfa por debajo de 10 kJmol~'nm para eliminar malos con-
tactos, 2) la equilibracion NVT consistio en equilibrar la temperatura del sistema a 310 K
(37 °C") durante 5 ns, el cual emplea el termostato Berendsen, 3) se procedi6 con la equi-
libracién NPT que consiste en equilibrar la presion del sistema a 1 atm durante 10 ns,
para lo cual utiliza el barostato Parrinello-Rahman, 4) finalmente se realiza la produccién
que es la dindmica molecular del sistema, en la que para cada trayectoria se realizé con
una duracién de 250 n.s y su integracién por pasos cada 2 fs. Durante la generacion de la
trayectoria, la integracion de la temperatura y la presion constantes se realiz6 con el algo-
ritmo leap-frog. Al mismo tiempo, se utiliz6 el algoritmo Solucionador de restricciones
lineales (LINCS) para restringir las interacciones en la fase de equilibrio y el algoritmo

Particle Mesh Ewald (PME) para restringir las interacciones idnicas de largo alcance.

3.5.4.1.3 Analisis de simulacion molecular

El producto de una dindmica molecular es la trayectoria de simulacién, que contie-
ne toda la informacion sobre el movimiento de las particulas del sistema bioldgico. Este
movimiento de particulas nos permite analizar la desviacion media cuadritica (RMSD),
que representa la distancia media que recorre la columna vertebral de la proteina (C«),
donde mientras mas grande sea esa distancia indicara el cambio conformacional que pue-
da tener la proteina a lo largo de la simulacién. por otro lado, la fluctuacién media cua-
dratica (RMSF), representa la distancia de fluctuacién que recorren los residuos de la
proteina desde su posicion de referencia. Finalmente el nimero de contactos (NC), que
representa la cantidad de contactos que ocurren entre el ligando y el sitio de acoplamiento

de la proteina durante toda la trayectoria.

56

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

3.6 ANALISIS DE DATOS Y GRAFICOS

El andlisis estadistico de los datos proporcionados por el virtual screening se reali-
z6 mediante el analisis de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para la distribucion de
los resultados de interaccion para cada variante, ademads, se realizé la prueba de Kruskal-
Wallis para evaluar diferencias significativas entre los resultados de las 3 variantes. estas
fueron desarrollados en Jupyter notebook (Kluyver et al., 2016), utilizando para ello las
librerias Pandas, Numpy, Matplotlib y scipy. Por otro lado, tras la evaluacién del acopla-
miento molecular de los mejores 3 metabolitos, se realiza la determinacién de la constante
de disociacion (K d) a partir de la energia de interaccion (A(G) mediante la ecuacion (3)

(Borea et al., 1998).

Después, para analizar la dindmica molecular, se realizo un centrado de las tra-
yectorias para evitar saltos y/o separacion de proteinas, luego se redujeron los marcos
de trayectoria a 1000 fotogramas. Por lo tanto, el andlisis de estabilidad del complejo
proteina-ligando, se realizé utilizando la biblioteca MDAnalysis (Gowers et al., 2016),
que permiti6 analizar el RMSD, RMSF y el NC. Cada uno de estos andlisis se represen-
t6 graficamente a través de la libreria pyplot. Finalmente, la representacion de imagenes
estructurales del acoplamiento molecular y la visualizacién de trayectorias se realiz6 uti-
lizando el software VMD v1.9.4a55 (Humphrey et al., 1996), y para la representacién de

trayectorias en video, se utiliz6 el software Molywood v0.2 (Wieczor et al., 2020).
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COMPUESTOS BOTANICOS
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Figura 11 . Flujograma general de los procedimientos bioinformaticos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 LIBRERIA DE COMPUESTOS ANDINOS Y GLICOPROTEINA TRIMERI-
CA SPIKE

4.1.1 Metabolitos de plantas medicinales andinas

Tras la revision bibliografica, se consideraron los metabolitos de 61 especies de
plantas medicinales que se encuentran en los Andes peruanos. La mayoria de estas plantas
son usadas para tratar enfermedades respiratorias, algunas de ellas descritas también en
zonas de costa y selva del Pert (R. Bussmann y Glenn, 2010; Ruiz et al., 2015; Serrano
etal.,2021; Yénez et al., 2011). A pesar de ser un pais muy diverso en cuanto a su flora,
hay pocos reportes sobre compuestos activos de las plantas medicinales, en especial de
aquellas que son muy endémicas, y ain menos una caracterizacion a nivel genémico. De
estas plantas, se ha logrado construir una biblioteca con un total de 1068 metabolitos
diferentes, en su mayoria obtenidos por técnicas de GC/MS y LC/MS (Aabideen et al.,
2020; Farag et al., 2013; Idris et al., 2019; Massadeh et al., 2022; Schiitz et al., 2004;

D.-S. Yang et al., 2021).

Estos compuestos, para ser considerados farmacos orales, han sido evaluados cuali-
tativamente segtin la regla 5 de Lipinski (Tabla 1). De este analisis se observa que el 90 %
de las moléculas tienen un peso molecular < 500 g/mol (Figura 12B), ademas, la lipofili-
cidad (LogP) de estas moléculas muestra que ~ 85 % es hidréfila con un valor LogP < 5
(Figura 12D), y que por un lado, las moléculas que respetan el niimero de donantes y
aceptores de hidrégeno suponen el 95% del total de moléculas (Figura 12C y E). Todos
estos datos consistentes muestran que el 67,2 % (718) de los metabolitos no transgreden la
regla 5 de Lipinski (Figura 12A). Sin embargo, algunas moléculas con muy bajo peso mo-
lecular y/o con valor muy bajo de lipofilicidad no son aptas para pruebas experimentales,

en algunos casos, segun refieren algunos autores, estos pueden resultar inestables, pro-
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clives a interferir en ensayos bioldgicos, o incluso resultar en compuestos téxicos (Baell
y Holloway, 2010; Bruns y Watson, 2012), por lo que se procedio a eliminarlas de la lista,

para finalmente, obtener una biblioteca de 554 metabolitos (Anexo 6.).

6001
A B = 500 g/mol c HBD < 5

150 5001
© ©

3 3400 1
#:0 2 00 o

g 2300
() L

el 3200,
67.2 % * 307 *

100

0+ 0 loagon . .. .
0 200 400 600 800 1000 0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 125
g/mol HBD
150 400
- D E*°1
125 LogP < 5 oct/H20 HBA < 10

: 8 8300
#3 Bl £
O o
Q Q9
o 75 o

= E200
3 50 3

* #1001

#:1 25
#:
(Numero de oLt I_Il_llv_lﬂﬂr\r\””n Qo

o

Transgresiones a Ro5) ) -5 0 5 10 0 5 10 15 20 2‘5
MLogP HBA

Figura 12 . Analisis por regla cinco de Lipinski de los 1068 metabolitos de plantas
andinas. A) Grifico de tortas, agrupado por el numero de transgresiones a la
regla 5 de Lipinski. B-E) Histogramas que representan el niimero de metabo-
lito por peso molecular (g/mol), hidrégenos donadores (HBD), lipofilicidad
(LogP) e hidrégenos aceptores (HBA) respectivamente.

Para el disefio ideal de farmacos, ademads de tener alta biodisponibilidad oral, algu-
nos autores mencionan que se debe considerar la buena absorcion gastrointestinal (GIA)
y la permeacién de la barrera hematoencefdlica (BBB) (Daina y Zoete, 2016). Por esta
razon, después de filtrar los 554 metabolitos, se us6 una grafica de huevo hervido (Boiled-
egg) para ilustrar la cantidad de moleculas que pueden cruzar cada barrera (Figura 13).
En este grafico, cada punto representa un compuesto afectado por su valor de lipofilicidad
(WLOGP) y la polaridad superficial (tPSA), donde el 92,6 % (513) representa aquellos
moleculas que pueden atravesar la membrana intestinal abarcando toda el drea de la clara,
por si solo, el drea de la yema representa el 87 % (482) de metabolitos que pueden pasar
a través de la BBB, en cambio el reconocimiento de posibles sustratos de la glicoproteina
P (P-gp) se distinguen por PGP- y PGP+. Esto ultimo representa la afinidad que pueden
tener las moléculas por la P-gp que es un transportador activo de una gran variedad de

farmacos fuera de las células (D. Li et al., 2014).
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Figura 13 . Distribucion grafica de 554 metabolitos de plantas andinas, utilizando el
modelo de prediccion de permeacion intestinal y cerebral. Cada punto re-
presentado en el gréifico corresponde a un compuesto fitoquimico distinguido
por azul y celeste, que indica afinidad negativa o positiva por la glicoproteina
P (P-gp). Los puntos dentro del circulos gris representan metabolitos que exhi-
ben una alta absorcion gastrointestinal (GIA) (n = 513), y el érea del circulo
naranja representa a los metabolitos que se prevé que tengan una buena per-
meabilidad de la barrera hematoencefélica (BBB) (n = 482).

En el Peru la riqueza y la variedad de plantas medicinales es muy diversa, mu-
chas de ellas pueden albergar una gran cantidad de metabolitos interesantes y utiles. Sin
embargo la informacion detallada de sus componentes activos es muy limitada, el cual
representa un gran territorio sin explorar para la medicina moderna. Las plantas seleccio-
nadas en este estudio han demostrado ser muy valiosas en el tratamiento de enfermedades
respiratorias por lo que hemos filtrado 554 metabolitos tinicos basandonos en caracteristi-

cas bioquimicas que deberian tener los farmacos, por lo que cada uno de estos metabolitos

presenta un gran potencial para el tratamiento de otras enfermedades respiratorias.

4.1.2 Proteina Spike

La proteina S es un homotrimero en el que cada cadena consta de ~ 1146 aa (Figura
14) con un total de 53241 atomos y ademads de tener una masa molecular de 440,39 kDa es
una estructura completamente glicosilada, con 22 glicanos unidos a los residuos de Aspa-

ragina (Asn[N]) (Anexo 4.). La estructura completa estdn conectados entre si gracias a sus
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enlaces disulfuro (C15-C136, C131-C166, C291-C301, C336-C361, C379-C432, C391-
C525 C538-C590, C617-C649, C662-C671, C738-C760, C743-C749, C1032-C1043 y

C1082-C112) que mantiene estable a toda la proteina (E. P. Zhang et al., 2022).

En cuanto al sitio alostérico, esta se ubica debajo del dominio RBD y arriba de la
subunidad S2, que involucra a los residuos F329, T333, C361, D389, A520, A522, K528,
K529 y Q564 (Figura 14B), como menciona Fallon et al., 2021, el cual es un espacio
que actia como una bisagra en la conformacion abierta de la proteina S. En un articulos
similares (Di Paola et al., 2020; Raghuvamsi et al., 2021; Tan et al., 2022) indican que
estos sitios alostéricos funcionan como moduladores del reconocimiento de antigenos y

estabilizacion del dominio RBD.

Asimismo, luego de la construccion estructural de las variantes Delta y ()micron,
se pudieron ubicar mutaciones correspondientes a sus estructuras, las cuales se pueden ver
en detalle en los (Figura 14C y D, Anexo 5.). Del cual se encontraron algunas mutaciones
alrededor del sitio alostérico, la mutacion mas cercana a este sitio en la variante Delta
fue D614G, que corresponde a una de las primeras mutaciones y se asoci6 con altas tasas
de infeccion (Plante et al., 2021; L. Zhang et al., 2020), por otro lado la mutacién mas
cercana al sitio alosterico en la variante Omicron fue T547K, que esté relacionado con
la apertura del dominio RBD vy resistencia vacunal (VanBlargan et al., 2022). Colectiva-
mente, muchas de estas mutaciones se han estudiado ampliamente y se conoce de algunas
que promueven cambios en la estabilidad estructural (Meng et al., 2021; Shiehzadegan
et al., 2021; Thomson et al., 2021; Vargas-Herrera et al., 2022; Walker et al., 2021; C.
Wang et al., 2021). Sin embargo, a pesar de la mayor diversidad mutacional de la variante
Omicron, el andlisis de superposicién estructural reveld una gran similitud estructural de

las tres proteinas con un RMSD promedio de 1A en todos los dtomos.

Posteriormente, el analisis de las interacciones electrostaticas de los sitios alosté-

ricos (denominado potencial electrostdtico de Poisson-Boltzmann) demostré cémo cada
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D
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(B.1.1.529)

Figura 14 . Estructura tridimensional de la proteina Spike y representacion del sitio
alosterico. La cadena A se muestra mediante un diagrama en cartoon de color
naranja y las cadenas B y C estdn representadas en un diagrama de superficie
con colores gris y blanco, respectivamente. Este diagrama también muestra la
glicosilacién de todo el homotrimero, representado en color celeste. A) mues-
tra la estructura de la variante de tipo salvaje, que no ha sido alterada desde su
descubrimiento en la naturaleza. C) representa la variante Delta, con 8 muta-
ciones es representativa. D) representa la variante Omicron, con 32 mutaciones
y en B) se representa el sitio alosterico

variante tiene una carga diferente debido a la polaridad de la superficie del sitio alostéri-
co. Como se muestra en la Figura 15, en la variante WT, los residuos P330 y Q564 tienen
carga positiva, mientras que los residuos N331, T333 y C391 tienen carga neutra y los
residuos P330 y Q564 tienen carga positiva. Sin embargo, al observar los sitios alostéri-
cos de las variantes Delta y Omicron, tienen distintos cambios de polaridad negativa en
los residuos N331, P330 y C391, mientras que por otro lado, se mantiene una polaridad

positiva en el residuo de Q564. Aunque este cambio de polaridad es apenas perceptible
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en las variantes Delta y Omicron, estas afectarian el acceso del ligando al sitio alostérico.

Comitinmente esta variabilidad de polaridad se ve afectado por las mutaciones que
puedan tener cada una de las variantes, una de ellas es la mutaciéon D614G del cual se
ah reportado que debilita el comportamiento alostérico al rededor del RBD (Oliveira et
al., 2022), como se demuestra por el andlisis electrostético, un claro ejemplo de como
mutaciones en distintos sitios de la proteina provocan un cambio global a nivel de carga
electrostatica, afectando no solo la comunicacion alostérica sino la evacion de tratamien-
tos vactinales tal y como sucede con la variante Omicron producto de sus 32 mutaciones

(G. Verkhivker et al., 2022).

-5kT/e V] 5kT/e

Figura 15 . Potencial electrostatico de Poisson-Boltzmann mapeado en la superficie
molecular del sitio alostérico de la proteina S. La region azul de la barra
indica que posee una carga positiva. Por el contrario, el darea roja indica una
carga negativa. A) superficie alostérica de WT. B) superficie alostérica de Delta
y C) superficie alostérica de Omicron.

Esta proteina S, esencial en el proceso de infecciéon del SARS-CoV-2, represen-
ta un campo de estudio fascinante debido a su rol critico y su potencial como objetivo
terapéutico. Su sitio alostérico, es intrigante, ya que interactda con diversos residuos fun-
cionales, cruciales para la apertura de la subunidad 1 y en el acoplamiento de una unidad
glicosilada. Resulta interesante que estas interacciones puedan verse afectadas por muta-
ciones presentes en algunas variantes del virus, lo que conduce a cambios en la polaridad
de la superficie del sitio alostérico. Estos nos proporciona una visiéon mas sélida para
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los siguientes ensayos, y abren el paso para el desarrollo de estrategias terapéuticas mas

efectivas contra el SARS-CoV-2.

4.2 COMPUESTOS BOTANICOS (METABOLITOS SECUNDARIOS) FILTRA-
DOS POR SU ENERGIA DE INTERACCION

Tras el cribado virtual o Virtual Screening, la biblioteca de 554 metabolitos exhibie-
ron energias de interaccién que oscilaron entre ~ —2 Kcal.mol™'y ~ —8 Kcal.mol™!
en las tres variantes de Spike, donde la mayor proporcion de metabolitos tuvieron una
puntuacién de ~ —5K cal.mol~!, lo que sugiere que la mayorfa de los metabolitos ana-
lizados tienen cierta afinidad por el sitio alostérico de la proteina S, esto puede ser en
parte al tamafio de las moleculas ya que la mayoria es en promedio pequefia. A partir de
ello, se seleccionaron 50 metabolitos cuyas energias de interaccién (AG), se encuentran
en un rango de de —6 a —8 keal.mol™! (Figura 16A). Ademads, el andlisis estadistico
de Kolmogorov-Smirnov (KS) (p<0.05) indic6 con una probabilidad de error inferior al
0,001 %, que los datos de interaccion para cada ligando asociado con la variante no se-
guian una distribucién normal (Figura 16B) Como resultado, el andlisis de Kruskal-Wallis
(KW) mostré una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de variantes

(p=1,22¢=2%) (Figura 16C).

Se puede observar que todos los metabolitos presentaron una afinidad considerable
por las tres variantes de la proteina S, como lo demuestran las energias de interaccion
negativas, de esto importante notar que, aunque hay variaciones menores en la energia
de interaccion entre las variantes y los metabolitos, todos los metabolitos seleccionados
se encuentran en el rango de alta afinidad. En general, estos resultados sugieren que los
metabolitos estudiados podrian tener un papel potencial en la interaccidn con la proteina
S del SARS-CoV-2, pero al mismo tiempo hay que tener en cuenta que son moleculas
pequeias las usadas en este estudio, lo cual podria influir en su interaccién con el sitio

alosterico.
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Figura 16 . Analisis de interaccion energética de la proteina spike frente a los meta-
bolitos de plantas andinas. A) Muestra el nimero de ligandos por energia de
afinidad (AG). B) La prueba de Kolmogorov-Smirnov muestra que los resul-
tados de afinidad energética no se distribuyen normalmente en cada variante.
los resultados de interaccién en cada variante. C) Diagrama de violin que in-
dica la distribucién, media y los extremos energéticos de interaccidn para cada
variante. Ademads, se incluye la Prueba de Dunn’s, una prueba posterior de
Kruskal-Wallis, que indica la diferencia significativa entre las tres variantes.

4.3 SELECCION DE LAS MEJORES POSES DE INTERACCION

Los 50 metabolitos filtrados por el método de Virtual Screning, se procesaron nue-
vamente a través de un nuevo andlisis de acoplamiento molecular. A partir de este and-
lisis, se obtuvieron 3 mejores metabolitos con energias de interaccion mds favorables,
como se muestra en la (Tabla 6). En primera instancia, destaca la interaccién del ligan-
do CID_6441280, que representa al dcido 5-p-cumaroilquinico , compuesto hallado en
Prunus serotina ‘“capulin, capuli” (Brozdowski et al., 2021; Guzman et al., 2020). Este
compuesto, ah demostrado tener la interaccién més fuerte en las variantes WT y Delta,
con energfas de —7,28 y —7,51 kcal.mol™, respectivamente. La formacién de puentes
de hidrégeno son muy similares a diferencia de L390 que solo estd presente en la variante
WT, a la vez que comparten los mismos residuos hidréfobos, incluyendo la interaccion de

Sal con el residuo K528 (Figura 17A y D).

El segundo puntaje de energia mas alto registré el ligando CID_91753726 que re-

presenta a salviadienol, que es una molécula que ah sido reportado en Erodium cicutarium
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Figura 17 . Reconocimiento molecular de los 3 mejores metabolitos sobre el sitio
alosterico de las variantes WT, Delta y Omicron. Se muestran las interac-
ciones proteina-ligando después de la validacion del acoplamiento molecular,
donde cada ligando se muestra en un color diferente segin la cadena de car-
bonos, de la misma manera que los residuos estdn coloreados de verde. Los
atomos de hidrégeno, oxigeno y nitrégeno son de color blanco, azul y rojo,
respectivamente.

“auja auja, aspadilla ¢ alfarelillo” (Radulovi€ et al., 2009; Tello-Ceron et al., 2019). Este

fue coincidente en las tres variantes de la proteina S, cuyo valor de interaccién mas alto

se determiné para la variante WT con —7,11 kcal.mol~" de energia. En cambio en la va-

riante Omicron se obtuvo el valor de energia mas bajo con —6,73 kcal.mol ™! (tabla 6). A

Raiz de esas energias de unidn y tras el andlisis de interaccion de puentes de hidrégeno en

las tres variantes, destacan los residuos T333 y N334, tienen una influencia significativa

en el valor energético de cada variante.
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Tabla 6. Interacciones de los 3 mejores metabolitos en las variantes WT, Delta y Omicron.

Interaccién
Puente de Hidrégeno Hidroéfoba Otras interacciones
2
E
'E Compuesto botanico / Puente de
> Codigo PubChem AG Kd Donador ... Aceptor Distancia Residuos Tipo  Residuo Distancia
Hidrégeno
Thr333 NH-O 024 2.08
Thr333 OH-O 024 3.46
024 OH-O Thr333 3.37
L Asn334 NH-O 024 2.34
5-p-coumaroylquinic acid Phe329, Ile332,  Puente
CID. 6441280 728 440866 021  OH-O Asp389 211 \uiserylyes28 deSal L¥sS28 3.3
020 OH-O Asp389 22
Leu390 NH-O 020 3.1
Gly526 NH-O 019 2.05
% 019 OH-O Gly526 2.04
3 016 OH-O Pro330 2.23
E. Salviadienol 711 5879.91 Thr333 NH-O 016 1.9 Phe329, le332,
= CID_91753726 o : Thr333 OH-O 016 29 Asn334 y Val362
Asn334 NH-O 016 2.98
Thr333 NH-O 026 2.19
Asn334 NH-O 026 1.79
tuberonic acid glucoside 69 839193 023 OH-O Asp389 202 Phe329, Pro330,
CID_5281204 -6. : 024 OH-O Asp389 212 335y val3e2
Leu390 NH-O 022 2.59
Gly526 NH-O 022 2.22
022 OH-O Gly526 2.04
Thr333 NH-O 024 2.07
Thr333  OH-O 024 3.60
024 OH-O Thr333 335
5-p-coumaroylquinic acid Asn334 NH-O 024 243 Phe329, 11e332,  Puente
CID_6441280 -7.51  2986.08 021 OH-O Asp389 208 Val362 y Lys528  de Sal Lys528 3.12
020 OH-O Asp389 2.13
= Gly526 NH-O o19 2.09
g 019 OH-O Gly526 2.04
016 OH-O Asn331 2.27
Salviadienol Phe329, lle332,
CID 91753726 -7.07  6292.13  Thr333 NH-O 016 1.79 Asn334 y Val362
Asn334 NH-O 016 2.8
Thr333 NH-O 016 2.12 Phe329, Pro330
Xanthatin Thr333  OH-O 016 276 Oy
-6. 12 Ile332, Asn334
CID_5281511 693 7976 Asn334  NH-O 016 233
y Val362
Gly526 NH-O o138 2.12
016 OH-O Pro330 3.02
Salviadienol Phe329, Tle332,
CID_91753726 -6.73 1119248 Thr333 NH-O 016 1.76 Asn334 y Val362
£ Asn334 NH-O 016 2.54
S Phe329, lle332,
g Palustrol / CID_110745  -6.68 12181.76 016 OH-O Pro330 2.16 Asn334 y Val362
Isoaromadendrene epoxide 667 1238987 Thr333 NH-O ol6 1.77 Phe329, I1e332
CID_534398 ’ " Asn334 NH-O 016 2.06 y Val362

Nota: AG sus unidades se encuentran en kcal.mol 1, K4 representa a sus unidades en pM y las distancias estan en A

Este ultimo filtrado de metabolitos, nos revel6 los modos de unién més optimos
para cinco moleculas: “4cido 5-p-cumaroilquinico, salviadienol, xantanina, Glucésido de
acido tuberdnico y epdxido de isoaromadendreno”. Estos compuestos, con base en sus
energias de interaccion, se presentan como potenciales candidatos para interferir con la
funcién alostérica de la proteina S en las variantes WT, Delta y Omicron del virus SARS-
CoV-2. Sin embargo, antes de su consideracion para ensayos experimentales, atn se debe

analizar la estabilidad que estos ligandos podrian tener en el sitio de union.
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Estos metabolitos destacan por sus interacciones con residuos clave como el T333,
que experimenta un cambio dihedral junto con los residuos 1332 y P527 para que el domi-
nio RBD pase a su conformacién abierta (Fallon ef al., 2021). Ademas, el residuo N334,
que se mantiene conservado en otras variantes, interactiia con algunos anticuerpos mono-
clonales como el S309, ademds de formar un enlace con un glucésido (G. M. Verkhivker

y Di Paola, 2021; Y. Zhang et al., 2021).

Contrastando con muchos trabajos anteriores centrados en la identificacion de com-
puestos vegetales dirigidos al sitio activo de la proteina S, como el RBM, y que normal-
mente se asocian con la unién a otras proteinas (Herrera y Panchi, 2020; van Breemen
et al., 2022; Yepes-Perez et al., 2021), nuestro enfoque ha estado orientado hacia un si-
tio alostérico. Este sitio actda como regulador de la estabilidad estructural (Fallon et al.,
2021; Oliveira et al., 2022; Tan et al., 2022), y desde una perspectiva racional, compren-
der estos residuos resulta esencial para el disefio de futuros formacos que interactien con

la proteina S o que inhiban la conformacién de unién a la membrana.

Los resultados de este ensayo sugieren que los metabolitos derivados de plantas
peruanas, pueden tener un potencial significativo como inhibidores de la proteina S del
SARS-CoV-2, por lo que podrian llegar a ser candidatos prometedores para el desarrollo

de nuevos medicamentos antivirales.

4.4 SIMULACION DE DINAMICA MOLECULAR DEL COMPLEJO PROTEINA-
LIGANDO

4.4.1 Estabilidad

Para empezar, la estabilidad de las proteinas es determinada por las fuerzas que
mantienen la conformacion particular de una proteina el cual es determinante en su fun-
cionalidad, la perturbacion de esa estabilidad, puede provocar una mala conformacién o

conducir a la degradacion de la misma (Pikkemaat er al., 2002). Por lo tanto, el ensayo
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de dindmica molecular mediante el andlisis de RMSD, que mide el grado de variacién
conformacional de los carbonos alfa (C«) desde su estado inicial hasta el final de la simu-
lacién, Se puede observar que en las variantes WT, Delta y Omicron esta inicia con una
desviacién de 0 A y se estabiliza entre 4 — 6 A después de 50 ns, el cual es un indicio
de una correcta equilibracién de los sistemas, resultado que fue similar a la obtenida por
Rath y Kumar, 2020 que obtiene un sistema equilibrado a los 50 ns de simulacién con
un RMSD de ~ 6 A. Para ello, en el complejo WT-salviadienol, se observa que a partir
del nanosegundo 50 muestra un incremento en la RMSD que se mantiene ~ 6 A hasta el
final de la simulacidn, esto puede ser un indicio de un ligero cambio conformacional del
dominio RBD, tal y como se muestra en la grafica 2D-RMSD, que nos permite comparar
la convergencia conformacional de su trayectoria a través de los carbono alfa del siste-
ma, este andlisis revela la formacion 3 grupos conformacionales, sin embargo, el modelo
converge a un Gnico grupo de ~ 2A al rededor de los dltimos 60 ns (Figura 18D). Por su
parte, el ligando (salviadienol) mantiene fluctuaciones de RMSD entre 1 —2 A durante

toda la simulacién, y su conformacién mds estable estd entre 120 — 200 ns (Figura 18A).

En el complejo Delta-salviadienol, se demostré un aumento de RMSD de 6 — 7 A
desde 50 ns hasta el final de la simulacién (Figura 18B), por lo tanto, el anélisis 2D-
RMSD indicé la presencia de cambios conformacionales; sin embargo, solo se observé
el RMSD de ~ 3A durante los tltimos 175 ns (Figura 18E). Mientras tanto, el ligando
salviadienol mantiene la fluctuacién de RMSD entre 1 — 2 A hasta el final de la simu-
lacién (Figura 18B). Por otro lado, las mediciones del RMSD en el complejo Omicron-
salviadienol muestran que a partir de 50 ns, el RMSD sigue fluctuando entre 5 — 6 A
hasta el final de la simulacién, donde el punto mds bajo es ~ 130 ns y su punto maés alto
en ~ 235 ns. Ademas, el analisis 2D-RMSD revel6 modificaciones estructurales en los
primeros 25 ns, pero ~ 3 A permanece para el resto de la simulacién (Figura 18F), el
cual es un indicio clave de que la estructura Omicron es menos estable frente al ligando

salviadienol. por su parte este ligando mantiene un RMSD de ~ 2 A hasta 200 ns, luego
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Figura 18 . Desviacion cuadratica media (RMSD) en la proteina Spike de WT y en
variantes Delta y Omicron. A) Comparacién de cambios estructurales en
la glicoproteina y el ligando a lo largo de los 250 ns. B) 2D-RMSD de las
glicoproteinas S unidas al ligando.

muestra que el RMSD cae hacia el final de la simulacién (Figura 18C).

Los resultados de RMSD indican cierta estabilidad en los complejos de las varian-
tes WT y Delta, lo que sugiere cierta afinidad del ligando por la proteina. En cambio,
en el complejo proteico de la variante Omicron se observé mayor fluctuacién a nivel de
proteina y ligando, lo que sugiere una menor afinidad del ligando por la proteina. Por otro
lado, el anélisis de las conformaciones (2D-RMSD) no revela cambios significativos en
los tres complejos proteicos durante la simulacion. Trabajos similares sobre el andlisis de
la dindmica molecular de las proteina S (Bhattarai et al., 2021; Cao et al., 2021; Socher et
al., 2022) muestra cambios estructurales importantes como la apertura o cierre del RBD,

en tiempos de simulacion mds prolongados. aunque en este trabajo los tiempos de simula-
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cién fueron relativamente largos, no fue suficiente para identificar cambios estructurales

importantes.

4.4.2 Flexibilidad

Seguidamente, la evaluacion de los cambios en la rigidez y flexibilidad de los com-
plejos proteicos, se realizé a través del andlisis RMSF de los residuos tomando como
referencia los carbonos alfa de las estructuras proteicas. En el que se observa una marca-
da conservacién de los picos de fluctuacion en las tres variantes. No obstante, los niveles
de fluctuacién son un poco diferentes. Presentando en primer lugar a las las variantes WT
y Delta cuyas curvas de fluctuaciéon son muy similares estando al rededor de los 20 A
(Figura 19A y B). mostrando asi una ligera flexibilidad en la parte superficial de los do-
minios RBD y NTD (Figura 20A). Por su parte, la variante Delta refleja una flexibilidad
mas baja en el dominio RBD demostrando mejor estabilidad en complejo con “salviadie-
nol” ademds de mostrar una fluctuacién mas baja al rededor del sitio alosterico(Figura
20B), en comparacion con la variante WT, que demostré ser un poco mas flexible en los

dominios funcionales de la proteina.

Por otro lado, en la variante ()micron, se observa fluctuaciones significativamen-
te mayores en comparacion a las variantes WT y Delta, estando al rededor de los 30 A
(Figura 19C). tal y como se refleja en su estructura tridimensional, donde las zonas mas
flexibles son los dominios funcionales de la proteina (RBD y NTD)(Figura 20C). y a di-
ferencia de WT y Delta, en esta, se observa una fluctuaciéon media cerca al sitio alosterico

de la proteina, lo que indicaria un bajo efecto del ligando sobre esa superficie.

Por lo general, estos dominios son las regiones mds flanqueables (Parks y Smith,
2020; Yan et al., 2022; J. Zhang et al., 2021) en el disefio de farmacos o vacunas, pero
al mismo tiempo son las regiones mas mutadas en toda la estructura de la proteina, lo

que le permite evadir el reconocimiento por firmacos o vacunas. Ademas, los extremos
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Figura 19 . Fluctuacion cuadratica media (RMSF) de las variantes WT, Delta y Omi-
cron. Se muestra los cambios de rigidez y flexibilidad a nivel de residuos

RMSF
bajo medio alto

Figura 20 . Representacion de RMSF en la estructura 3D de la glicoproteina Spike.
Los sitios alostéricos se muestran con flechas blancas y la flexibilidad se indica
mediante una escala de colores (de rojo a azul) que se correlaciona con las
fluctuaciones observadas durante las simulaciones a 250 ns. A) WT B) Delta.
C) Omicroén.

de la superficie de estas regiones consisten en bucles o loops, lo que explica por qué

estas regiones son mas flexibles que el resto de la estructura de la proteina. Por otro lado,

la diferencia de flexibilidad entre las tres variantes podria ser efecto de sus mutaciones,

como D614G (Plante ef al., 2021) que es una mutacion que ayuda estabilizar y promover

la apertura del domino RBD (Q. Wang et al., 2021).
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4.4.3 Numero de contactos y simulacién

Una consideracion crucial durante las simulaciones de dindmica molecular del li-
gando en un sitio de unidn especifico es la cantidad y el tipo de enlaces formados. Estos
factores determinardn la estabilidad estructural del ligando en relacion con la estructura
proteica (Majewski et al., 2019). Asi, durante las simulaciones, un ligando, al experimen-
tar el movimiento interno, adopta diferentes conformaciones dependiendo del campo de
energia vibracional del entorno. Esto le permite interactuar con los residuos en torno a su
sitio de unién (Hanoian et al., 2015). Esta observacion nos guia a determinar cuantitati-
vamente el nimero de contactos entre el ligando y el sitio alostérico de la glicoproteina

durante el periodo de simulacién (Figura 21).

En estos resultados, se aprecian claras diferencias entre las tres variantes. La va-
riante WT muestra un nimero de contactos, oscilando entre 50 y 200, superior al de las
demads variantes desde el inicio hasta el final de la trayectoria de simulacién. Esto refleja
la aparente estabilidad del ligando en su sitio alostérico, como se muestra en la Figura
22A. Por otro lado, la variante Delta presenta menos contactos, variando entre 0 y 100,
con el sitio alostérico a lo largo de la simulacidén, segin se muestra en la Figura 21B. A
pesar de que el nimero de contactos tiende a disminuir gradualmente, el ligando perma-
nece acoplado al sitio alostérico durante toda la simulacién, tal como se puede apreciar
en la Figura 22B. Por el contrario, en la variante ()micron, el numero de contactos, que
varia entre 0 y 120, se mantiene hasta aproximadamente ~ 170 ns, tras lo cual el nimero
de contactos se reduce a cero (Figura 21C). Esto sucede debido al desplazamiento del
ligando del sitio alostérico al dominio RBD de la cadena C, como se puede observar en la

Figura 22C.

Salviadienol ha sido elegido como el principal ligando para este estudio debido a
su previa identificacién como una molécula que posee la capacidad de interactuar con la

estructura alosterica de la proteina S del SARS-CoV-2. Sin embargo, su comportamiento

74

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

A B C .
300 WT 300 Delta Omicron

) \T\Muﬂ/mwwm ;
0 0

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Tiempo (ns) Tiempo (ns) Tiempo (ns)

# Contactos
# Contactos
# Contactos

Figura 21 . Variacion del nimero de contactos entre el ligando y el sitio alostérico de
las glicoproteinas spike de WT, Delta y Omicron. Se observa la evolucién
del ndmero de contactos del ligando (salvadienol) con los residuos del sitio
alostérico a lo largo del tiempo de simulacion expresado en fotogramas.
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Figura 22 . Representacion tridimensional de los 250 ns de simulacién de la glicopro-
teina Spike con salviadienol. Se muestra la cadena A coloreado de naranja
con la interaccion del ligando coloreado de celeste, cuya posicion estd indicada
por la flecha azul, ademads de la seccién transversal representada por el cuadro
transparente para observar la posicion del ligando.

difiere notablemente entre las 3 variantes de este trabajo. En las variantes WT y Delta, el
salviadienol demuestra un mayor grado de afinidad y estabilidad, posiblemente debido a
las caracteristicas conformacionales y la estabilidad de estas variantes. En comparacion,
la variante Omicron presenta un nivel de flexibilidad mds alto y una estabilidad reducida
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en la presencia del salviadienol, lo cual sugiere que las mutaciones presentes en Omicron

podrian alterar el sitio alostérico, y de esta manera, reducir la afinidad del ligando.

Por otro lado, es crucial tener en cuenta que los resultados de la dindmica molecular
son una aproximacion tedrica de la realidad bioquimica. Dado que los sistemas bioldgicos
son inherentemente complejos y dindmicos, los resultados de las simulaciones deben in-
terpretarse siempre en el contexto de sus limitaciones. Los trabajos futuros podrian incluir
la simulacién de otros ligandos para comparar su eficacia frente a diferentes variantes del
virus, ademads de extender el tiempo de simulacién a mas de 600 ns, tal como mencionan

otros trabajos, esto con el fin de observar mayores cambios conformacionales.
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V. CONCLUSIONES

e Este estudio ha generado una valiosa base de datos de metabolitos secundarios de-
rivados de plantas medicinales andinas. Las moleculas de esta base de datos se
destacan por su notable solubilidad y permeabilidad, lo que los convierte en poten-
ciales candidatos para la generacién de farmacos. Este recurso resalta el enorme

potencial farmacéutico que yace en la biodiversidad de los Andes.

e Mediante la tecnica de virtual screening, hemos identificado 50 metabolitos con
muy buenas energias de interaccion en el sitio alostérico de la proteina Spike. Las
energias varfan entre —6 kcal mol~1 y —8 kcal .mol~1, destacando a estos meta-

bolitos como posibles y potentes inhibidores de la proteina.

e Nuestro enfoque de acoplamiento molecular nos ha permitido identificar de manera
mads precisa dos compuestos prometedores: el “acido 5-p-cumaroilquinico” y “sal-
viadienol”, provenientes de Prunus serotina y Erodium cicutarium respectivamente.
Estos se unen de manera 6ptima al sitio alostérico de la proteina Spike a través de
puentes de hidrégeno con los residuos T333 y N334, cruciales para la funcién de la

proteina.

e A través del estudio de la dindmica molecular, hemos confirmado que los comple-
jos formados por el salviadienol y las variantes WT y Delta de la proteina Spike
presentan una notable estabilidad. Sin embargo, la variante Omicron muestra una
mayor flexibilidad funcional que resulta en la pérdida del ligando. Este comporta-
miento contrasta fuertemente con lo observado en las variantes WT y Delta, donde

el ligando permanece firmemente acoplado al sitio alostérico.
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VI. RECOMENDACIONES

e Recomendamos expandir la base de datos actual de metabolitos derivados de plan-
tas andinas, incorporando los recursos disponibles en la costa y la selva peruanas.
Adicionalmente, se podrian aprovechar las modernas técnicas de reconstruccion de
metabolomas a partir de plantas andinas cuyos genomas estén completamente se-
cuenciados. Esta diversificacién ampliaria el espectro de compuestos potencialmen-

te utiles, maximizando asi las posibilidades de descubrimientos farmacoldgicos.

e En vista del constante surgimiento de nuevas variantes de SARS-CoV-2, instamos
a efectuar ensayos de virtual screening en los sitios alostéricos de la proteina Spike
de dichas variantes. Esta anticipacion nos permitird mantenernos a la vanguardia en

la identificacion de potenciales farmacos frente a las nuevas mutaciones del virus.

e Consideramos valioso incorporar métodos de docking molecular flexible para ex-
plorar un mayor nimero de espacios conformacionales. Esta adicion permitird una
evaluacion mds completa de las interacciones entre los ligandos y los receptores,
mejorando nuestra capacidad de predecir las interacciones moleculares mas prome-

tedoras.

e Finalmente, sugerimos extender los tiempos de simulacidn para observar de manera
mads exhaustiva los posibles cambios conformacionales en las estructuras glicopro-
teicas de Spike. Ademas, la implementacion del andlisis de MMPBSA podria brin-
dar una comprension més profunda de la energia de interaccion durante la dindmica
molecular. Esta herramienta permitiria identificar las interacciones clave entre el

ligando y la proteina a lo largo de la simulacién.
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1

2 # Extraccion de SMILES de PubChenm #
3 # Tesis SARS-CoV-2 UNA #
4 # by: Kewin Otazu Mamani #
5

6

7 # importando librerias:

8

9 selenium webdriver

10 selenium.webdriver.common.keys Keys
11 selenium.webdriver.support.ul select
12 pandas d

13 random randint

14 time

15 time sleep

16 glob

17 os remove

18

19 warnings

20 os

21 sys

22 shutil

23

24 tr

25 os.mkdir('extraidos')
26 except OSError:
7 pass

30 os.mkdir('fallidos')
31 except OSError:
32 pass
33
34
35 # definiendo operaciones para ext
36
37
38 def get_SMILE_pubchem(name_compound):
39 driver.find_element_by_xpath('/html/body/div[1]/div/div/main/div[1]/div/div[2]/div/div[2]/forn/div/div[1]/input").send_keys(name_compound)
48 time.sleep(3)
41 driver.find_element_by_xpath("/html/body/div[1]/div/div/main/div[1]/div/div[2]/div/div[2]/Form/div/div[3]/button").click()
do')

los SMILES

42 print('>>>> Compuesto '+name_compound+ ' envia;

43 time.sleep(5)

a4

45 try:

46 tine.sleep(3)

a7 compound_ID_CID = driver.find_element_by_xpath('/html/body/div[1]/div/div/main/div[2]/div[2]/div[3]/div/div/div/div[2]/ul/1i[1]/div/div/div/div[2]/div[2]/div[2]/span/a/span/span')
48 print(compound_ID_CID.text)

49

50 URL_names_identifiers = 'https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ ' +compound_ID_CID.text+ #section=Canonical-SMILES'
51 driver.get(URL_names_identifiers)

52 time.sleep(5)

53

54 isomeric_SMILE2 = driver.find_element_by_xpath('/htnl/body/div[1]/div/main/div[2]/div/div/div[5]/section[2]/section[1]/section[4]/div[2]/div[1]/p")
55 print(isomeric_SMILE2.text)

57 compound_ID_CID = driver.find_element_by_xpath('/html/body/div[1]/div/main/div/div/div/div[4]/div/table/tbody/tr[1]/td")
58 IUPAC_NAME = driver.find_element_by_xpath('/html/body/div[1]/div/main/div[2]/div/div/div[5]/section[2]/section[1]/section[1]/div[2]/div[1]/p")
59 compound_extract_data[ 'match'] = 'first_in_list'

60 compound_extract_data['SMILE'] = [isomeric_SMILE2.text]

61 compound_extract_data[ ' conpound_ID CID'] = [compound_ID_CID.text]

62 compound_extract_data[ 'IUPAC Name'] = [IUPAC_NAME.text]

63

64 name_found = driver.find_element_by_xpath('/html/body/div[1]/div/main/div/div/div[1]/div[2]/h1")

65 compound_extract_data[ 'nane_found'] = [name_found. text]

66

67 print(compound_extract_data)

68 Todos . append(compound_extract_data)

69

70 driver.get(URL)

71 time.sleep(1)

72 except :

73 time.sleep(3)

74

75 isomeric_SMILE1 = driver.find_element_by_xpath('/html/body/div[1]/div/div/main/div[2]/div[1]/div/div[2]/div/div[1]/div[2]/div[5]/div/span/span[2]/span’)
76 compound_ID_CID = driver.find_element_by_xpath('/html/body/div[1]/div/div/main/div[2]/div[1]/div/div[2]/div/div[1]/div[2]/div[2]/div/span/a/span/span")
77 IUPAC_NAME = driver.find_element_by_xpath('/html/body/div[1]/div/div/main/div[2]/div[1]/div/div[2]/div/div[1]/div[2]/div[4]/div/span/span[2]/span')
78

79 compound_extract_data[ 'match'] = 'yes'

80 compound_extract_data['SMILE'] = [isomeric_SMILE1.text]

81 compound_extract_data[ ' conpound_ID CID'] = [compound_ID_CID.text]

82 compound_extract_data[ 'IUPAC Name'] = [IUPAC_NAME.text]

83

84

85 URL_names_identifiers = 'https://pubchen.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ " +compound_ID_CID.text+'#section=Canonical-SMILES'
86 driver.get(URL_names_identifiers)

87 time.sleep(5)

88 name_found = driver.find_element_by_xpath('/html/body/div[1]/div/main/div/div/div/div[2]/h1")

89

90 compound_extract_data[ 'nane_found'] = [name_found. text]

91

92 print(compound_extract_data)

93 Todos . append(compound_extract_data)

94

95 driver.get(URL)

96 time.sleep(1)

97

98 pass

99

160|# Creamos variables de ruta de pagina pubchen y ruta de ubucacion del controlador chrome

161 URL = 'https://pubchem.ncbi.nlm.nth.gov/"

162 path_chromedriver = '/home/otazu/Downloads/chromedriver_linux64/chromedriver'

163 # Se empieza activando el drive de chrome

164 # Luego lanzamos el driver junto al URL de la pagina a scrapear

105 driver = webdriver.Chrome(path_chromedriver)

106 driver.get(URL)

07

168 #abrimos el archivo con los compuestos

169 for excel in glob.glob('*.xlsx'):

110 0B = pd.read_excel(excel)

111 print("#### File "+excel+" is working")
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Anexo 2. Bash Script que convierte los archivos SMILE a SDF, PDBQT y realiza el

virtual screning

4#1 /bin/bash
2 echo "#--@utor: ROPON-PALACIOS G., PhD (c)"

3 echo March 19, 2019"

4 echo "#--Copyrigth 2019 KIPU Bioinformatics”

5 echo "#--E-mail: biodano.geo@gmail.com”

6 echo "#--This script run a bash loops to perfomed virtual screening”
7 echo "#--and extract best resuslt of Autodock vina"
8 echo "#--usage: bash autodock-vina-screening.sh”

9 echo "jWaiting ...1"

10 sleep 5

11 echo "jwaiting ... bite more!"

12 sleep 2

13 echo ";I <3 Molecular modeling!"

14 sleep 10

15 echo "{Ready ... processing ligands!"

16 sleep 3

47 #--Parto convert smi to pdbqt more geometry optimization
18 split -1 1 smi.txt

19 for g in x*; do mv "Sg" $(echo "$g" | sed 's/Axa/ligando/g'); done
20 g=1; for smi in ligando*; do

21 mv "$smi” ligando_$g

22 9=8((g+1)); done

23 for i in ligando_*; do babel -ismi $i -osdf ${i%}.sdf --gen2D; done
24 for j in ligando_*.sdf; do babel -isdf $j -opdb ${j%.sdf}.pdb --gen3D -p 7.4; done
25 for 1 in *.pdb; do babel -ipdb Sl -opdbqt ${1%.pdb}.pdbqt; done

26 clear

27 echo "processing ... geometry optimization using force field MMFF94"
28 sleep 5

29 echo "iWaiting ... !"

30 sleep 10

31 obminimize -ff MMFF94 -n 10000 -sd -c le-9 *.pdbqt

32 mkdir -p ligands

33mv ligando_*.pdbqt ligands/

34 rm ligando_*

35 clear

36 echo "Ready to real Docking assay?"

37 echo "processing ... data for virtual screening”

38 sleep 5

39 echo "jWainting ... !"

40 sleep 10

41 #--Part1 loop for run autodock-vina

42 for file in ligands/*; do

43 trp=5{file%.pdbqt}

44 name="${tmp##*/}"

as echo "processing ... $name"

a6 vina --config config.text --ligand Sfile --out $name.pdbgt --log Sname.log --cpu 2
a7 awk '/A[-+]+$/{getline;print FILENAME,$0}' Sname.log >> summary; done

itodock-vina

48|#--Part2 sort best binding energy from
49 sort summary -nk 3 > summary_sorted. tx
50 rm summary

51 mkdir -p result

52mv *.log ligando_*.pdbqt result/

53 #--Part3 ligand convert from pdbqt to pdb

54 cd result/

55 for m in ligando*.pdbqt; do cut -c-66 Sm > $m.pdb; done
56 for n in *.pdb; do mv "$n" "S{n%.pdbqt.pdb}.pdb"; done
57 for p in ligando*.pdbqt; do rm Sp; done

58 clear

59 echo "jCheck-in summary_sorted.txt file for select best lingand "
66 echo ";The script a Finished, thanks!"

61sleep 5

62 echo "you can openning ligands and receptor in pymol ...."

63 sleep 10
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Anexo 3. Bash Script que realiza el acoplamiento molecular exhaustivo (Docking GPU)

1

2 # Docking GPU #
3 # Tesis SARS-CoV-2 UNA-Puno #
4 # by: Kewin Otazu Mamani #
5
6

7 #preparamos el Docking para todas las variantes
8 for folder in docking*/; do {

9 cd Sfolder

10 ##u## prepare for all variants porque tienen las mismas coordenadas

11 prepare_gpf4="/home/omk/anaconda3/envs/docking/MGLToolsPckgs/AutoDockTools/Utilities24/prepare_gpf4.py"
12 prepare_dpf4="/home/omk/anaconda3/envs/docking/MGLToolsPckgs/AutoDockTools/Utilities24/prepare_dpf4.py"
13

14 for file in */; do {

15 cd sfile

16 tmp=${file%/}

17 nombre_ligando="${tmp}.pdbqt"

18 echo $nombre_ligando

19

20 Sprepare_gpf4 -1 Snombre_ligando -r receptor.pdbqt -p gridcenter='-34.036, 9.797, 232.347' -p npts='50, 50, 50' -o grid_map.gpf
21

22 autogrid4 -p grid_map.gpf -1 grid_map.glg

23 autodock_gpu_64wi -ffile ./receptor.maps.fld -1file ./$nombre_ligando -nev 25000000 -nrun 200 -lsmet ad -resnam ./DockingGPU
24 cd ..

25 }

26 done

27 cd ..

28}

29 done
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Anexo 4. Composicion de glicanos empleados en la construccién de la proteina Spike.

Tabla 7. Composicién de glicanos en cada sitio de glicosilacion de la proteina Spike (Woo

et al., 2020).
Residuo Composicion Representacion Grafica
N61 N122
N603 N709 HexNAc(2)Hex(5)
N717 N801 Alto en manosas
N1074
HexNAc(2)Hex(8)
N234 Alto en manosas
HexNAc(3)Hex(6)
N657 Hibrido
N149 N331
N343 N616 HexNAc((:4)Helx('3) Fuc(1)
N1134 ompicjo
HexNAc(4)Hex(4) Fuc(1)
N1098 NeuAc(l)
Complejo
HexNAc(4)Hex(5) Fuc(3)
N165 NCUAC( 1)
Complejo
HexNAc(5)Hex(3) Fuc(1)
N282 Complejo
HexNAc(5)Hex(4) Fuc(1)
N17 Complejo
HexNAc(6)Hex(4) Fuc(1)
N74 NCUAC( 1)
Complejo
23A 13B 1A
T323 O-glycan

Nota: @Glc OGal [lGIcNAc AFuc @NeuSAc
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Anexo 5. Mutaciones de la proteina Spike de SARS-CoV-2.

Tabla 8. Mutaciones de la proteina Spike en la variante Delta y Omicron en comparacién
con el original de Wuhan.

Variante Secuencia ID Mutaciones

Wuhan (Wild Type) NC_045512.2 Sin mutaciones

Delta (B.1.617.2) GISAID ID: EPI-ISL-9427681 TI9R, G142D, A156-157, R158G, A213-
214, L452R, T478K, D614G, P68IR,
DI950N

Omicron (B.1.1.529) GISAID ID: EPI-ISL-9427016 A67V, A69-70, T95I, G142D, A143-145,

N211I, L212V, ins213-214RE, V215P,
R216E, G339D, S371L, S373P, S375F,
K417N, N440K, G446S, S477N, T478K,
E484A, Q493R, G496S, Q498R, N501Y,
Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K,
P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H,
N969K, L98IF

Nota: A = Delecidn, ins = insercion.
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Anexo 6. Compuestos botdnicos y plantas andinas

Tabla 9. Lista de compuestos botdnicos y plantas andinas

Compuesto botanico

Formula

Plantas andinas

Referencias

(-)-4-terpineol

(-)-dioxibrassinin

C10H180

Cuminum cyminum

C11H12N202S2Raphanus sativus

(Chaudhary er al., 2014)
(Sangthong et al., 2017)

(e,e)-farnesol C15H260 Piper aduncum (Pino et al., 2004)

(e,z)-2,4-decadienal C10H160 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009)

(e)-2-decen-1-ol C10H200 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

(e)-2-octen-1-ol C8H160 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

(e)-3-hexenyl acetate C8H1402 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)

(e)-anethole C10H120 Cymbopogon citratus, Gnaphalium  (Arze et al., 2008; Barbosa et al., 2008)
viravira

(e)-geranyl acetone C13H220 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)

(e)-nerolidol C15H260 Baccharis tricuneata, Lippia alba, (Arze et al., 2004; Glamoclija et al.,
Cynara scolymus, Clinopodium boli-  2011; Gutiérrez et al., 2016; Saucier et
vianum, Bidens pilosa, Piper adun-  al., 2014; Senatore, 1996; Soliés Quis-
cum, Matricaria chamomilla, Chu-  pe et al., 2018; Stanojevic et al., 2016;
quiraga spinosa Xuan y Khanh, 2016)

(z)-2-penten-1-ol C5H100 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

(z)-3-hexenyl benzoate CI13H1602 Erodium cicutarium (Radulovic et al., 2009)

(z)-3-hexenyl isovalerate C11H2002 Mentha spicata (Bardaweel et al., 2018)

(z)-jasmone C11H160 Mentha spicata (Bardaweel et al., 2018; Boukhebti et

al.,2011)

(z)-nerolidol CI15H260 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)

1-(1h-pyrrol-2-yl)-ethanone C6H7NO Arctium lappa (Xia et al., 2021)

1-(2-furanyl)-ethanone C6H602 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

1-chloropentane C5H11C1 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

1-dodecanol C12H260 Erodium cicutarium (Radulovi¢ er al., 2009; Stojanovic-

Radi¢ et al., 2010)

1-nonanol C9H200 Erodium cicutarium, Cynara scoly-  (Saucier et al., 2014; Stojanovi¢-Radié¢
mus et al., 2010)

1-nonen-4-ol C9H180 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

1-octen-3-ol C8H160 Salvia officinalis, Lavandula angusti- ~ (Bahramsoltani et al., 2018; Ben Farhat
folia, Lippia alba, Minthostachys mo- et al., 2009; Benites et al., 2018; Caprari
llis, Aloysia citrodora, Medicago sa- et al., 2021; Guo y Wang, 2020; Lopez
tiva, Jacaranda acutifolia et al., 2011; Mostafa et al., 2015; D.-S.

Yang et al., 2021)
1-octen-3-one C8H140 Cynara scolymus, Medicago sativa (Saucier et al., 2014; D.-S. Yang et al.,
2021)

1-octen-3-yl acetate C10H1802 Lavandula angustifolia, Clinopodium  (Guoy Wang, 2020; Soliés Quispe et al.,
bolivianum 2018)

1-penten-3-ol C5H100 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

1-penten-3-one C5H80 Arctium lappa, Medicago sativa (Xia et al., 2021; D.-S. Yang et al.,

2021)
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Tabla 9 Lista de compuestos botanicos y plantas andinas

Compuesto botanico Formula Plantas andinas Referencias
1-phenyl-1-butanol C10H140 Cuminum cyminum (Bettaieb et al., 2011)
1-phenyl-1,2-ethanediol C8H1002 Cuminum cyminum (Bettaieb et al., 2011)
1-tetradecanol C14H300 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
1-vinylcyclohexane C8H14 Marrubium vulgare (Kadri et al., 2011)
1,2-dihydroxytrideca-5,7,9,11-tetrayne C13H1202 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)
1,3-benzenediol, 5-chloro- C6H5CI102 Cynodon dactylon (Savadi et al., 2020)
1,3-propanediol, 2-methyl-2-(1-  C10H20N204 Senecio vulgaris (Hamed et al., 2019)
methylpropyl)-, dicarbamate
1,3,8-p-menthatriene CI0OH14 Eucalyptus globulus (Luiés et al., 2016)
1,4-butanediol C4H1002 Cynodon dactylon (Mozafari et al., 2018)
1,8-cineole CI10H180 Eucalyptus ~ citriodora, — Minthos-  (Almadiy, 2020; Arze et al., 2008; Bah-
tachys spicata, Eucalyptus globulus, — ramsoltani et al., 2018; Bardaweel et al.,
Mentha spicata, Cymbopogon ci-  2018; Batish et al., 2006a; Ben Farhat et
tratus, Gnaphalium viravira, Salvia  al., 2009; Benites et al., 2018; Bettaieb
officinalis, Lavandula angustifo- et al., 2011; Caprari et al., 2021; Der-
lia, Matricaria recutita, Artemisia  wich et al., 2009; Gbenou et al., 2013;
absinthium, Minthostachys mollis, Guo y Wang, 2020; Harkat-Madouri et
Clinopodium  bolivianum, Cumi-  al., 2015; Kadri et al., 2011; Kazemi,
num cyminum, Aloysia citrodora, 2015; R. Li y Jiang, 2004; Pintore et al.,
Matricaria chamomilla, Dysphania ~ 2002; Rajeswara Rao et al., 2003; Sidi-
ambrosioides, Rosmarinus officina-  bé et al., 2001; H. P. Singh et al., 2012;
lis, Marrubium vulgare Snoussi et al., 2015; Solis-Quispe et al.,
2016; Soliés Quispe et al., 2018; Stano-
jevic et al., 2016; Tyagi y Malik, 2011;
Wanner et al., 2010)
1,8-terpin C10H2002 Eucalyptus citriodora (J. Ibrahim et al., 2018)
10-nor-calamenen-10-one C14H180 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radic et al., 2010)
2-azacyclooctanone C7H13NO Rumex crispus (Idris et al., 2019)
2-butanone C4H80 Arctium lappa (Xia et al., 2021)
2-caren-10-al C10H140 Cuminum cyminum (Chaudhary et al., 2014; Hajlaoui et al.,
2010)
2-cyclohexen-1-o0l C6H100 Taraxacum officinale (Diéaz et al., 2018)
2-cyclohexen-1-one C6H80O Taraxacum officinale (Diéaz et al., 2018)
2-cyclopentene-1,4-dione C5H402 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
2-ethyl-1-hexanol C8H180 Cuminum cyminum (Bettaieb et al., 2011)
2-ethylfuran C6H80O Arctium lappa, Medicago sativa (Xia et al., 2021; D.-S. Yang et al.,
2021)
2-ethylhexyl 4-methoxycinnamate C18H2603 Brassica rapa (Miyazawa et al., 2005)
2-furancarboxaldehyde, 5-methyl- C6H602 Cynodon dactylon (Savadi et al., 2020)
2-heptanol C7H160 Jacaranda acutifolia (Mostafa et al., 2015)
2-heptanone C7H140 Arctium lappa, Cynara scolymus (Saucier et al., 2014; Xia et al., 2021)
2-hexyn-1-ol C6H100 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)
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Tabla 9 Lista de compuestos botanicos y plantas andinas

Compuesto botanico Formula Plantas andinas Referencias

2-hydroxycyclohexyl thiocyanate C7H11INOS Raphanus sativus (Sangthong et al., 2017)

2-indolecarboxylic acid CY9H7NO2 Raphanus sativus (Sangthong et al., 2017)

2-methoxy-3-(2-methylpropyl)- C9H14N20 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

pyrazine

2-methyl 5-hexenenitrile C7HIIN Brassica rapa (Miyazawa et al., 2005)

2-methyl undecanal C12H240 Cynara scolymus (Nassar et al., 2013)

2-methyl-1-hepten-6-one C8H140 Lippia alba (Glamoclija et al., 2011)

2-methylbutanal C5H100 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

2-methylfuran C5H60 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

2-n-butyl furan C8HI120 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

2-nonanone CI9H180 Erodium cicutarium (Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2010)

2-oxazolidinethione C3H5NOS Raphanus sativus (Sangthong et al., 2017)

2-pentyl-cyclopentanone C10H180 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

2-pentylfuran C9H140 Erodium cicutarium, Arctium lappa, (Heuskin et al., 2009; Massadeh et
Nicotiana glauca, Matricaria chamo-  al., 2022; Radulovi¢ et al., 2009;
milla Stojanovi¢-Radié et al., 2010; Xia et al.,

2021)

2-pentyn-1-ol C5H80 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

2-phenylethyl isobutanoate CI2H1602 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)

2-phenylethyl isopentanoate C13H1802 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)

2-propanone C3H60 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

2-tridecanone C13H260 Erodium cicutarium, Cymbopogon  (Josphat et al., 2011; Radulovi¢ et al.,
citratus 2009)

2,3-dihydro-3-methyl-furan C5H80 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

2,3-dihydrobenzofuran C8H80 Cynodon dactylon (Mozafari et al., 2018)

2,3-dimethoxy-1,4-dioxane C6H1204 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

2,4-dimethyl-2,4-heptadienal C9H140 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

2,4,6-trimethylpyridine C8HIIN Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-

Radi¢ et al., 2010)

2,5-dimethylpyrazine C6H8N2 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

2,5,9-trimethylcycloundeca-4,8 dienone ~ C14H220 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)

2,6-dimethyl-1,7-octadiene-3,6-diol CI10H1802 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)

2,6-dimethyl-3,7-octadiene-2,6-diol CI10H1802 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)

3-coumaric acid C9H803 Taraxacum officinale (Kenny et al., 2014)

3-decanol C10H220 Minthostachys spicata, Matricaria  (Shams-Ardakani et al., 2006; Solis-
chamomilla Quispe et al., 2016)

3-decanone C10H200 Minthostachys spicata, Cynara scoly-  (Nassar et al., 2013; Solis-Quispe et al.,
mus 2016)

3-dodecanone C12H240 Cynara scolymus, Matricaria chamo-  (Shams-Ardakani et al., 2006)
milla

3-ethoxy-benzaldehyde CI9H1002 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

3-ethylthiophene C6HS8S Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

3-furfural C5H402 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

3-hexen-1-ol acetate C8H1402 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)
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Tabla 9 Lista de compuestos botanicos y plantas andinas

Compuesto botanico Formula Plantas andinas Referencias

3-hydroxyandrosta-5,7,9(11)-trien-17- C19H2402 Urtica urens (Gaafar et al., 2020)

one

3-indoleacetonitrile C10H8N2 Raphanus sativus (Sangthong et al., 2017)

3-indolecarbinol CY9HONO Raphanus sativus (Sangthong et al., 2017)

3-isopropyl phenol C9HI120 Cuminum cyminum (Chaudhary et al., 2014)

3-methyl-1-butanol C5HI120 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

3-methyl-1-butanol acetate C7H1402 Eucalyptus globulus (Luiés et al., 2016)

3-methylbutanal C5H100 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

3-methylfuran C5H60 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

3-methylhexanal C7H140 Chuquiraga spinosa (Senatore, 1996)

3-nonen-2-one C9H160 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

3-octanol C8H180 Minthostachys spicata, Mentha spi-  (Bardaweel et al., 2018; Ben Farhat
cata, Salvia officinalis, Lavandula et al., 2009; Pokajewicz et al., 2021;
angustifolia, Clinopodium bolivia-  Snoussi et al., 2015; Solis-Quispe et al.,
num 2016; Soliés Quispe et al., 2018)

3-octanone C8H160 Salvia officinalis, Lavandula angusti- ~ (Ben Farhat et al., 2009; Caprari et al.,
folia 2021)

3-octyl acetate C10H2002 Minthostachys spicata, Clinopodium  (Solis-Quispe et al., 2016; Soliés Quis-
bolivianum pe et al., 2018)

3-pentanone C5H100 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

3-phenylfuran CI10H8O Arctium lappa (Xia et al., 2021)

3-pinanone C10H160 Araucaria heterophylla (Elshamy et al., 2020)

4-(2,6,6-trimethyl-1,3-cyclohexadien-1- ~ C13H200 Jacaranda acutifolia (Mostafa et al., 2015)

yl)-2-butanone

4-(5-methyl-2-furanyl)-2-butanone C9H1202 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

4-epi-cubebol C15H260 Xanthium spinosum (Andreani et al., 2017)

4-methyl-benzaldehyde C8H8O Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

4-pentenyl C5HS Raphanus sativus (Sangthong et al., 2017)

5-ethyl-2(5h)-furanone C6H802 Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)

5-feruloylquinic acid C17H2009 Prunus serotina (Brozdowski et al., 2021)

5-methyl-indole C9HON Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

5-o-methylhoslundin C24H2007 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)

5-p-coumaroylquinic acid C16H1808 Prunus serotina (Brozdowski et al., 2021)

6-methyl-2-heptanone C8H160 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

6-methyl-5-hepten-2-one C8H140 Cymbopogon citratus, Lippia al-  (Bahramsoltani et al., 2018; Josphat et
ba, Cynara scolymus, Bidens pilosa,  al., 2011; Lopez et al., 2011; Saucier et
Aloysia citrodora al., 2014; Xuan y Khanh, 2016)

6,10-dimethyl-2-undecanone C13H260 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

7-hydroxy-4-methyl coumarin C10H803 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)

7-oxabicyclo[4.1.0]heptan-2-one C6H802 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

8-eudesmol C15H280 Baccharis genistelloides (Chialva y Doglia, 1990)

9-hydroxy-10,12-octadecadienoic acid C18H3203 Urtica dioica (Farag et al., 2013)

9-hydroxy-cis-11-octadecenoic acid C18H3403 Plantago major (Samuelsen, 2000)

a-bisabolol C15H260 Matricaria recutita, Cynara scolymus ~ (Can et al., 2012; Saucier et al., 2014)
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a-cadinol C15H260 Cymbopogon citratus, Bidens pilosa,  (de Almeida et al., 2009; Sidibé et al.,
Piper aduncum 2001; Xuan y Khanh, 2016)
a-methyl-y-butyrolactone C5H602 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
a-phellandrene CI0HI16 Eucalyptus  citriodora, Eucalyptus ~ (Almadiy, 2020; Chialva y Doglia,
globulus, Lippia alba, Dysphania  1990; Lopez et al., 2011; Lués et al.,
ambrosioides, Rosmarinus officinalis, ~ 2016; Ozcan y Chalchat, 2008; Pinto-
Baccharis genistelloides re et al., 2002; H. P. Singh et al., 2012;
Tyagi y Malik, 2011)
a-terpinene CI10H16 Eucalyptus  citriodora, Eucalyptus ~ (Almadiy, 2020; Chialva y Doglia,
globulus, Dysphania ambrosioides, 1990; Ozcan y Chalchat, 2008; Pinto-
Rosmarinus officinalis, Baccharis ge-  re et al., 2002; H. P. Singh et al., 2012;
nistelloides Tyagi y Malik, 2011)
a-terpineol C10H180 Eucalyptus  citriodora, Eucalyptus — (Harkat-Madouri et al., 2015; Ozcan
globulus, Minthostachys mollis, Ros- 'y Chalchat, 2008; Pintore et al., 2002;
marinus officinalis, Chugquiraga spi- L. B. Rojas y Usubillaga, 1995; Senato-
nosa re, 1996; H. P. Singh et al., 2012; Tolba
et al.,2015; Tyagi y Malik, 2011)
acetic acid C2H402 Arctium lappa, Lavandula angustifo-  (Guo y Wang, 2020; Xia et al., 2021)
lia
acetophenone C8H8O Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
acorenone b C15H240 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)
ageratochromene C13H1603 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
alcanfor CI10H160 Ambrosia peruviana (Ruiz et al., 2015)
allo-aromadendrene epoxide C15H240 Lippia alba (Glamoclija et al., 2011)
amorpha-4,9-dien-2-ol C15H240 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009)
apigenin CI5H1005 Alcea rosea, Melissa officinalis, Bi-  (Abdel-Salam et al., 2018; Bahramsol-
dens pilosa, Aloysia citrodora, Bac-  tani et al.,2018; Hennig et al., 2011; Or-
charis genistelloides daz et al., 2018; Xuan y Khanh, 2016)
apiole C12H1404 Cuminum cyminum, Piper aduncum (Bettaieb et al., 2011; de Almeida et al.,
2009)
ar-turmerol C15H220 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)
arctigenin C21H2406 Arctium lappa (Ferracane et al., 2010)
artemisia alcohol C10H180 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
asarone C12H1603 Dysphania ambrosioides (Almadiy, 2020)
ascorbic acid C6H806 Rumex acetosella (Ozenver et al., 2020)
azulene C10H8 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
b-carotene C40HS56 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)
b-citronellol C10H200 Eucalyptus citriodora, Marrubium  (Kadri et al., 2011; H. P. Singh et al.,
vulgare 2012)
benzaldehyde C7H60 Erodium cicutarium, Brassica rapa, (Ben Farhat et al., 2009; Miyazawa et

Arctium lappa, Salvia officinalis, Cy-
nara scolymus, Dysphania ambro-

sioides, Medicago sativa

al., 2005; Mokni et al., 2019; Radulo-
vi¢ et al., 2009; Saucier et al., 2014;
Stojanovi¢-Radié et al., 2010; Xia et al.,
2021; D.-S. Yang et al., 2021)
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benzeneacetaldehyde

C8H80

Arctium lappa, Matricaria recutita,

Medicago sativa

(Kazemi, 2015; Xia et al., 2021; D.-S.
Yang et al., 2021)

benzoic acid C7H602 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
benzophenone C13H100 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
benzothiazol C7H5NS Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
benzyl alcohol C7H80 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
benzyl benzoate C14H1202 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
benzyl salicylate C14H1203 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
benzyl tiglate CI12H1402 Cynara scolymus (Nassar et al., 2013)
benzylisoquinoline C16H13N Urtica dioica (M. Ibrahim et al., 2018)
bisabolol oxide b C15H2602 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021)
borneol CI0H180 Eucalyptus citriodora, Erodium cicu-  (Ben Farhat et al., 2009; Caprari et al.,
tarium, Eucalyptus globulus, Mentha  2021; Gutiérrez et al., 2016; Kadri et
spicata, Salvia officinalis, Lavandu-  al., 2011; Ljolji¢ Bili¢ et al., 2019; L6-
la angustifolia, Lippia alba, Clino- pez et al., 2011; Ozcan y Chalchat,
podium bolivianum, Piper aduncum, 2008; Pintore et al., 2002; Radulovi¢ et
Matricaria chamomilla, Rosmarinus  al., 2009; Rajeswara Rao et al., 2003;
officinalis, Marrubium vulgare, Am-  Shams-Ardakani et al., 2006; Snoussi
brosia peruviana et al., 2015; Soliés Quispe et al., 2018;
Tyagi y Malik, 2011; Yéanez et al., 2011)
bornyl acetate C12H2002 Erodium cicutarium, Cymbopogon  (Almadiy, 2020; Ben Farhat et al., 2009;
citratus, Salvia officinalis, Lavandu-  Benites et al., 2018; Caprari et al.,
la angustifolia, Minthostachys mollis, ~ 2021; Guo y Wang, 2020; Ljolji¢ Bi-
Bidens pilosa, Dysphania ambrosioi-  1i¢ et al., 2019; Pintore et al., 2002;
des, Rosmarinus officinalis Radulovié¢ et al., 2009; Sidibé et al.,
2001; Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2010;
Xuan y Khanh, 2016)
bornyl formate C11H1802 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
butanal C4H8O Arctium lappa, Medicago sativa (Xia et al., 2021; D.-S. Yang et al.,
2021)
butyl butyrate C8H1602 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
butylated hydroxytoluene C15H240 Senecio vulgaris (Hamed et al., 2019)
caffeine C8HION402  Plantago major (Mohamed et al., 2011)
camphenilone C9H140 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)
camphol C10H180 Lavandula angustifolia (Guo y Wang, 2020)
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camphor C10H160 Erodium cicutarium, Eucalyptus glo-  (Almadiy, 2020; Bahramsoltani et al.,
bulus, Equisetum arvense, Arauca-  2018; Ben Farhat er al., 2009; Bet-
ria heterophylla, Cymbopogon citra-  taieb et al., 2011; Caprari et al., 2021;
tus, Salvia officinalis, Lavandula an-  Elshamy et al., 2020; Guo y Wang,
gustifolia, Cynara scolymus, Cumi-  2020; Gutiérrez et al.,2016; Kadri et al.,
num cyminum, Aloysia citrodora, Pi-  2011; Kasali et al., 2001; Luiés et al.,
per aduncum, Matricaria chamomi-  2016; Pintore et al., 2002; Radulovié et
lla, Dysphania ambrosioides, Rosma-  al., 2009; Radulovi¢ et al., 2006; Sau-
rinus officinalis, Marrubium vulgare cier et al., 2014; Shams-Ardakani et al.,
2006; Soares et al., 2017; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
capric acid C10H2002 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
caprylic acid C8H1602 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
carotene C40H56 Urtica urens (Gaafar et al., 2020)
carotol C15H260 Cuminum cyminum, Ambrosia peru-  (Bettaieb et al., 2011; R. Li y Jiang,
viana 2004; Wanner et al., 2010; Yanez et al.,
2011)
carvacrol CI10H140 Erodium cicutarium, Minthostachys  (Almadiy, 2020; Arena et al., 2018; Ben
spicata, Salvia officinalis, Lavandu-  Farhat et al., 2009; Benites et al., 2018;
la angustifolia, Minthostachys mollis, ~ Bettaieb et al., 2011; Bezerra et al.,
Clinopodium bolivianum, Cuminum  2019; Caprari et al., 2021; Koba et al.,
cyminum, Chenopodium ambrosioi-  2009; Mokani et al., 2019; Ozcan y Chal-
des, Dysphania ambrosioides, Ros-  chat, 2008; Senatore, 1995; Soares et
marinus officinalis al., 2017; Soliés Quispe et al., 2018;
Stojanovi¢-Radié et al., 2010; Wanner et
al., 2010; Zefzoufi et al., 2020)
carvacrol acetate C12H1602 Minthostachys mollis, Clinopodium  (Benites et al., 2018; Soliés Quispe et
bolivianum al., 2018)
carvacrol methyl ether C11H160 Dysphania ambrosioides (Almadiy, 2020)
carvenone oxide C10H1602 Dysphania ambrosioides (Almadiy, 2020)
carveol C10H160 Salvia officinalis, Lavandula angusti- ~ (Ben Farhat et al., 2009; Pokajewicz et
folia, Chuquiraga spinosa al., 2021; Senatore, 1996)
carvone C10H140 Minthostachys spicata, Eucalyptus  (Bahramsoltani et al., 2018; Bardaweel
globulus, Mentha spicata, Lavandu- et al.,2018; Boukhebti et al., 2011; Ele-
la angustifolia, Lippia alba, Cyna-  chosa et al., 2017; Lopez et al., 2011;
ra scolymus, Minthostachys mollis,  Luiés et al., 2016; Olmedo et al., 2018;
Aloysia citrodora Pokajewicz et al., 2021; Saucier et al.,
2014; Senatore, 1995; Snoussi er al.,
2015)
carvone hydrate C10H1602 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009)
carvotanacetone C10H160 Eucalyptus globulus, Cuminum cymi-  (Bahramsoltani et al., 2018; Luiés et al.,
num, Aloysia citrodora 2016; Wanner et al., 2010)
caryophyllene acetate C17H2802 Aloysia citrodora, Dysphania ambro- ~ (Bahramsoltani et al., 2018; Bezerra et
sioides al., 2019)
caryophylleneoxide CI2HI9NO4  Cuminum cyminum (R. Liy Jiang, 2004)
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centaureidin C18H1608 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)
chloromethane CH3Cl1 Arctium lappa (Xia et al., 2021)
chromolaenin C15H160 Baccharis latifolia (Valarezo et al., 2013)
chrysanthenone C10H140 Artemisia absinthium, Baccharis ge-  (Chialva y Doglia, 1990; Derwich et al.,
nistelloides 2009)
chrysanthenyl acetate C12H1802 Artemisia absinthium (Derwich et al., 2009)
chrysoeriol C16H1206 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)
cinerolone C10H1402 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)
cirsimaritin C17H1406 Aloysia citrodora, Baccharis geniste- ~ (Bahramsoltani et al., 2018; Hennig et
lloides al.,2011)
cis-2-menthenol CI10H180 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)
cis-3-hexen-1-o0l C6H120 Bidens pilosa, Erythroxylum coca (Novdk y Salemink, 1987; Xuan
y Khanh, 2016)
cis-3-hexenyl acetate C8H1402 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)
cis-calamenen-10-ol C15H220 Erodium cicutarium (Radulovi€ et al., 2009)
cis-carveol C10H160 Mentha spicata (Snoussi et al., 2015)
cis-carvyl acetate C12H1802 Mentha spicata (Bardaweel et al., 2018)
cis-chrysanthenol C10H160 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
cis-chrysanthenyl acetate CI2H1802 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)
cis-dihydrocarvone CI10H160 Mentha  spicata, Lippia alba, (Bardaweel et al., 2018; Benites et al.,
Minthostachys mollis, Aloysia  2018; Elechosa et al.,2017; Lopez et al.,
citrodora 2011; Snoussi et al., 2015)
cis-en-yn-dicycloether C13H1202 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
cis-isopulegone CI0H180 Minthostachys mollis (Benites et al., 2018)
cis-linalool oxide CI10H1802 Cymbopogon citratus, Lavandula an- ~ (Barbosa et al., 2008; Bettaieb et al.,
gustifolia, Cuminum cyminum, Me-  2011; Pokajewicz et al., 2021; D.-S.
dicago sativa Yang et al., 2021)
cis-linalool oxide (furanoid) CI10H1802 Erodium cicutarium, Minthostachys  (Radulovi¢ et al., 2009; Solis-Quispe et
spicata, Clinopodium bolivianum al., 2016; Soliés Quispe et al., 2018;
Stojanovi¢-Radié et al., 2010)
cis-linalool oxide (pyranoid) C10H1802 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radic et al., 2010)
cis-menthone C10H180 Minthostachys mollis (Mora et al., 2009)
cis-p-menth-2-en-1-ol CI0H180 Mentha spicata, Piper aduncum (Bardaweel et al., 2018; Snoussi et al.,
2015; Valadares et al., 2018)
cis-p-menth-2-en-1,8-diol C10H1802 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
cis-p-menth-2,8-dienol CI10H160 Dysphania ambrosioides (Mokni et al., 2019)
cis-p-mentha-2,8-diene-1-ol CI10H160 Lippia alba (Lépez et al., 2011)
cis-pinene hydrate C10H180 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)
cis-piperitol C10H180 Cynara scolymus, Piper aduncum (Pino et al., 2004)
cis-piperitone epoxide C10H1602 Minthostachys mollis, Marrubium  (Benites et al., 2018; Morteza-Semnani
vulgare et al., 2008)
cis-rose oxide CI10H180 Eucalyptus citriodora (H. P. Singh et al., 2012)
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cis-sabinene hydrate C10H180 Minthostachys spicata, Mentha spi-  (Bardaweel et al., 2018; Caprari et al.,
cata, Lavandula angustifolia, Clino- ~ 2021; Hajlaoui et al., 2010; Mokni et
podium bolivianum, Cuminum cymi-  al., 2019; Pintore et al., 2002; Snoussi
num, Piper aduncum, Dysphania am- et al., 2015; Solis-Quispe et al., 2016;
brosioides, Rosmarinus officinalis Soliés Quispe et al., 2018; Valadares et
al., 2018; Wanner et al., 2010)
cis-verbenol CI10H160 Erodium cicutarium, Araucaria hete-  (Elshamy et al., 2020; Pintore et al.,
rophylla, Cynara scolymus, Rosmari- ~ 2002; Radulovi¢ et al., 2009; Saucier et
nus officinalis al.,2014)
citronellol C10H200 Eucalyptus citriodora, Erodium cicu-  (Barbosa et al., 2008; Batish et al.,
tarium, Cymbopogon citratus, Aloy-  2006a; Batish et al., 2006b; Elechosa et
sia citrodora, Rosmarinus officinalis al., 2017; Ljolji¢ Bili¢ et al., 2019; Pin-
tore et al., 2002; Rajeswara Rao e al.,
2003; Tolba et al., 2015)
citronellyl acetate C12H2202 Eucalyptus citriodora, Cymbopogon  (Bahramsoltani et al., 2018; Batish et
citratus, Aloysia citrodora al., 2006a; Batish et al., 2006b; Gbenou
et al., 2013; Rajeswara Rao et al., 2003;
H. P. Singh et al., 2012)
citronellyl butanoate C14H2602 Marrubium vulgare (Kadri et al., 2011)
colchicine C22H25NO6  Plantago major (Mohamed et al., 2011)
coumarin C9H602 Plantago major, Lavandula angusti-  (Guo y Wang, 2020; Mohamed et al.,
folia 2011)
cryptomeridiol C15H2802 Cynara scolymus (Nassar et al., 2013)
cryptone C9H140 Erodium cicutarium, Lavandula an-  (Pokajewicz et al., 2021; Radulovié et
gustifolia al., 2009; Stojanovic¢-Radic et al., 2010)
cubebol C15H260 Lippia  alba, Piper aduncum, (Andreani etal.,2017; Glamoclija et al.,
Xanthium spinosum 2011; Gutiérrez et al., 2016)
cubenol C15H260 Erodium cicutarium, Cynara scoly-  (Bahramsoltani et al., 2018; Pino et al.,
mus, Aloysia citrodora, Piper adun-  2004; Radulovic et al., 2009; Saucier et
cum, Baccharis latifolia, Ambrosia  al., 2014; Stojanovi¢-Radic et al., 2010;
peruviana Valarezo et al.,2013; Yénez et al.,2011)
cuminal C10H120 Eucalyptus globulus, Cuminum cymi-  (Harkat-Madouri et al., 2015; R. Li
num y Jiang, 2004)
cuminic acid C10H1202 Cuminum cyminum (Wanner et al., 2010)
cyclamen aldehyde C13H180 Cynara scolymus (Nassar et al., 2013)
cyclocolorenone C15H220 Xanthium spinosum (Andreani et al., 2017)
d-decalactone C10H1802 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
d-limonene CI0HI16 Araucaria heterophylla, Dysphania  (Arena et al., 2018; Elkady y Ayoub,
ambrosioides 2018; Elshamy et al., 2020)
daidzein C15H1004 Mentha spicata (Cirlini et al., 2016)
decan-2-one C10H200 Chuquiraga spinosa (Senatore, 1996)
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decanal C10H200 Erodium cicutarium, Arctium lap-  (Andreani et al., 2017; Mostafa et al.,
pa, Cynara scolymus, Bidens pilosa,  2015; Radulovic et al., 2009; Saucier et
Chuquiraga spinosa, Xanthium spi-  al., 2014; Senatore, 1996; Stojanovié-
nosum, Jacaranda acutifolia Radi¢ et al., 2010; Xia et al., 2021;

Xuan y Khanh, 2016)

dehydro-1,8-cineole C10H160 Baccharis tricuneata (Arze et al., 2004)

dehydro-sesquicineole C15H240 Matricaria chamomilla (Stanojevic et al., 2016)

dehydrodiconiferyl alcohol C20H2206 Urtica dioica (M. Ibrahim et al., 2018)

dehydrovomifoliol CI13H1803 Acanthoxanthium spinosum (Yuan et al., 2018)

dendrolasin C15H220 Matricaria chamomilla (Heuskin et al., 2009)

dibenzofuran C12H80 Erodium cicutarium (Stojanovi¢-Radic¢ et al., 2010)

dicyclohexyl-methanone C13H220 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

diethyl phthalate C12H1404 Taraxacum officinale (D1éaz et al., 2018)

dihydro-3-(2h)-thiophenone C4H60S Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

dihydro-b-ionone C13H220 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)

dihydroactinidiolide C11H1602 Erodium cicutarium, Cynara scoly-  (Radulovi¢ et al., 2009; Saucier et al.,
mus 2014; Stojanovic¢-Radi¢ et al., 2010)

dihydrocarveol CI0H180 Mentha spicata, Minthostachys mo-  (Benites et al., 2018; Snoussi et al.,
llis 2015)

dihydrocarveol acetate C12H2002 Minthostachys mollis (Benites et al., 2018)

dihydroedulan ia C13H220 Mentha spicata (Bardaweel et al., 2018)

dihydrofarnesal C15H260 Eucalyptus citriodora (H. P. Singh et al., 2012)

dihydrokaempferol CI15H1206 Alcea rosea (Abdel-Salam et al., 2018)

dihydrotagetone C10H180 Dysphania ambrosioides (Arena et al., 2018)

dihydroxyacetone C3H603 Cynodon dactylon (Mozafari et al., 2018)

dillapiol CI12H1404 Piper aduncum (Valadares et al., 2018)

diosmetin C16H1206 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)

dl-isopulegol C10H180 Eucalyptus citriodora (J. Ibrahim et al., 2018)

docosahexaenoic acid, 1,2,3- C69H9806 Urtica urens (Gaafar et al., 2020)

propanetriyl ester

dodecamethylcyclo- hexasiloxane C12H3606Si6 Urtica urens (Gaafar et al., 2020)

dodecan-2-one C12H240 Chuquiraga spinosa (Senatore, 1996)

dodecanal C12H240 Erodium cicutarium, Xanthium spi-  (Andreani et al., 2017; Radulovi¢ et al.,
nosum 2009; Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2010)

dodecanoic acid C12H2402 Erodium cicutarium (Radulovi¢ er al., 2009; Stojanovic-

Radi¢ et al., 2010)

dodecenedioic acid C12H2004 Urtica dioica (Farag et al., 2013)

elemicin C12H1603 Piper aduncum (Pino et al., 2004)

elemol C15H260 Baccharis tricuneata, Cymbopogon  (Arze et al., 2004; Chialva y Doglia,
citratus, Baccharis genistelloides 1990; Sidibé et al., 2001)

endo-1-bourbonanol C15H260 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)

epi-cedrol C15H260 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)

epi-cubebol C15H240 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)

epi-cubenol C15H260 Piper aduncum (Pino et al., 2004)
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epoxylinalol C10H1802 Eucalyptus globulus (Tyagi y Malik, 2011)

espatulenol C15H240 Chuquiraga spinosa (Perez-Chauca et al., 2020)

estragole CI0H120 Minthostachys spicata, Rosmarinus  (Pintore et al., 2002; Senatore, 1995)
officinalis

ethanone, 1-(4-hydroxy-3- C9H1003 Cynodon dactylon (Savadi et al., 2020)

methoxyphenyl)-

ethyl acetate C4H802 Brassica rapa (Miyazawa et al., 2005)

ethyl 3-(4-hydroxyphenyl)-propenoate C11H1203 Cynodon dactylon (Mozafari et al., 2018)

ethyl 3,7,12-trihydroxycholan-24-oate C26H4405 Urtica urens (Gaafar et al., 2020)

ethyl 9,12,15-octadecatrienoate C20H3402 Taraxacum officinale (Diéaz et al., 2018)

ethyl linoleate C20H3602 Cynodon dactylon, Nicotiana glauca, (Massadeh et al., 2022; Mostafa et al.,
Jacaranda acutifolia 2015; Mozafari et al., 2018)

ethyl octanoate C10H2002 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)

ethyl phenylacetate C10H1202 Jacaranda acutifolia (Mostafa et al., 2015)

ethylcyclohexane C8H16 Rumex crispus (Idris et al., 2019)

eucarvone C10H140 Dysphania ambrosioides (Mokni et al., 2019)

eudesm-11-en-4-ol C15H260 Chuquiraga spinosa (Senatore, 1996)

eugenol CI10H1202 Eucalyptus citriodora, Erodium cicu-  (Batish et al., 2006a; Batish et al.,
tarium, Minthostachys spicata, Sal-  2006b; Ben Farhat et al., 2009; Bettaieb
via officinalis, Cynara scolymus, Cli- et al., 2011; Nagy y Svajdlenka, 1998;
nopodium bolivianum, Cuminum cy-  Radulovi¢ ez al., 2009; Rajeswara Rao et
minum, Nicotiana glauca, Marru-  al., 2003; Saucier et al., 2014; Senatore,
bium vulgare, Chuquiraga spinosa 1996; Solis-Quispe et al., 2016; Soliés

Quispe et al., 2018; Stojanovi¢-Radié et
al., 2010)

eupatorin C18H1607 Aloysia citrodora, Baccharis geniste-  (Bahramsoltani et al., 2018; Hennig et
lloides al.,2011)

eupatrin C18H1607 Baccharis genistelloides (Hennig et al., 2011)

fenchol CI10H180 Eucalyptus globulus, Rosmarinus of-  (Luiés et al., 2016; Ozcan y Chalchat,
ficinalis 2008; Tyagi y Malik, 2011)

fenchone C10H160 Cymbopogon citratus, Cynara scoly-  (Kasali et al., 2001; Ozcan y Chalchat,
mus, Rosmarinus officinalis 2008; Pintore et al., 2002)

ferulic acid C10H1004 Erodium cicutarium, Urtica dioica, (Barros et al., 2013; Bili¢ et al., 2020;
Melissa officinalis, Plantago major, ~ M. Ibrahim et al., 2018; Kenny et al.,
Taraxacum officinale, Chenopodium  2014; Mohamed et al., 2011; Ordaz et
ambrosioides al., 2018)

feruloyl malate C14H1408 Urtica dioica (Farag et al., 2013)

formic acid CH202 Arctium lappa (Xia et al., 2021)

furfural C5H402 Arctium lappa, Cynara scolymus, Cy-  (Mozafari et al., 2018; Saucier et al.,
nodon dactylon 2014; Xia et al., 2021)

genkwanin C16H1205 Baccharis genistelloides (Hennig et al., 2011)
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geraniol C10H180 Eucalyptus citriodora, Eucalyptus  (Almadiy, 2020; Bahramsoltani et al.,
globulus, Cymbopogon citratus, Lip-  2018; Barbosa et al., 2008; Batish et al.,
pia alba, Cynara scolymus, Clino- 2006a; Batish ef al., 2006b; Bettaieb et
podium bolivianum, Cuminum cymi-  al., 2011; Gbenou et al., 2013; Josphat
num, Aloysia citrodora, Chenopo- et al., 2011; Kadri et al., 2011; Kasali
dium ambrosioides, Dysphania am- et al., 2001; Koba et al., 2009; Lépez et
brosioides, Rosmarinus officinalis,  al., 2011; Moreira et al., 2010; Pinto et
Marrubium vulgare al., 2015; Pintore et al., 2002; Rajeswa-
ra Rao er al., 2003; Saucier er al., 2014;
H. P. Singh ez al., 2012; Soliés Quispe et
al., 2018; Tyagi y Malik, 2011)
geranyl acetate C12H2002 Eucalyptus citriodora, Cymbopogon  (Bahramsoltani et al., 2018; Barbosa et
citratus, Lavandula angustifolia, Lip-  al., 2008; Benites et al., 2018; Bettaieb
pia alba, Cynara scolymus, Minthos- et al., 2011; Elechosa et al., 2017; Gbe-
tachys mollis, Clinopodium bolivia-  nou et al., 2013; Josphat et al., 2011;
num, Cuminum cyminum, Aloysia ci-  Lopez et al., 2011; Pintore et al., 2002;
trodora, Rosmarinus officinalis Pokajewicz et al., 2021; Rajeswara Rao
et al., 2003; Soliés Quispe et al., 2018)
geranyl acetone C13H220 Erodium cicutarium, Dysphania am- — (Mokni et al., 2019; Ozcan y Chalchat,
brosioides, Rosmarinus officinalis 2008; Radulovi¢ et al., 2009)
geranyl propanoate C13H2202 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)
geranyl tiglate C15H2402 Dysphania ambrosioides, Marrubium  (Kadri et al., 2011; Mokni et al., 2019)
vulgare
germacrene d-4-ol C15H260 Cymbopogon citratus, Clinopodium  (Sidibé et al., 2001; Soliés Quispe et al.,
bolivianum, Piper aduncum 2018; Valadares et al., 2018)
glaucarubinone C25H34010  Raphanus sativus (Sangthong et al., 2017)
globulol C15H260 Eucalyptus citriodora, Erodium ci-  (Bahramsoltani et al., 2018; de Almei-
cutarium, Aloysia citrodora, Piper  da et al., 2009; Gutiérrez et al., 2016;
aduncum, Matricaria chamomilla Heuskin er al., 2009; Radulovié et al.,
2009; H. P. Singh et al., 2012)
glycerol 1-palmitate C19H3804 Senecio vulgaris (Hamed et al., 2019)
hedione C13H2203 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
heptanal C7H140 Cymbopogon citratus, Arctium lap-  (Bettaieb et al., 2011; Gbenou et al.,
pa, Cynara scolymus, Cuminum cy-  2013; Saucier et al., 2014; Xia et al.,
minum, Medicago sativa 2021; D.-S. Yang et al., 2021)
heptanoic acid C7H1402 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
heptyl propionate C10H2002 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)
hexadecylene oxide C16H320 Cuminum cyminum (Chaudhary et al., 2014)
hexanal C6H120 Erodium cicutarium, Arctium lappa,  (Ozcan y Chalchat, 2008; Radulovié et
Rosmarinus officinalis, Medicago sa-  al., 2009; Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2010;
tiva Xiaet al., 2021; D.-S. Yang et al., 2021)
hexanoic acid C6H1202 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
hexyl 3-methyl butanoate C11H2202 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
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hexyl acetate C8H1602 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)
hexyl butanoate C10H2002 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)
hexyl hexanoate C12H2402 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021)
hexyl salicylate C13H1803 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009)
hexyl tiglate C11H2002 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021)
hexyl valerate C11H2202 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021)
hispidulin C16H1206 Plantago major, Aloysia citrodora,  (Bahramsoltani et al., 2018; Hennig et
Baccharis genistelloides al., 2011; Samuelsen, 2000)
hydroquinone C6H602 Cynodon dactylon (Savadi et al., 2020)
indole C8H7N Minthostachys spicata, Brassica ra- (Miyazawa et al., 2005; Saucier et al.,
pa, Cynara scolymus 2014; Solis-Quispe et al., 2016)
intermedine CI5H25NOS5  Aristeguietia gayana (Colegate et al., 2015)
iso-isopulegol C10H180 Cymbopogon citratus (Gbenou et al., 2013)
iso-menthone CI10H180 Minthostachys spicata, Clinopodium  (Solis-Quispe et al., 2016; Soliés Quis-
bolivianum, Matricaria chamomilla pe et al., 2018; Stanojevic et al., 2016)
iso-piperitenone C10H140 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)
isoamyl hexanoate C11H2202 Erodium cicutarium (Ljolji¢ Bili¢ et al., 2019)
isoaromadendrene epoxide C15H240 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
isoascaridol C10H1602 Chenopodium ambrosioides (Koba et al., 2009)
isoascaridole C10H1602 Dysphania ambrosioides, Marrubium  (Bezerra et al., 2019; Morteza-Semnani
vulgare et al., 2008; Zefzoufi et al., 2020)
isobornyl acetate C12H2002 Mentha spicata, Dysphania ambro-  (Mokni et al., 2019; Morteza-Semnani
sioides, Marrubium vulgare et al., 2008; Snoussi et al., 2015)
isobutyl hexanoate C10H2002 Erodium cicutarium (Ljolji¢ Bili¢ et al., 2019)
isocarnosol C20H2604 Lepechinia meyenii (Serrano et al., 2021)
isocitronellene CI0H18 Cynara scolymus (Nassar et al., 2013)
isodihydrocarvone CI10H160 Minthostachys spicata (Senatore, 1995)
isoisopulegol CI0H180 Eucalyptus citriodora (Batish et al., 2006a; Batish et al.,
2006b; H. P. Singh et al., 2012)
isolariciresinol C20H2406 Urtica dioica (M. Ibrahim et al., 2018)
isolimonene CI0HI16 Eucalyptus citriodora (Batish er al., 2006a; Batish et al.,
2006b)
isophorone C9H140 Cynara scolymus, Bidens pilosa (Saucier et al., 2014; Xuan y Khanh,
2016)
isoprene C5HS Medicago sativa (D.-S. Yang et al., 2021)
isopropyl alcohol C3H80 Arctium lappa (Xia et al., 2021)
isopulegol CI10H180 Eucalyptus citriodora, Minthostachys ~ (Batish et al., 2006a; Batish et al.,
spicata, Cymbopogon citratus 2006b; Gbenou et al., 2013; Rajeswara
Rao et al., 2003; H. P. Singh ez al., 2012;
Solis-Quispe et al., 2016; Tolba et al.,
2015)
isopulegone C10H160 Cuminum cyminum (R. Liy Jiang, 2004)
isopulegyl acetate C12H2002 Eucalyptus citriodora (Tolba et al., 2015)
isorhamnetin C16H1207 Erodium cicutarium (Bili¢ et al., 2020)
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isosakuranetin C16H1405 Ageratina sternbergiana (Ramawat, 2019)

isothujol C10H180 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021)

isothymol methyl ether C11H160 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)

jaceosidin C17H1407 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)

junenol C15H260 Chugquiraga spinosa, Ambrosia peru-  (Senatore, 1996; Ydanez et al., 2011)
viana

juniper camphor C15H260 Cymbopogon citratus (Barbosa et al., 2008)

kaempferol C15H1006 Erodium cicutarium, Melissa offi-  (Bili¢ et al., 2020; Grosso et al., 2011;
cinalis, Plantago major, Capsella ~ Mohamed et al., 2011; Ordaz et al.,
bursa-pastoris 2018)

I-pinocarveol C10H160 Dysphania ambrosioides (Mokni et al., 2019)

1-verbenone C10H140 Araucaria heterophylla (Elshamy et al., 2020)

lavandulol C10H180 Lavandula angustifolia, Rosmarinus ~ (Guoy Wang, 2020; Pintore et al., 2002)
officinalis

lavandulyl acetate C12H2002 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021; Guo y Wang,

2020)

lavandulyl isovalerate C15H2602 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021)

lavandulyl propionate C13H2202 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)

lavender lactone C7H1002 Erodium cicutarium, Lavandula an-  (Pokajewicz et al., 2021; Radulovié et
gustifolia al., 2009; Stojanovic¢-Radic et al., 2010)

ledol C15H260 Cynara scolymus, Piper aduncum,  (Chialva y Doglia, 1990; Gutiérrez et
Baccharis genistelloides al., 2016; Saucier et al., 2014)

levoglucosenone C6H603 Cynodon dactylon (Savadi et al., 2020)

limonene C10H16 Eucalyptus citriodora, Minthostachys ~ (Almadiy, 2020; Andreani et al., 2017,

spicata, Eucalyptus globulus, Mentha
spicata, Baccharis tricuneata, Cym-
bopogon citratus, Gnaphalium vira-
vira, Salvia officinalis, Lavandula an-
gustifolia, Matricaria recutita, Lip-
pia alba, Minthostachys mollis, Cli-
nopodium bolivianum, Cuminum cy-
minum, Baccharis buxifolia, Nico-
tiana glauca, Aloysia citrodora, Pi-
per aduncum, Matricaria chamomi-
lla, Dysphania ambrosioides, Rosma-
rinus officinalis, Baccharis geniste-
lloides, Baccharis latifolia, Xanthium

spinosum, Jacaranda acutifolia

Arze et al., 2008; Arze et al., 2004; Bah-
ramsoltani et al., 2018; Bardaweel et al.,
2018; Batish et al., 2006a; Ben Farhat
et al., 2009; Benites et al., 2018; Beze-
rra et al., 2019; Chialva y Doglia, 1990;
Davila et al., 2008; Elechosa et al.,
2017; Gbenou et al., 2013; Guo y Wang,
2020; Hajlaoui et al., 2010; Heuskin et
al., 2009; Kazemi, 2015; R. Li y Jiang,
2004; Lépez et al., 2011; Mokni et al.,
2019; Mora et al., 2009; Mostafa et al.,
2015; Navickiene et al., 2006; Pino et
al., 2004; Pinto et al., 2015; Pintore et
al., 2002; Rajeswara Rao et al., 2003; J.
Rojas et al., 2007; Senatore, 1995; H. P.
Singh et al., 2012; Snoussi et al., 2015;
Soares et al., 2017; Soliés Quispe et al.,
2018; Stanojevic et al., 2016; Tolba et
al., 2015; Tyagi y Malik, 2011; Valare-
z0 et al., 2013; Wanner et al., 2010; Zef-
zoufi et al., 2020)
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linalool C10H180 Eucalyptus citriodora, Erodium cicu-  (Arze et al., 2004; Bahramsoltani et al.,
tarium, Minthostachys spicata, Eu-  2018; Barbosa et al., 2008; Bardaweel
calyptus globulus, Mentha spicata, et al., 2018; Batish et al., 2006a; Batish
Equisetum arvense, Baccharis tri- et al., 2006b; Ben Farhat et al., 2009;
cuneata, Cymbopogon citratus, Sal-  Caprari et al., 2021; Chaudhary et al.,
via officinalis, Lavandula angusti-  2014; Chialva y Doglia, 1990; Davila et
folia, Lippia alba, Cynara scoly-  al.,2008; Elechosa et al., 2017; Gbenou
mus, Minthostachys mollis, Clino- et al., 2013; Guo y Wang, 2020; Haj-
podium bolivianum, Cuminum cymi-  laoui et al., 2010; Harkat-Madouri et al.,
num, Baccharis buxifolia, Aloysia ci- ~ 2015; J. Ibrahim et al., 2018; Josphat
trodora, Piper aduncum, Matricaria et al., 2011; Kasali et al., 2001; R. Li
chamomilla, Rosmarinus officinalis, 'y Jiang, 2004; Ljolji¢ Bili¢ et al., 2019;
Marrubium vulgare, Chuquiraga spi-  Lopez et al., 2011; Moreira et al., 2010;
nosa, Baccharis genistelloides, Bac- Nagy y Svajdlenka, 1998; Navickiene
charis latifolia et al., 2006; Olmedo et al., 2018; Oz-
can y Chalchat, 2008; Perez-Chauca et
al., 2020; Pino et al., 2004; Pinto et
al., 2015; Pintore et al., 2002; Radulo-
vic et al., 2009; Radulovi¢ et al., 2006;
L. B. Rojas y Usubillaga, 1995; Sau-
cier et al., 2014; Shams-Ardakani et al.,
2006; H. P. Singh et al., 2012; Snoussi
et al., 2015; Solis-Quispe et al., 2016;
Soliés Quispe et al., 2018; Stanojevic et
al., 2016; Stojanovi¢-Radic et al., 2010;
Tyagi y Malik, 2011; Valarezo et al.,
2013)
linalyl acetate C12H2002 Erodium cicutarium, Cymbopogon  (Caprari et al.,2021; Guo y Wang, 2020;
citratus, Lavandula angustifolia Kasali et al., 2001; Ljolji¢ Bili¢ et al.,
2019)
linalyl propionate C13H2202 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)
linoleic acid C18H3202 Plantago major, Cynodon dactylon (Mozafari et al., 2018; Samuelsen,
2000)
loliolide C11H1603 Acanthoxanthium spinosum (Yuan et al., 2018)
longifolol C15H260 Nicotiana glauca (Massadeh et al., 2022)
luteolin 7-o-rutinoside Salvia officinalis, Cynara scolymus (Martins et al., 2015; Schiitz et al.,
2004)
m-acetanisole CI9H1002 Brassica rapa (Miyazawa et al., 2005)
m-cymen-8-ol C10H140 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
m-xylene C8HI10 Rumex crispus (Idris et al., 2019)
majoroside C17H24010  Plantago major (Samuelsen, 2000)
maltol C6H603 Cynodon dactylon (Mozafari et al., 2018)
massoia lactone C10H1602 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
mayurone C14H200 Cynara scolymus (Nassar et al., 2013)
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megastigma-4,6(z),8(z)-triene C13H20 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
megastigmatrienone C13H180 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)
menthol C10H200 Eucalyptus citriodora, Minthostachys ~ (Rajeswara Rao et al., 2003; Solis-
spicata, Eucalyptus globulus, Matri-  Quispe et al., 2016; Stanojevic et al.,
caria chamomilla 2016; Tyagi y Malik, 2011)
menthone CI0H180 Erodium cicutarium, Minthostachys  (Ljolji¢ Bili¢ et al., 2019; Olmedo et al.,
spicata, Equisetum arvense, Minthos- ~ 2018; Radulovi¢ et al., 2006; L. B. Ro-
tachys mollis, Clinopodium bolivia-  jas y Usubillaga, 1995; Senatore, 1995,
num, Matricaria chamomilla, Chu- 1996; Solis-Quispe et al., 2016; Soliés
quiraga spinosa Quispe et al., 2018; Stanojevic et al.,
2016)
menthyl acetate C12H2202 Minthostachys spicata, Clinopodium  (Solis-Quispe et al., 2016; Soliés Quis-
bolivianum, Matricaria chamomilla pe et al., 2018; Stanojevic et al., 2016)
methanethiol CH4S Arctium lappa (Xia et al.,2021)
methyl (e)-cinnamate CI10H1002 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)
methyl (z)-cinnamate C10H1002 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)
methyl 2-oxohexadecanoate C17H3203 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009)
methyl 2-phenethyl ether C9H120 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)
methyl decanoate C11H2202 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
methyl dodecanoate C13H2602 Jacaranda acutifolia (Mostafa et al., 2015)
methyl jasmonate C13H2003 Rosmarinus officinalis (Ozcan y Chalchat, 2008)
methyl linoleate C19H3402 Bidens pilosa, Jacaranda acutifolia (Mostafa et al., 2015; Xuan y Khanh,
2016)
methyl phenylacetate C9H1002 Jacaranda acutifolia (Mostafa et al., 2015)
methyl salicylate C8H803 Jacaranda acutifolia, Erythroxylum  (Mostafa et al., 2015; Novdk y Sale-
coca mink, 1987)
methyl tetradecanoate CI15H3002 Erodium cicutarium, Jacaranda acu-  (Mostafa et al., 2015; Radulovié et al.,
tifolia 2009; Stojanovié-Radic et al., 2010)
methyl tiglate C6H1002 Cynara scolymus (Nassar et al., 2013)
methylene chloride CH2CI12 Arctium lappa (Xia et al., 2021)
methyleugenol C11H1402 Cymbopogon citratus, Cynara scoly-  (Gbenou et al., 2013; Saucier et al.,
mus, Chuquiraga spinosa 2014; Senatore, 1996)
methylisoeugenol C11H1402 Chuquiraga spinosa (Senatore, 1996)
methylpyrazine C5H6N2 Arctium lappa (Xia et al., 2021)
mussaenoside C17H26010  Lippia alba (Gomes et al., 2019)
muurolol C15H260 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021)
myrcenol CI10H180 Cymbopogon citratus (Kasali ef al., 2001)
myristic acid C14H2802 Brassica rapa (Miyazawa et al., 2005)
myristicin CI11H1203 Piper aduncum (de Almeida et al., 2009; Valadares et
al., 2018)
myrtenal C10H140 Araucaria heterophylla, Salvia offi-  (Ben Farhat et al., 2009; Bettaieb et al.,

cinalis, Cynara scolymus, Cuminum

cyminum

2011; Chaudhary et al., 2014; Elshamy
et al., 2020; Hajlaoui et al., 2010)
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myrtenol

myrtenyl acetate
n-heptanol

n-hexanol

n-hexyl 2-methyl butyrate
n-methoxyspirobrassinol
n-methylpyrrole

n-octanol

n, n-dimethylbenzylamine
naringenin

neomenthol

neoolivil

nepetalactone

nerol

nerol oxide

neryl acetate

nonanal

nonanoic acid

nopinone
o-cymen-5-ol
o-xylene

octanal

C10H160 Erodium cicutarium, Minthostachys
spicata, Salvia officinalis, Cyna-
ra scolymus, Cuminum cyminum,
Dysphania ambrosioides, Rosmari-

nus officinalis, Baccharis latifolia

CI12H1802 Cuminum cyminum

C7H160 Dysphania ambrosioides
C6H140 Brassica rapa, Cynara scolymus
C11H2202 Matricaria chamomilla

C12H14N202S2Raphanus sativus
C5H7N Erythroxylum coca
C8H180 Aloysia citrodora, Matricaria chamo-

milla, Dysphania ambrosioides

C9H13N Erythroxylum coca

C15H1205 Plantago major

C10H200 Cymbopogon citratus

C20H2407 Urtica dioica

C10H1402 Minthostachys spicata

CI10H180 Erodium  cicutarium, Cymbopogon
citratus, Lippia alba, Cynara scoly-
mus, Aloysia citrodora, Marrubium
vulgare

C10H160 Cynara scolymus

C12H2002 Lavandula angustifolia, Lippia alba,
Aloysia citrodora, Rosmarinus offici-
nalis, Marrubium vulgare

C9H180 Erodium cicutarium, Mentha spica-
ta, Equisetum arvense, Arctium lap-
pa, Cynara scolymus, Bidens pilosa,
Medicago sativa, Chuquiraga spino-
sa, Xanthium spinosum

C9H1802 Erodium cicutarium, Matricaria cha-
momilla

C9H140 Cuminum cyminum

C10H140 Cuminum cyminum

C8H10 Rumex crispus

C8H160 Erodium cicutarium, Cynara scoly-

mus, Chuquiraga spinosa

(Almadiy, 2020; Ben Farhat et al., 2009;
R. Li y Jiang, 2004; Ljolji¢ Bili¢ et al.,
2019; Pintore et al., 2002; Radulovié et
al., 2009; J. Rojas et al., 2007; Senatore,
1995; Stojanovi¢-Radic et al., 2010)
(Chaudhary et al., 2014)

(Mokni et al., 2019)

(Miyazawa et al., 2005; Nassar et al.,
2013)

(Shams-Ardakani et al., 2006)
(Sangthong et al., 2017)

(Novék y Salemink, 1987)
(Bahramsoltani et al., 2018; Mokni et
al., 2019; Shams-Ardakani et al., 2006)
(Novék y Salemink, 1987)

(Mohamed et al., 2011)

(Kasali ef al., 2001)

(M. Ibrahim et al., 2018)

(Senatore, 1995)

(Bahramsoltani et al., 2018; Josphat et
al., 2011; Kasali et al., 2001; Lopez et
al., 2011; Morteza-Semnani et al., 2008;
Radulovié et al., 2009; Saucier et al.,
2014)

(Nassar et al., 2013)

(Bahramsoltani et al., 2018; Caprari et
al., 2021; Guo y Wang, 2020; Kadri et
al., 2011; Loépez et al., 2011; Pintore et
al.,2002)

(Andreani et al., 2017; Bardaweel et al.,
2018; Radulovi¢ et al., 2009; Radulovié
et al., 2006; Saucier et al., 2014; Senato-
re, 1996; Stojanovié-Radi¢ et al., 2010;
Xia et al., 2021; Xuan y Khanh, 2016;
D.-S. Yang et al., 2021)

(Radulovi¢ et al., 2009; Shams-
Ardakani et al., 2006; Stojanovic¢-Radic¢
etal., 2010)

(R. Li y Jiang, 2004)

(Chaudhary et al., 2014)

(Idris et al., 2019)

(Radulovié et al., 2009; Saucier et al.,
2014; Senatore, 1996; Stojanovi¢-Radié
et al., 2010)
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oxophorone CI9H1202 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
p-coumaric acid C9H803 Erodium cicutarium, Aloysia citrodo-  (Bili€ et al., 2020, Rita et al., 2018)
ra
p-cresol C7H80 Dysphania ambrosioides (Soares et al., 2017)
p-cymen-7-ol C10H140 Cuminum cyminum, Dysphania am-  (Chaudhary et al., 2014; Mokni et al.,
brosioides 2019)
p-cymen-8-ol CI10H140 Erodium cicutarium, Salvia offici-  (Ben Farhat et al., 2009; Bettaieb et al.,
nalis, Cynara scolymus, Clinopo-  2011; Mokni et al., 2019; Radulovi¢ et
dium bolivianum, Cuminum cymi-  al., 2009; Saucier et al., 2014; Sena-
num, Dysphania ambrosioides, Chu-  tore, 1996; Soliés Quispe et al., 2018;
quiraga spinosa Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2010; Zefzoufi
et al., 2020)
p-hydroxybenzoic acid C7H603 Erodium cicutarium (Bili¢ et al., 2020)
p-isopropylphenol C9H120 Cuminum cyminum (Wanner et al., 2010)
p-menth-1-en-3-ol C10H180 Piper aduncum (Valadares et al., 2018)
p-menth-1,5-dien-8-ol CI10H160 Erodium cicutarium (Radulovié et al., 2009)
p-menth-2-en-1-ol C10H180 Cuminum cyminum (Bettaieb et al., 2011; Chaudhary et al.,
2014; R. Li y Jiang, 2004)
p-menth-2-en-7-ol C10H180 Cuminum cyminum (Chaudhary et al., 2014)
p-menth-4(8)-en-9-ol C10H180 Eucalyptus citriodora (J. Ibrahim et al., 2018)
p-mentha-1,3-dien-7-al C10H140 Cuminum cyminum (Wanner et al., 2010)
p-mentha-1,4-dien-7-ol C10H160 Cuminum cyminum (R. Li y Jiang, 2004; Wanner et al.,
2010)
p-mentha-1(7),8-diene C10H16 Dysphania ambrosioides (Mokni et al., 2019)
p-mentha-1(7),8(10)-dien-9-ol CI10H160 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
p-mentha-3,8-diene CI0H16 Eucalyptus citriodora (H. P. Singh et al., 2012)
p-menthane-3,8-diol C10H2002 Eucalyptus citriodora (H. P. Singh et al., 2012; Tolba et al.,
2015)
p-methoxyacetophenone CI9H1002 Chugquiraga spinosa (Senatore, 1996)
p-methylacetophenone C9H100 Chuquiraga spinosa (Senatore, 1996)
p-vinylguaiacol C9H1002 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
p-xylene C8H10 Rumex crispus (Idris et al., 2019)
palustrol C15H260 Baccharis genistelloides (Chialva y Doglia, 1990)
pantolactone C6H1003 Cynodon dactylon (Savadi et al., 2020)
patchouli alcohol C15H260 Chuquiraga spinosa (Senatore, 1996)
pectolinarigenin C17H1406 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)
pentadecanal CI15H300 Erodium cicutarium, Bidens pilosa (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radié et al., 2010; Xuan y Khanh, 2016)
pentadecanoic acid C15H3002 Erodium cicutarium, Jacaranda acu-  (Mostafa et al., 2015; Radulovié et al.,
tifolia 2009; Stojanovi¢-Radi¢ et al., 2010)
pentanal C5H100 Arctium lappa, Medicago sativa (Xia et al., 2021; D.-S. Yang et al.,
2021)
pentanoic acid, 4-oxo- C5H803 Cynodon dactylon (Savadi et al., 2020)
142

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Tabla 9 Lista de compuestos botanicos y plantas andinas

Compuesto botanico Formula Plantas andinas Referencias
phellandral C10H160 Cuminum cyminum (Hajlaoui et al., 2010; R. Li y Jiang,
2004)
phenol C6H60 Erodium cicutarium, Arctium lappa (Radulovié et al., 2009; Xia et al., 2021)
phenyl ethyl alcohol C8H100 Brassica rapa (Miyazawa et al., 2005)
phenylacetic acid C8H802 Erodium cicutarium (Radulovi¢ er al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
phenylethyl acetate C10H1202 Cymbopogon citratus (Gbenou et al., 2013)
pinocamphone C10H160 Salvia officinalis (Ben Farhat et al., 2009)
pinocarveol CI10H160 Eucalyptus globulus, Cuminum cymi-  (El-Ghorab et al., 2010; Tyagi y Malik,
num 2011)
pinocarvone CI10H140 Araucaria heterophylla, Artemisia  (Bahramsoltani et al., 2018; Derwich et
absinthium,  Cuminum  cyminum,  al., 2009; Elkady y Ayoub, 2018; R. Li
Aloysia citrodora, Dysphania ambro- 'y Jiang, 2004; Pintore et al., 2002; Soa-
sioides, Rosmarinus officinalis res et al., 2017)
pinocarvyl acetate C12H1802 Rosmarinus officinalis (Pintore et al., 2002)
pinoresinol C20H2206 Urtica dioica (M. Ibrahim et al., 2018)
piperitenone C10H140 Minthostachys spicata, Lippia alba,  (Benites et al., 2018; Lopez et al., 2011;
Cynara scolymus, Minthostachys mo- ~ Mora et al., 2009; Ozcan y Chalchat,
llis, Clinopodium bolivianum, Ros-  2008; Saucier et al., 2014; Senatore,
marinus officinalis 1995; Solis-Quispe et al., 2016; Soliés
Quispe et al., 2018)
piperitone C10H160 Minthostachys spicata, Eucalyptus  (Almadiy, 2020; Bahramsoltani et al.,
globulus, Lippia alba, Cynara scoly-  2018; Benites et al., 2018; de Almeida
mus, Minthostachys mollis, Clinopo- et al., 2009; Glamoclija et al., 2011; Gu-
dium bolivianum, Aloysia citrodora,  tiérrez et al., 2016; Harkat-Madouri et
Piper aduncum, Dysphania ambro-  al., 2015; Lépez et al., 2011; Mora et
sioides, Chuquiraga spinosa al., 2009; Saucier et al., 2014; Senatore,
1995, 1996; Soares et al., 2017; Solis-
Quispe et al., 2016; Soliés Quispe et al.,
2018; Valadares et al., 2018)
piperitone oxide C10H1602 Dysphania ambrosioides (Almadiy, 2020)
platyphyllenone C19H2003 Alnus acuminata (Ren et al., 2017)
plectaniaxanthin C40H5602 Urtica urens (Gaafar et al., 2020)
precocene 1 C12H1402 Bidens pilosa (Xuan y Khanh, 2016)
prenopsan-8-ol C15H260 Cynara scolymus (Nassar et al., 2013)
propanal C3H60 Arctium lappa (Xia et al., 2021)
propanedioic acid, phenyl- CI9H804 Cynodon dactylon (Savadi et al., 2020)
propanoic acid, 2-oxo- C3H403 Cynodon dactylon (Savadi et al., 2020)
propiophenone C9H100 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
propyl butyrate C7H1402 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
pseudoionone C13H200 Cynara scolymus (Saucier et al., 2014)
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pulegone C10H160 Minthostachys spicata, Mentha spi-  (Bardaweel et al., 2018; Benites et al.,
cata, Minthostachys mollis, Clino-  2018; R. Li y Jiang, 2004; Mora et al.,
podium bolivianum, Cuminum cymi-  2009; Senatore, 1995, 1996; Snoussi et
num, Chuquiraga spinosa al., 2015; Solis-Quispe et al., 2016; So-
1iés Quispe et al., 2018)
pyrazinamide C5H5N30 Arctium lappa (Xia et al., 2021)
pyridine C5H5N Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009)
quinic acid C7H1206 Lepechinia meyenii, Taraxacum offi-  (Aabideen et al., 2020; Kenny et al.,
cinale 2014; Serrano et al., 2021)
retinol C20H300 Cynodon dactylon (Mozafari et al., 2018)
rinderine C15H25NOS  Aristeguietia gayana (Colegate et al., 2015)
rosefuran epoxide C10H1402 Cymbopogon citratus, Lippia alba (Glamoclija et al., 2011; Josphat et al.,
2011; Lépez et al., 2011)
sabinol CI10H160 Cymbopogon citratus, Dysphania  (Kasali et al., 2001; Mokni et al., 2019)
ambrosioides
sabinone C10H140 Aloysia citrodora (Elechosa et al., 2017)
sabinyl acetate C12H1802 Artemisia absinthium (Derwich et al., 2009)
safranal CI10H140 Erodium cicutarium, Cynara scoly-  (Bettaieb et al., 2011; R. Li y Jiang,
mus, Cuminum cyminum 2004; Radulovi¢ et al., 2009; Saucier et
al.,2014)
safrole C10H1002 Piper aduncum (Valadares et al., 2018)
sakuranetin C16H1405 Ageratina sternbergiana (Ramawat, 2019)
salviadienol C15H240 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009)
salvigenin C18H1606 Ageratina gilbertii, Aloysia citrodora ~ (Bahramsoltani et al., 2018)
santolinatriene C10H16 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021)
santolinyl acetate C12H2002 Marrubium vulgare (Morteza-Semnani et al., 2008)
secoisolariciresinol C20H2606 Urtica dioica (M. Ibrahim et al., 2018)
sesquirosefuran C15H220 Matricaria chamomilla (Heuskin et al., 2009)
sesquisabinene hydrate C15H260 Piper aduncum (Valadares et al., 2018)
shyobunol C15H260 Piper aduncum (Gutiérrez et al., 2016)
sodium ferulate CI0H9NaO4  Taraxacum officinale (Aabideen et al., 2020)
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spathulenol C15H240 Eucalyptus ~ citriodora, — Erodium  (Arena et al., 2018; Bahramsoltani et
cicutarium, Minthostachys spicata,  al., 2018; Bardaweel et al., 2018; Can
Mentha spicata, Lavandula angus- et al., 2012; Caprari et al., 2021; Chial-
tifolia, Matricaria recutita, Cynara  va y Doglia, 1990; de Almeida et al.,
scolymus, — Artemisia  absinthium, 2009; Derwich et al., 2009; Elecho-
Minthostachys — mollis,  Clinopo-  sa et al., 2017; Gutiérrez et al., 2016;
dium bolivianum, Bidens pilosa,  Heuskin et al., 2009; J. Ibrahim et al.,
Aloysia citrodora, Piper aduncum,  2018; Kazemi, 2015; Ljolji¢ Bili¢ et
Matricaria chamomilla, Dysphania  al., 2019; Mokni et al., 2019; Mosta-
ambrosioides, Rosmarinus officina-  fa et al., 2015; Olmedo et al., 2018;
lis, Chuquiraga spinosa, Baccharis  Pintore et al., 2002; Radulovi¢ et al.,
genistelloides, Jacaranda acutifolia 2009; L. B. Rojas y Usubillaga, 1995;
Saucier et al., 2014; Senatore, 1996;
Shams-Ardakani et al., 2006; Snoussi
et al., 2015; Solis-Quispe et al., 2016;
Soliés Quispe et al., 2018; Stanojevic
et al., 2016; Stojanovi¢-Radi¢ et al.,
2010; Tolba et al., 2015; Valadares et
al., 2018; Xuan y Khanh, 2016)
squalene C30HS50 Bidens pilosa, Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018; Xuan
y Khanh, 2016)
sulforaphane nitrile C6H11NOS Raphanus sativus (Sangthong et al., 2017)
supinine CI5H25NO4  Aristeguietia gayana (Colegate et al., 2015)
sylvestrene CI0HI16 Piper aduncum (Gutiérrez et al., 2016)
syringic acid CI9H1005 Cynodon dactylon, Taraxacum offici-  (Kenny et al., 2014; Savadi et al., 2020)
nale
t-cadinol C15H260 Mentha spicata, Cynara scolymus (Bardaweel et al., 2018; Saucier et al.,
2014)
t-muurolol C15H260 Mentha spicata, Baccharis tricunea-  (Arze et al., 2004; Bardaweel et al.,
ta, Cymbopogon citratus, Bidens pi-  2018; Pino et al., 2004; Sidibé et al.,
losa, Piper aduncum 2001; Xuan y Khanh, 2016)
tau-muurolol C15H260 Araucaria heterophylla, Gnaphalium  (Arze et al., 2008; Elkady y Ayoub,
viravira, Jacaranda acutifolia 2018; Mostafa et al., 2015)
teresantalol C10H160 Cuminum cyminum (Chaudhary et al., 2014)
terpinen-1-ol C10H180 Cymbopogon citratus (Kasali ez al., 2001)
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terpinen-4-ol C10H180 Eucalyptus citriodora, Erodium cicu-  (Almadiy, 2020; Andreani et al., 2017;
tarium, Eucalyptus globulus, Baccha-  Arze et al., 2004; Bahramsoltani et al.,
ris tricuneata, Araucaria heterophy-  2018; Ben Farhat et al., 2009; Benites et
lla, Cymbopogon citratus, Salvia of-  al., 2018; Bettaieb et al., 2011; Capra-
ficinalis, Lavandula angustifolia, Cy-  1i et al., 2021; de Almeida et al., 2009;
nara scolymus, Minthostachys mo-  Elkady y Ayoub, 2018; Gbenou et al.,
llis, Clinopodium bolivianum, Cumi-  2013; Guo y Wang, 2020; Gutiérrez et
num cyminum, Aloysia citrodora, Pi-  al.,2016; Ljolji¢ Bili¢ et al., 2019; Mok-
per aduncum, Dysphania ambrosioi- i et al., 2019; Pintore et al., 2002; Ra-
des, Rosmarinus officinalis, Baccha-  dulovi¢ et al., 2009; Rajeswara Rao et
ris latifolia, Xanthium spinosum al., 2003; Saucier et al., 2014; Soliés
Quispe et al., 2018; Stojanovi¢-Radié et
al., 2010; Tyagi y Malik, 2011; Valada-
res et al., 2018; Valarezo et al., 2013;
Wanner et al., 2010)
terpinolene CI0H16 Minthostachys  spicata,  Eucaly-  (Almadiy, 2020; Arze et al., 2008; Bah-
ptus  globulus, Mentha spicata,  ramsoltani et al., 2018; Bardaweel et al.,
Gnaphalium viravira, Salvia of-  2018; Ben Farhat er al., 2009; Bettaieb
ficinalis,  Minthostachys  mollis,  etal.,2011; Chialvay Doglia, 1990; Ko-
Cuminum cyminum, Aloysia citro- ba et al., 2009; Lwiés et al., 2016; Pino
dora, Piper aduncum, Chenopodium et al., 2004; Pintore et al., 2002; L. B.
ambrosioides, Matricaria chamo-  Rojas y Usubillaga, 1995; Solis-Quispe
milla,  Dysphania  ambrosioides, et al., 2016; Stanojevic et al., 2016; Va-
Rosmarinus  officinalis, Baccharis  larezo et al., 2013; Wanner et al., 2010)
genistelloides, Baccharis latifolia
tetradecanal C14H280 Erodium cicutarium (Radulovi¢ er al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
tetradecenoic acid C14H2602 Lavandula angustifolia (Caprari et al., 2021)
tetrahydrogeranyl acetone C13H2402 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009)
tetrahydrolinalool C10H220 Cymbopogon citratus (Kasali et al., 2001)
thuja-2,4(10)-diene C10H14 Eucalyptus globulus (Luiés et al., 2016)
thujol C10H180 Clinopodium bolivianum, Cuminum  (Chaudhary et al., 2014; Soliés Quispe
cyminum et al., 2018)
thujone C10H160 Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)
thymol CI10H140 Eucalyptus citriodora, Erodium cicu-  (Almadiy, 2020; Andreani et al., 2017;

tarium, Minthostachys spicata, Equi-
setum arvense, Lavandula angusti-
folia, Minthostachys mollis, Cyno-
don dactylon, Clinopodium bolivia-
num, Cuminum cyminum, Dysphania
ambrosioides, Rosmarinus officinalis,
Chuquiraga spinosa, Xanthium spi-

nosum

Arena et al., 2018; Benites et al., 2018;
Bettaieb er al., 2011; J. Ibrahim et al.,
2018; Mokni et al., 2019; Ozcan y Chal-
chat, 2008; Pokajewicz er al., 2021;
Radulovié et al., 2006; Savadi et al.,
2020; Senatore, 1996; Solis-Quispe et
al., 2016; Soliés Quispe et al., 2018;
Stojanovi¢-Radié et al., 2010; Wanner et

al., 2010; Zefzoufi et al., 2020)
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thymol acetate CI2H1602 Minthostachys mollis, Clinopodium  (Benites et al., 2018; Bezerra et al.,
bolivianum, Dysphania ambrosioides ~ 2019; Soliés Quispe et al., 2018)
thymol methyl ether C11H160 Lavandula angustifolia (Pokajewicz et al., 2021)
toluene C7HS8 Arctium lappa (Xia et al., 2021)
torilenol C15H240 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009)
trans-allo-ocimene C10H16 Cymbopogon citratus (Kasali ef al., 2001)
trans-ascaridolglycol C10H1802 Dysphania ambrosioides (Zefzoufi et al., 2020)
trans-calamenen-10-ol C15H220 Bidens pilosa, Piper aduncum (Gutiérrez et al., 2016; Xuan y Khanh,
2016)
trans-carveol CI10H160 Erodium cicutarium, Mentha spica-  (Bahramsoltani et al., 2018; Bardaweel
ta, Lippia alba, Cuminum cyminum, et al., 2018; Hajlaoui et al., 2010; Ljol-
Aloysia citrodora, Rosmarinus offici-  ji¢ Bili¢ et al., 2019; Lépez et al., 2011;
nalis Pintore et al., 2002; Radulovi¢ et al.,
2009; Snoussi et al., 2015)
trans-dihydrocarvone CI0H180 Lippia alba, Minthostachys mollis, (Benites et al., 2018; Chaudhary et al.,
Cuminum cyminum, Aloysia citrodo-  2014; Elechosa et al.,2017; Lopez et al.,
ra 2011)
trans-en-yn-dicycloether C13H1202 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
trans-isopulegone CI0H160 Minthostachys  spicata, Minthos-  (Mora et al., 2009; Solis-Quispe et al.,
tachys mollis 2016)
trans-linalool oxide (furanoid form) C10H1802 Piper aduncum (Pino et al., 2004)
trans-p-menth-2-en-1-ol C10H180 Piper aduncum (Pino et al., 2004)
trans-p-mentha-2,8-diene-1-ol CI10H160 Lippia alba (Lépez et al., 2011)
trans-pinocarveol CI10H160 Erodium cicutarium, Araucaria hete-  (Caprari et al., 2021; Chaudhary et al.,
rophylla, Lavandula angustifolia, Ar- ~ 2014; Derwich et al., 2009; Elkady
temisia absinthium, Cuminum cymi- 'y Ayoub, 2018; Elshamy et al., 2020;
num, Dysphania ambrosioides, Ros-  Hajlaoui et al., 2010; R. Li y Jiang,
marinus officinalis 2004; Pintore et al., 2002; Radulo-
vi¢ et al., 2009; Soares et al., 2017,
Stojanovi¢-Radié et al., 2010; Wanner et
al., 2010)
trans-piperitol C10H180 Piper aduncum, Rosmarinus officina-  (Ozcan y Chalchat, 2008; Pino et al.,
lis 2004)
trans-piperitone epoxide C10H1602 Marrubium vulgare (Morteza-Semnani et al., 2008)
trans-piperitone oxide CI10H1602 Dysphania ambrosioides (Zefzoufi et al., 2020)
trans-pulegol C10H180 Eucalyptus citriodora (Batish et al., 2006a; Batish et al.,
2006b)
trans-rose oxide C10H180 Eucalyptus citriodora (Tolba et al., 2015)
trans-sabinene hydrate CI0H180 Araucaria  heterophylla, Minthos-  (Andreani et al., 2017; Benites et al.,
tachys mollis, Clinopodium boli-  2018; Elshamy et al., 2020; Pino et al.,
vianum, Cuminum cyminum, Piper  2004; Soliés Quispe et al., 2018; Wan-
aduncum, Xanthium spinosum ner et al., 2010)
trans-sabinol CI10H160 Artemisia absinthium, Clinopodium  (Derwich et al., 2009; Elechosa et al.,

bolivianum, Aloysia citrodora

2017; Soliés Quispe et al., 2018)
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trans-thujone CI10H160 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)
trans-verbenol CI10H160 Aloysia citrodora, Rosmarinus offici-  (Bahramsoltani et al., 2018; Pintore et
nalis, Baccharis latifolia al., 2002; J. Rojas et al., 2007)
tributyl acetylcitrate C20H3408 Erodium cicutarium (Radulovi€ et al., 2009)
tridecanal C13H260 Erodium cicutarium, Nicotiana glau-  (Andreani et al., 2017; Massadeh et
ca, Xanthium spinosum al., 2022; Radulovi¢ et al., 2009;
Stojanovi¢-Radi¢ ez al., 2010)
tridecanoic acid C13H2602 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
trolox C14H1804 Rumex acetosella (Ozenver et al., 2020)
tuberonic acid glucoside C18H2809 Lepechinia meyenii, Aloysia citrodo-  (Bahramsoltani et al., 2018; Serrano et
ra al., 2021)
umbellulone C10H140 Clinopodium bolivianum (Soliés Quispe et al., 2018)
undecan-2-one C11H220 Cymbopogon citratus, Chuquiraga  (Barbosa et al., 2008; Senatore, 1996)
spinosa
undecanal C11H220 Erodium cicutarium (Radulovi¢ et al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
undecanoic acid C11H2202 Erodium cicutarium (Radulovi¢ er al., 2009; Stojanovic-
Radi¢ et al., 2010)
vanillic acid C8H804 Erodium cicutarium, Melissa offi-  (Bili¢ et al., 2020; Kenny et al., 2014;
cinalis, Plantago major, Cynodon  Mohamed et al., 2011; Ordaz et al.,
dactylon, Taraxacum officinale 2018; Savadi ef al., 2020)
verbenalin C17H24010  Aloysia citrodora (Bahramsoltani et al., 2018)
verbenene CIOH14 Lippia alba, Cuminum cyminum, (Chaudhary et al., 2014; Lépez et al.,
Rosmarinus officinalis 2011; Pintore et al., 2002)
verbenol C10H160 Cuminum cyminum, Dysphania am-  (Hajlaoui et al., 2010; Mokni et al.,
brosioides 2019)
verbenone CI10H140 Erodium cicutarium, Eucalyptus glo-  (Caprari et al., 2021; Luiés et al., 2016;
bulus, Cymbopogon citratus, Lavan-  Pintore et al., 2002; Sidibé et al., 2001;
dula angustifolia, Rosmarinus offici-  Stojanovi¢-Radic et al., 2010)
nalis
viridiflorol C15H260 Eucalyptus citriodora, Salvia offici-  (Ben Farhat et al., 2009; Chialva y Do-
nalis, Piper aduncum, Baccharis ge-  glia, 1990; Gutiérrez et al., 2016; J.
nistelloides Ibrahim et al., 2018; Valadares et al.,
2018)
xanthatin CI15H1803 Acanthoxanthium spinosum (Romero et al., 2015)
xanthorrhizol C15H220 Cynara scolymus (Nassar et al., 2013)
yomogi alcohol C10H180 Matricaria chamomilla (Shams-Ardakani et al., 2006)
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Universidade Federal de Alfenas. UNIFAL-MG
Departamento de Fisica. Instituto de Ciéncias Exatas. Unidade Educacional IT - IO
Av. Jovino Fernandes Sales 2600. Bairro Santa Clara. Alfenas/MG. CEP 37133-840 nl a 2
Fone: +55 (35) 3701-1969 - Fax: +55 (35) 3701-9260 Universidade Federal de Alfenas
CONSTANCIA

El que suscribe, coordinador del Laboratorio de Modelage Computacional — LaModel, de la

Universidad Federal de Alfenas en Alfenas, Minas Gerais, Brasil.

Hace constar:

Que el Sr. KEWIN OTAZU MAMANI, Identificado con DNI 70003885, como parte
del equipo de investigacion del Laboratorio de Modelage Computacional, ha realizado el
trabajo de investigacién, correspondiente a su tesis de grado para optar el titulo de Licenciado
en Biologia, titulado “PREDICCION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE
METABOLITOS DE PLANTAS ANDINAS PERUANAS SOBRE LA PROTEINA SPIKE
DE SARS-CoV-2 MEDIANTE HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS?”, durante los meses

de enero a diciembre del 2022.

Se emite la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que estime conveniente.

Alfenas, 28 de diciembre del 2022.

!

Prof. Dr. Ihosvany Camps

Coordinador Laboratério de Modelage Computacional
Jefe del Departamento de Fisica

Universidad Federal de Alfenas. UNIFAL-MG. Brasil
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Vicerrectorado e:’ Repositorio
de Investigacion W | Institucional
-_—

R | Universidad Nacional
3 1 del Altiplano Puno

AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE

INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL
Por el presente documento, Yo Kewin Otazu Mamani
. identificado con DNI 70003885 en mi condicion de egresado de:

Xl Escuela Profesional, CJPrograma de Segunda Especialidad, CJPrograma de Maestria o Doctorado
Biologia

,informo que he elaborado el/la X Tesis o [0 Trabajo de Investigacion para la obtencion de C0Grado

XTitulo Profesional denominado:

“PREDICCION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE METABOLITOS DE PLANTAS ANDINAS PERUANAS
SOBRE LA PROTEINA SPIKE DE SARS-COV-2 MEDIANTE HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

” Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, unico y exclusivo titular de todos
los derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos,
los productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos”) que seran incluidos en el
repositorio institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contrasefia,
restriccion o medida tecnoldgica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacion con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacion alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Republica del Peru
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del piblico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En sefial de conformidad, suscribo el presente documento.

Puno__ 10 de Julio del 2023

FIRMA (obligatoria)

150

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Anexo 9. Declaracion jurada de autenticidad

Vicerrectorado ‘ Repositorio
s -— | PO
de Investigacion W | Institucional

R | Universidad Nacional -
i 1 del Altiplano Puno

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo Kewin Otazu Mamani
, identificado con DNI 70003885 en mi condicion de egresado de:

XlEscuela Profesional, (JPrograma de Segunda Especialidad, CJPrograma de Maestria o Doctorado

Biologia

,informo que he elaborado el/la XI Tesis o I Trabajo de Investigaciéon para la obtencion de O0Grado
XTitulo Profesional denominado:

“PREDICCION DE LA CAPACIDAD INHIBITORIA DE METABOLITOS DE PLANTAS ANDINAS
PERUANAS SOBRE LA PROTEINA SPIKE DE SARS-COV-2 MEDIANTE HERRAMIENTAS
BIOINFORMATICAS

” Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracién, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Cddigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso
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