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RESUMEN

El SARS-CoV 2 es un virus que ocasiona la enfermedad conocida como COVID-19
que aparecio en el 2019 en la ciudad de Wuhan, China y que empezé una pandemia.
Esta revision sistematica se enfocé en recopilar informaciéon sobre metabolitos
secundarios y plantas medicinales en bibliografia cientifica que posean actividad
antiviral evidenciada en estudios in silico e in vitro contra este, para tener un mejor
entendimiento de sus mecanismos de accion y determinar si hay plantas que son
candidatas para futuros estudios. Para esto se consultaron los motores de busqueda
ScienceDirect y Scopus se tuvo como criterios de inclusion a articulos cientificos que
con disefios experimentales comprueben actividad antiviral in silico o in vitro de
metabolitos secundarios o plantas contra el Sars-CoV 2 y como criterios de exclusion
a reportes de casos y otras revisiones sistematicas. Se obtuvo 144 articulos
cientificos, que tras leer el titulo se redujeron a 77, finalmente se escogieron 35. Se
identificd que los metabolitos secundarios mas notificados en estudios in silico fueron
el Kaempferol, Rutina y Quercetina, los metabolitos méas relevantes en estudios in vitro
fueron Hidrotimoquinona (Nigella sativa), Acido chebulagico y Punicagalanina (Punica
Granatum). Las plantas medicinales que se identific6 en ensayos in vitro fueron

Lantana camara (en 4 tipos de variedades) y Sambucus nigra.

Palabras Clave: COVID-19, Sars-Cov 2, Metabolitos secundarios, Plantas

medicinales, in vitro, in silico, efecto antiviral.
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ABSTRACT

SARS-CoV 2 is a virus that causes the disease known as COVID-19 that appeared in
2019 in the city of Wuhan, China and started a pandemic. This systematic review
focused on collecting information on secondary metabolites and medicinal plants in
scientific literature that have antiviral activity evidenced in in silico and in vitro studies
against it, to have a better understanding of their mechanisms of action and determine
if there are plants that are candidates. for future projects. For this, the ScienceDirect
and Scopus search engines were consulted, having as inclusion criteria scientific
articles that with experimental designs verify in silico or in vitro antiviral activity of
secondary metabolites or plants against Sars-CoV 2 and as exclusion criteria reports
of cases and other systematic reviews. 144 scientific articles were obtained, which
after reading the title were reduced to 77, finally 35 were chosen. It was identified that
the secondary metabolites most reported in in silico studies were Kaempferol, Rutin
and Quercetin, the most relevant metabolites in in vitro studies were
Hydrothymoquinone (Nigella sativa), Chebulagic acid and Punicagalanin (Punica
Granatum). The medicinal plants that were identified in in vitro tests were Lantana

camara (in 4 types of varieties) and Sambucus nigra.

Keywords: COVID-19, Sars-Cov 2, Secondary Metabolites, Medicinal Plants, in vitro,

in silico, antiviral effect.
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1. INTRODUCCION

Actualmente estamos presenciando uno de los fendmenos sanitarios globales
de mayor relevancia del siglo, la pandemia por COVID-19, cuyo agente
patégeno se denomina SARS-CoV 2, que se dio a conocer el 31 de diciembre
del 2019, en Wuhan, Republica de China (1; 2; 3).

Este virus pertenece a la familia coronaviridae, subfamilia orthocoronavirinae
que se subdivide en distintos géneros segun su antigeno: Alfa, Beta, Gammay
Delta, sin embargo, actualmente se ha reportado una nueva variante llamada
Omicron siendo estas primeras cuatro las variantes preocupantes y otras como
Eta, lota, Kappa, Lambda, Mu, C.1.2, AZ.5 y B.1.630 que aun se clasifican

como variantes de interés (4; 5).

Esta enfermedad posee caracteristicas multiorganicas, actua uniéndose al
receptor ACE2 (Enzima convertidora de angiotensina Il) y se manifiesta
clinicamente con fiebre, fatiga, tos seca, congestion de vias altas, produccion
de esputo, dificultad para respirar, mialgia y otros sintomas gastrointestinales.
Es conocido también que produce una respuesta inmunoldgica inflamatoria,
con esta caracteristica y la tormenta de citoquinas, se puede llegar a desarrollar
el conocido sindrome respiratorio que puede derivar en fibrosis pulmonar (6; 7;
8).

Al ser latente, el impacto social, econdmico y sanitario que ha tenido ha sido
enorme, poniendo en cuarentena a paises, presentando una crisis que ha
llevado a toda la comunidad cientifica a idear y buscar tratamientos y opciones

terapéuticas (2).

Ante el agresivo avance de la pandemia por COVID-19, se empled una terapia
farmacolégica orientada a tratar el proceso infeccioso del virus, podemos
agrupar las opciones que se tuvieron de la siguiente manera: Inhibidores de la
RNA polimerasa (Rivabirin, Favipavir y Remdesivir), Inhibidores de la 3CL
proteasa (Lopinavir-Ritonavir), Probables inhibidores de entrada viral
(cloroquina e hidroxicloroquina), Inhibidores de neuraminidasa (Oseltamivir),
Inhibidores de la union de membrana de la proteina Spike/ACE2 (Umifenovir),

Inhibidores de la IL-6 (Tocilizumab), Interferones (Interferon Alfa, Alfa 2b, Beta
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1a), Posibles antivirales (Azitromicina, sola o en conjunto con
hidroxicloroquina), Inhibidores de la expresion de citoquinas (Corticoides como
dexametasona o prednisona), Inhibidores de la ACE2 (Enalapril, Captopril),
Posibles inhibidores de la replicacion viral (lvermectina), Suplementos
inmunomoduladores (Dosis altas de vitamina C, Vitamina D y suplementacion
de Zinc) (9; 10; 11; 12; 6; 13).

Se han formulado varias vacunas, en la bibliografia consultada las mas
resaltantes son de Pfizer-BioNTech (Comirnaty), Moderna (Spikevax),
AstraZéneca (Vaxzevria) y Janssen (Johnson & Johnson), sin embargo,
también existen otras formulaciones que se utilizaron en los esquemas de
vacunacion de distintos paises como Sinovac (PiCoVacc), Sinopharm (BBIP-
CorV), Gamaleya Research Institute (Sputnik V), Novavax (NVX- CoV2373) y
Vector Institute (EpiVacCorona) (14; 3; 8).

Se sabe que existen diferentes compuestos extraidos de las plantas
medicinales, como fito esteroides, alcaloides, flavonoides, entre otros que
poseen diversas actividades bioactivas en seres vivos, que pueden ser
antimicrobianas, analgésicas, inmunomoduladoras, etc. Que tienen efectos

positivos en una gran cantidad de enfermedades (15).

Para realizar modelos experimentales que nos permitan comprobar una
hipbtesis observacional en lo que compete a las ciencias biomédicas se pueden

utilizar 3 tipos de estudios, como lo son in vitro, in vivo € in silico.

Los estudios in vitro tienen como finalidad recrear de la manera mas cercana
un entorno vivo, lo que nos permite dilucidar parcialmente un mecanismo que
pueda observarse, en estos se debe tener un entorno controlado y se realizan

con moléculas, componentes subcelulares, células o tejidos.

Tenemos también los estudios in silico, estos son modelos realizados gracias
a los avances de las ciencias informaticas, desarrollados gracias a la
combinacion de las ciencias de la computacion y bioldégicas que nos permiten
predecir un fenémeno, para realizarlos se necesita software como AutoDock,

Patchdock o CDocker que se encargan de brindarnos datos de interés con

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-vs==". UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

respecto a nuevas moléculas de estudio y su afinidad con dianas

farmacoldgicas (16).

Es necesario establecer nuevas alternativas fitoterapéuticas y
farmacoterapéuticas para controlar de manera definitiva el COVID-19, de tal
manera que se vuelva completamente manejable por los profesionales de la
salud.

Uno de los campos de estudio mas importantes en estas situaciones es el de
la farmacognosia, puesto a que nos permite conocer moléculas potencialmente

terapéuticas, que pueden ser modificadas o empleadas directamente.
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2.  OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
Mediante una revision sistematica se identificara a los metabolitos secundarios
y plantas que demuestren una actividad antiviral en estudios in silico e in vitro

para la infeccion por SARS-CoV 2.

2.2. Objetivos especificos

¢ Recopilar informacion sobre metabolitos secundarios y plantas medicinales
en la bibliografia que tienen actividad antiviral probada en estudios in silico
e in vitro contra el SARS-CoV.

e Organizar los metabolitos secundarios y plantas medicinales segun su
mecanismo de accion y su actividad antiviral contra el SARS-CoV 2.

e l|dentificar en qué diana farmacolégica del SARS-CoV 2 actuan los
metabolitos secundarios probados in silico.

e Determinar qué metabolitos o extractos de plantas medicinales probados in

vitro tienen un probable efecto antiviral sobre el SARS-CoV 2.

3. METODOLOGIA
Para realizar esta revision sistematica se determinaron como palabras clave
“Covid 19 medicinal plants treatment in vitro in silico” las cuales fueron

consultadas en las bases de datos ScienceDirect y Scopus.

Figura 1
Articulos seleccionados en la busqueda
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En la Figura 1, se observa numero de articulos seleccionados de cada base de
datos.

Posteriormente, para elegir los articulos cientificos que formaron parte de la
informacion recopilada se determinaron como criterios de inclusion a todos los
que con disefios experimentales probaran tener un efecto antiviral en estudios
tanto in vitro como in silico de metabolitos secundarios y plantas para el Sars-
CoV 2, mientras que, como criterios de exclusion tenemos a reportes de casos
y otras revisiones sistematicas, con la finalidad de que podamos aportar
informacion mas reciente.

Aplicados ya los parametros previamente mencionados se obtuvieron un total
de 144 articulos cientificos que, tras leer el titulo, se redujeron a un total de 77.
Tras revisar la informacién de estos, el numero de articulos incluidos en la
revision fueron 35.

Figura 2
Esquema de recoleccién de informacion

Estudios identificados

[IDENTIFICACI(')N] a través de busquedas
en bases de datos
n = 144
Estudios descartados
[ ELEGIBILIDAD) tras leer el titulo

n=77

Estudios incluidos
INCLUIDOS en la revision

n =35
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4, EFECTO ANTIVIRAL SOBRE SARS-COV2
4.1. Mecanismo de infeccion del sars-cov2
4.1.1. Entrada a Células

Sars-COV2 es un virus cuya superficie posee la proteina Spike o espiga, esta
se conforma de un trimero de tres cabezas (S1), denominado subunidad de
unién del receptor en las cuales se encuentra el RBD, que se encarga de unirse
con alta afinidad a la ACE2, y también un tallo (S2) que se denomina subunidad
de fusion de membrana. Es importante mencionar que RBD posee dos
posiciones, una en la que encuentra parada o abierta que sirve para infectar
células y otra echada o cerrada, que sirve para evadir al sistema inmune (Figura
2), es gracias a este pequefio mecanismo que es mas infeccioso que el SARS-
CoV, ademéas de poseer una afinidad mas alta para ACE2 (17).

Figura 3
Morfologia de proteina Spike

RBD

S1

S2

RBD: Receptor Binding Domain
S1: Subunidad de unidén del receptor
S2: Subunidad de fusion del receptor

Para realizar la fusiébn de membranas es necesaria una activacién proteolitica
realizada por la TMPRSS2, una proteasa de la superficie celular ubicada cerca
de ACE2, esta favorece que las proteinas presentes en la envoltura viral se
puedan fusionar con las de la membrana celular y de esta forma ingresen
formando endosomas, después con ayuda de la proteasa lisosomal Catepsina
L se generan nuevas modificaciones de la proteina S y se libera el ARN viral

en el citoplasma (17; 18).
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4.1.2. Reproduccién Viral

Al estar dentro de la célula y liberar su ARN monocatenario en sentido positivo,
tiene dos regiones claves conocidas como ORF1a y ORF1b, estas actian como
ARN mensajero y traducen las poliproteinas PP1A y PP1ab, que son divididas
por PLpro y 3CLpro y que dan como resultado las 16 proteinas no estructurales
conocidas como Nsps, posteriormente algunas de estas (Nsp 7, Nsp 8, Nsp 9,
Nsp 10, Nsp 12 o RdPr, Nsp 13, Nsp 14, Nsp 16) conformaran el complejo
replicasa-transcriptasa (RTC) y con este empezaran a sintetizar ARN
monocatenario en sentido negativo que codificara nuevos ARN subgendmicos
(S, 3a, 3b, E, M, 6, 7a, 7b, 8a, 8b, N y 9b) para ensamblar las proteinas virales
en el reticulo endoplasmatico rugoso y también replicara el ARN monocatenario
en sentido positivo para nuevos virus. Por ultimo, la proteina de la
nucleocapside se asocia con el ARN monocatenario en sentido positivo y luego
con resto de proteinas en el aparato de Golgi y se exportan al exterior de la
célula (19).

Figura 4
Mecanismo de infeccion del Sars-Cov 2
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4.2. Metabolitos secundarios con efecto antiviral probado in silico
4.2.1 Estudios In Silico

Este tipo de estudios han tomado una gran relevancia en los ultimos tiempos,
es de gran ayuda para predecir si una molécula es potencialmente terapéutica
para una determinada enfermedad, sin embargo, también nos ofrece un
entendimiento sobre su comportamiento y toxicidad. Lo mas resaltante de este
tipo de estudios, es que nos ayudan a reducir el tiempo e inversién para

identificar nuevas moléculas terapéuticas

Este tipo de estudios se pueden realizar mediante distintos métodos
computacionales, entre estos se encuentran la simulacién molecular, el
acoplamiento o “docking” molecular y el disefo racional de farmacos, los cuales
poseen como objetivo predecir la eficacia, selectividad y toxicidad de las
moléculas de interés. Los estudios in silico, por lo tanto, se aplican para
determinar cdémo se van a comportar nuevas moléculas que son

potencialmente terapéuticas para una determinada enfermedad.

La simulacién molecular, utiliza técnicas de dinamica molecular que simulan el
comportamiento de una determinada molécula en distintos entornos (como una
solucién acuosa o la membrana celular), prediciendo su comportamiento con

una diana farmacoldgica.

El disefo racional de farmacos, por otro lado, consiste en la creacién de
moléculas a través de la comprensién de su estructura tridimensional y las

interacciones que podrian tener con la diana farmacoldgica.

El “docking” o acoplamiento molecular es utilizado para poder realizar una
prediccion entre el acoplamiento de una molécula con la diana farmacoldgica
de interés. Con este método, se puede predecir el acoplamiento y las regiones

entre ambas.

Concretamente, en los articulos cientificos consultados se utilizé el docking
molecular que es aplicado para predecir la afinidad entre una molécula y sus
dianas farmacoldgicas. Al generarse conformaciones moleculares unidas a las

dianas, se nos permite detectar la orientacion y el BE o binding energy, que es
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la medida de energia que mantiene unidos a dos atomos de una molécula, esta
nos permite describir la energia necesaria para separar un electrén de un

atomo en un estado ligado (20; 21).

Para realizar este tipo de estudio se debe seguir una serie de pasos, primero
se identifica una planta o metabolito que posea una accién similar al que
deseamos probar, en este caso antiviral que haya sido previamente notificada/o
en bibliografia, luego se hace una revision sobre sus metabolitos secundarios
o se identifican cualitativamente para poder hacer un modelado molecular,
después se obtiene la estructura de la proteina de nuestra diana (En la
bibliografia de esta revision se utilizé como fuente ProteinDataBank) y mediante
programas de acoplamiento molecular (PatchDock, AutoDock, LibDock, MOE,
Glide Module — Schrodinger) se puede confirmar la unién del metabolito de
interés con la diana y finalmente recolectar informacién que nos permita
comprobar nuestra hipétesis (Figura 5).

Figura 5
Pasos para realizar un estudio in silico

Planta de interés Identificacion de -
metabolitos y Obtencion de la
modelado molecular estructura

tridimensional de la
diana de interés

A « m
4

Acoplamiento molecular

4.2.2 Metabolitos secundarios identificados

Se identificaron 79 metabolitos secundarios, que fueron probados sobre las
dianas ACE2 (Enzima convertidora de angiotensina tipo 2), RdPr (ARN
polimerasa dependiente de ARN), 3CLpro o Mpro (Proteasa principal o

proteasa tipo 3-Quimotripsina), y RBD (Dominio de Unidn de receptor de la
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Proteina Spike). Segun su accién sobre cada una se puede deducir el

mecanismo de accion que tendria cada metabolito sobre el Sars-CoV 2:

ACE 2: Inhibicibn de entrada a la célula por bloqueo del receptor de

superficie.
RdPr: Inhibicién de la sintesis y replicacion de ARN viral.
3CLpro: Inhibicidn de la formacion del complejo Replicasa-Transcriptasa.

RBD: Inhibicion de entrada a la célula por bloqueo del dominio de union

del virus.

Para presentar los metabolitos secundarios se realizé una recopilacion de los
datos en las tablas que contienen los resultados identificando la actividad sobre
cada una de las dianas farmacoldgicas previamente mencionadas, estas tienen
informacion sobre el fito componente, origen, clasificacion, energia de unién
(binding energy), el programa de acoplamiento utilizado, referencias

bibliograficas y estructura molecular.

En la Tabla 1, se organizé los metabolitos secundarios con actividad sobre
3CLpro o Mpro, que se encarga de evitar la division de los complejos de
poliproteinas PP1A y PP1ab, por ende, impide la formacién del complejo

replicasa-transcriptasa.

En la Tabla 2, se presentd los metabolitos secundarios con actividad sobre
RdPr, que, al ser una polimerasa viral, desempefa el papel de la replicacion

del RNA en direccion negativa.

En la Tabla 3, se reunié metabolitos secundarios con actividad sobre ACE 2, el
cual es el receptor celular al que se acopla la proteina Spike para infectar

células.

En la Tabla 4, se agrupo los metabolitos secundarios con actividad sobre RBD,

el cual es el dominio de unién de la proteina Spike con la ACE 2.

En las tablas se encontr6 que las clasificaciones mas comunes frente a la
proteasa 3CLpro fueron flavonoides (19) y terpenos (14), frente a RdPr fueron
flavonoides (4), para ACE 2 sdlo se notificaron 3 metabolitos que segun su
clasificacion fueron: Quinona, Enol y Antocianina y finalmente frente a RBD

fueron flavonoides (4).
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Tabla 1

Metabolitos secundarios con accion sobre la proteasa 3CLpro

Clasificacion Fito componente Origen (Kc:IIEnoI) Programa Rifi(::n Molécula
Enoles Enolato de Calcio |Olea europea L. -7.0 PatchDock
Terpeno Monoterpeno -6.4
: o 18,19,
Fenol Gingerol Zingiber -7.1 PatchDock, | 5 i
officinale AutoDock -
Fenol 5.3 Ifg
= 1
Fenol Shogaol 74 'S
H
Compuesto | g \jicisteina gLl 55 .
azufrado sativum 7
Ve
Terpeno Andrografélido Hi\
s
Terpeno Andrograpanina k -7.62 AutoDock Ii;*
AL itz Glide Module| 22,23 | "~
paniculata Schrodi 5
Glucésido 776 IR YO s
Terpeno . -7.67 JIIL
P Dioxiandrografélido . S
Flavoinoide Isoschaftosido -10.5 [Iﬁu
o
Flavonoide Kaempferol -7.5 JT\IU
Passiflora 24 Slie
Flavonoide Isoorientina -9.2 TR,
“ w’“r“ré'u
Flavonoide Rutina 9.7 b
o
Cumarina Feralolido 7.9 :fl
Aloe vera 26 se 8
Glucoésido Aloeresina -7.7 XL
. - Gnetum -8.5 G f
Lignano Gnetifolina F cleistostachyum 28 %
Stilbeno Aifanol Aiphanes 73 e
aculeata rx
Fenol Acido salvindlico A |Salvia officinalis, -9.7 | | | o
19 .
Fenol Curcumina Curcuma longa -9.2 P'f"r
;"JQLJ
Terpeno Crocetina -8.9 19, 20 MWWY
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Clasificacion Fito componente Origen (Kc:IIEnoI) Programa Rifi(::n Molécula
Flavonoide Kaempferol -7.8 N«
Crocus ~
Flavonoide Quercetina officinalis -8.3 [*LA “
" — AutoDock,
Alcaldide Piperina -8.2 PatchDock
Lignano Kadsurenina Piper -8.43
nigrum
Lactona Metisticina -8.20 DJ:{NYKO .
Alcaloide Capsaicina -8.0 Rll\r{
Capsicum 3
annuum F
Terpeno Capsantina -8.0 AutoDock 19 f
Alilbenceno Eugenol Syzyg{um -5.1 el
aromaticum L
: Ert
Flavonoide | Catequin-5-O-Galato Aca_c{a -8.2 ;T ;
nicolitica Mg,
Antraquinona Hipericina -8.8 AutoDock 38
Hypericum
perforatum
Antraquinona| Pseudohipericina -8.5
Terpeno Sugetriol -9.56
CyiERs LibDock | 42
. rotundus
Terpeno Acido Oleandlico -8.75
Terpeno Vernomigdina Vernon/.a -7.9
amygdalina
AutoDock 43
Flavonoide Miricetina Oc.cu'_lum -7.7
gratissimum
Glucésidos | Acido Chebulagico -
Punica
47
granatum
Tanino Punicalagina -
AutoDock gt
Acido Acido arabico Acacia 5.2
carboxilico senegal 49
Aminoacido L - Canavanina Str_elltZI_a -5.2 j D
nicolai we
ok
Flavonoide Cinarosido -9.54 \y
Flavonoide Linarina Amphilophium | _g 54 MOE 54 By,
paniculatum e
Flavonoide Verbacosido -8.33 e
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Clasificacion Fito componente Origen (Kc:IIEnoI) Programa Rifi(::n Molécula
I
Chalcona Isoliquirina Apiosido -7.8 H:
”\j“f
Flavonoide Dihidrogliasperina -7.1 cend
Chalcona Licochalcona D Glycyrrhiza -7.9 AutoDock | 56.57| =
glabra ’ A
.;LAJe‘
Terpeno Acido Glicirrizico -8.0 ﬁ
Flavonoide Glabridina -7.3 [,:.‘,r;;'gﬂ
&
Terpeno Whitanona -7.0 &
Flavonoide Quercetina -7.44 <iﬂ~[};;
) . AutoDock, e
Flavonoide Rutina W’tha_n’a -10.16 | Glide Module 61, 62, T\ S
somnifera - Schrodinger 63 o
Acido Acido isoclorogénico ;mw‘:@
o -9.08 o
carboxilico B D
Terpeno Coagulina G -9.17 :
Flavonoide Epigalocatequina C_amell_a -7.3 20
sinensis
Alcaloide Berbamina -9.7 :
. . Berberis oo
Flavonoide Rutina Pt -8.4 64
Alcaldide Oxiacantina -8.5 AutoDock ;K .
o¥e
Flavonoide Catequina 7.2 Ly
Tanino Acido clorogénico Mangifera -7.2 o AQJ\,WTL.‘
Flavonoide Kaempferol jdica 7.8 uffl'ff@
Xantona Mangiferina -8.4 :ﬁﬁf‘iﬁ
Terpeno Calendulésido G Calendula -9.7 MOE - 70 R
officinalis Gromacs o
Flavonoide Miricetrina 9.6 ,ﬁiﬂfiﬁ:{
. _ Phyllantus 0
Flavonoide Quercetina amarus 94 71 o
_ AutoDock SLiLy
Flavonoide Kaempferol -9.1 (L
“ w’“r“ré'u
Flavonoide Rutina Moringa oleifera|  -8.9 72 R‘“&Sc:
S
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e o . . BE Referen .
Clasificacion Fito componente Origen (Kcal/mol) Programa cias Molécula
Flavonoide | 'sohamnetina-3-O- 8.9 L
Rutinosido ~+f
Flavonoide Quercetina -8.7
Flavonoide Apigenina -8.7
Flavonoide | Zantoxilflavona | Z2moxylum | g 55 |Glide Module| 4
piperitum - Schrodinger
Tabla 2
Metabolitos secundarios con accion sobre RdPr
Metabolitos secundarios activos sobre RdPr
Clasificacion| Fitocomponente Origen BE Programa |Referencia| Moléculas
Flavonoide Kaempferol Cassia senna| -7.0 | PatchDock 18 »J\fﬁ'\b)
Zingiber PatchDock, [ :
Terpeno Monoterpeno officinale -4.7 AutoDock 18 | y
. AutoDock, T
Flavonoide Andrografina Andrqgrap 45 -8.12 | Glide Module| 22, 23 *UL?“ﬂlm
paniculata ! S
- Schrodinger '
& L
Glucésido Isoverbacosido -11.378 IKP
Lantana Glide Module £
Luteolin-7.4'-O- camara - Schrodinger o8 e
Flavonoide utecliTA% -10.64 o
diglucosido Po
Flavonoide Luteolina M\‘;’Z';u:;‘;m 9.8 »ﬂt‘f\%;;w
g AutoDock 67
. . Rumex 1
Antraquinona Crisofanol By s -9.9 QL
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Tabla 3
Metabolitos secundarios con acciéon sobre ACE2

Metabolitos secundarios activos sobre ACE 2
Clasificaciéon |[Fitocomponente Origen BE | Programa | Referencia Moléculas
Pelagonidina-3- A 4
Antocianina . Cassia senna | -8.6 | PatchDock 18 T
Galactosido Ij
Enoles Enolato de calcio| Olea europea || -5.8 | PatchDock 18
Quinona Timoquinona | Nigella sativa .| -5.2 | PatchDock 18 i&
Tabla 4
Metabolitos secundarios con acciéon sobre RBD
Metabolitos secundarios activos sobre RBD
Clasificacién| Fitocomponente Origen BE | Programa |Referencia| Moléculas

Oleracea L. AutoDock 45
Var. Constata &
Acido cumaril

Cumarina .
quinico

Hypoxis

Glucésido Hypoxosido hemerocallidea

AutoDock 49 v

H

Brassica Aq

o
H

Aspalathus

Flavonoide Crisoeriol ) .
linearis

L

AutoDock,
W/tha'mla 70 Glide 61,62, 23
somnifera Module -

Schrodinger

Flavonoide Whitanona

)

SO
Flavonoide Astragalina -8.8
Peped
I
() "

Centella Glide
Flavonoide Kaempferol o -5.21| Module - 23
asiatica . o
Schrodinger
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4.2.3 Plantas medicinales a las que pertenecen los metabolitos secundarios

a. Cassia senna.
Conocida como Sen de Alejandria, es una planta que tiene un tamano
aproximado de 90 centimetros con hojas compuestas y que florece en la parte
terminal, distribuida en Africa y Asia, se evidencié que posee dos metabolitos
que tienen interaccion con RdPr y ACE2, los cuales son el Kaempferol y la
Pelagonidina-3-Galactdsido respectivamente, probados en el programa
Patchdock (22).

Figura 6

Cassia senna

*De KnowYourWeeds.com (23).

b. Olea europea I.
El arbol del olivo mide aproximadamente 7 metros de alto, posee una corteza
verde-grisacea, originaria de Asia pero actualmente mediterranea, cuyo fruto
es conocido como aceituna y es rico en acidos grasos monoinsaturados, posee
el metabolito denominado Enolato de calcio que tiene afinidad por la Mpro o
3CLpro y con la ACEZ2, probado en Patchdock (22).

Figura 7

Olea europea I.

WY, AN val

* De Paredes RG (24).
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c. Zingiber officinale.

Conocida como Kion, es una planta herbacea cuya parte de interés es su
rizoma, se cultiva en distintas partes del mundo y es utilizada para condimentar
comidas y en medicina tradicional, esta planta posee actividad sobre RdPr,
ACE2 y 3CLpro, los metabolitos activos responsables son el Monoterpeno
sobre las 3 dianas anteriormente mencionadas, mientras que el Gingerol, Acetil
Eugenol y Shogaol sobre 3CLpro, probados en Patchdock (Monoterpeno) y
Autodock (Gingerol, Acetil Eugenol y Shogaol) (22; 25; 26).

Figura 8

Zingiber officinale

*De Bernat (27).

d. Allium sativum.
Conocido como Ajo, cultivada en varios paises por su uso culinario y también
medicinal, con un tamano de hasta 30 centimetros de alto y cuyo bulbo es la
parte de interés, posee el metabolito llamado S-Alilcisteina que tiene actividad
sobre 3CLpro, probado en Patchdock (22).

Figura 9

Allium Sativum

*De Naturalista.mx (28).
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e. Nigella sativa.
Conocida como neguilla, es una planta que mide de 15 a 50 centimetros, posee
una flor morada-azulina o blanca, cultivada principalmente en Africa del norte,
Asia y Europa del este, tiene como metabolito a la Timoquinona que tiene
actividad sobre la ACE2, probado en Patchdock (22).

Figura 10

Nigella sativa

*De Seedsandplants.co.za (29).

f. Andrographis paniculata
Conocida como carmantina o chiretta verde es una planta proveniente de India,
cuyo tamano es de 30 a 110 centimentros, con flores de color rosa a blancas,
con un fruto pequeno y extremadamente amargo (21). Los metabolitos
andrografdlido, andrograpanina, neoandrografélido, 14-dioxiandrografdlido se
unen a 3CLpro y la andrografina a RdPr, probados en Autodock y Glide Module
— Schrodinger (30; 31).

Figura 11
Andrographis paniculata

*De Naturalista.org (32).
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g. Passiflora (género).
Es un género que engloba distintas plantas, como la Maracuya o el Tumbo, que
se distribuyen en lugares con climas tropicales, estas poseen algunos
metabolitos como Isoschaftésido, kaempferol, isoorientina y rutina que se unen
a 3CLpro, probados en Autodock (33).

Figura 12

Passiflora Edulis

*De Wikipedia contributors (34).

h. Aloe vera.

También denominado Aloe Bardensis Miller y conocido como sabila o Aloe, es
una planta de una altura de 50 a 70 cm con bordes espinosos dentados, que
tiene flores que crecen desde el medio, con una forma capsuloide y colgantes,
se utiliza hace aproximadamente 3000 anos en medicina y es proveniente de
Africa a pesar de que actualmente esta ampliamente distribuida por el mundo
(35), se evidencio que sus metabolitos Feraldlido y Aloeresina poseen actividad
sobre 3CLpro, probado en Autodock (36).

Figura 13

Aloe Vera

*De Wikipedia La enciclopedia libre (37).
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i. Gnetum cleistostachyum.
Es una liana proveniente del sureste de Yunnan (38), posee el metabolito

Gnetifolina F que tiene actividad sobre 3CLpro, probado en Autodock (39).

Figura 14

Gnetum cleistostachyum

*De NaturalistEc (40).

J- Maackia amurensis.
Es un arbol que mide de entre 9 a 15 metros con hojas alternativas y flores
amarillas verdosas, conocida como Amur Maackia (41), posee Mackolina que

tiene interaccién con 3CLpro, probado en Autodock (39)

Figura 15

Maackia amurensis

*De Nursery Mangement (42).
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k. Aiphanes aculeata.
Conocida normalmente como corocito o corozo rojo es proveniente de
Sudamérica, es una palmera con una altura de 18 metros aproximadamente

(43), posee Aifanol que interactua con 3CLpro, probado en Autodock (39).

Figura 16

Aiphanes aculeata
3 \ﬂ \\_.. . y | I

*De Plantasyhongos.es (44).

I Salvia officinalis.
La salvia es una planta de origen mediterraneo, con hojas verdes simples y
flores azul violaceas (45), posee como metabolito activo contra 3CLpro, el acido

salvindlico, probado en Autodock (25).

Figura 17

Salvia officinalis

e 1y Y
*De Wikipedia, La enciclopedia libre (46).
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m. Curcuma longa.
Conocido como curcuma, es una planta proveniente de India y Malasia cuya
parte de interés es el rizoma, se utiliza con fines culinarios y medicinales (32),
esta posee el metabolito Curcumina, que presenta actividad sobre 3CLpro,
probado en Autodock (25).

Figura 18

Curcuma longa (99)

*De TRAMIL (47).

n. Crocus officinalis.
Conocido normalmente como azafran, es una planta de hasta 10 centimetros
de alto, se utiliza como especia y con fines medicinales (48), posee los
metabolitos crocetina, kaempferol y quercetina, que tienen afinidad con la
3CLpro, probado en Autodock y Patchdock (25; 26).

Figura 19
Crocus officinalis

*De World of Flowering Plants (49).
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o. Piper nigrum.
Conocida como pimienta, es una liana que posee bayas de 4 a 8 milimetros de
diametro, originaria de la India es utilizada de forma culinaria, medicinal y
cosmética (50), Posee piperina, kadsurenina, y metisticina, que presentan
afinidad con la 3CLpro probado en Autodock y Patchdock (25; 26).

Figura 20

Piper nigrum

ol

*De 123RF (51).

p- Capsicum annuum.
Conocido como Aji o pimiento, es una planta oriunda de Sudamérica que se
expandio a todo el continente por sus usos culinarios principalmente, su tamafo
es de 2 metros aproximadamente y su fruto, que es la parte de interés tiene un
peso promedio de 10 gramos (52). Posee los metabolitos capsaicina y

capsantina que tienen afinidad por 3CLpro, probados en Autodock (25).

Figura 21

Capsicum annuum

*De Un Mondo Ecosostenible (53).
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q- Syzygium aromaticum.
Conocido como clavo, es un arbol de 10 a 20 metros de altura, sus yemas son
de varian de color verde a rojo segun su madurez, se utiliza con fines culinarios
y medicinales (54), este posee el metabolito Eugenol que es afin a la 3CLpro,
probado en Autodock (25).

Figura 22
Syzygium aromaticum (103)

*De Un mundo ecosostenible (55).

r. Heracleum candicans.
Es una planta cuya altura es de aproximadamente 170 centimetros, posee
también hojas segmentadas y flores blancas (56), se utiliza en la medicina
himalaya y posee los metabolitos Candibirin H y G que tienen afinidad por
3CLpro, probado en Autodock (57).

Figura 23
Heracleum candicans

*De Researchgate.net (58).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




oy UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE -\ CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

S. Acacia nicolitica.
Es una planta distribuida ampliamente por el mundo, que puede medir entre 15
a 20 metros de alto, tiene flores de color amarillo intenso y hojas bipinadas (59),
posee catequin-5-O-Galato que tiene actividad sobre 3CLpro, probado en

Autodoc.

Figura 24
Acacia nicolitica

*De ETSY (60).

t Hypericum perforatum.
Su nombre comun es Hierba de San Juan, sus usos son principalmente con
fines medicinales, es originaria de Europa y posee flores amarillas (61) posee
hipericina y pseudohipericina que tienen actividad sobre 3CLpro, probado en
Autodock (57).

Figura 25

Hypericum perforatum

*De Wikipedia, The Free Encyclopedia (62).
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u. Cyperus rotundus.
Conocida como juncia real, es una planta que crece en zonas calidas con
lagunas, su altura ronda los 10 a 40 cm, es de interés en la medicina ayurvédica
(63), posee Sugetriol y Acido oleandlico que poseen actividad sobre 3CLpro,
analizado en LibDock (64).

Figura 26

*De Un mundo ecosostenible (65).

V. Vernonia amygdalina
Conocido como té africano, es una planta que crece en los lugares tropicales
de Africa, mide entre 2 a 5 metros y tiene usos medicinales y culinarios, posee

Vernonigdina que tiene actividad sobre 3CLpro, probado en AutoDock (66).

Figura 27

Vernonia amigdalina

*De Wikipedia, La enciclopedia libre (67).
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w. Ocinum gratissimum.
Se conoce como albahaca de limén y se utiliza normalmente con fines
culinarios y medicinales en Africa del este, mide entre 50 a 300 cm (68), posee
Miricetina que tiene actividad sobre 3CLpro, probado en AutoDock (66).

Figura 28

Ocinum gratissimum

! Ny gl

*De TRAMIL (69).

X. Brassica oleracea l.var costata.
Es una planta tradicional del norte de Portugal, tiene usos culinarios y por sus
metabolitos secundarios también se utiliza medicinalmente, posee acido
cumaril quinico y astragalina que tienen actividad sobre RBD, probado en
AutoDock (70).

Figura 29

Brassica oleracea l.var costata

*De Wikimedia.org. (71).
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y. Punica granatum.
Es una planta conocida como granado, su altura es de hasta 5 metros, proviene
originalmente de Iran pero se encuentra ampliamente distribuida en la
actualidad (72), posee acido chebulagico y Punicalagina, activo sobre 3CLpro,
probado en AutoDock (73).

Figura 30

Punica granatum

*De Bartual Julian (74).

z. Acacia senegal.
Conocido como arbol de goma arabiga, llega a medir hasta 20 metros, se
distribuye principalmente en Africa, India y Brasil (75), posee acido arabico que

tiene actividad para 3CLpro, probado en AutoDock (76).

Figura 31

Acacia Senegal

— ]

; iy ’ PrOESL |
*De West African Plants (77).
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aa. Strelitzia nicolai.
Es una planta conocida como ave del paraiso que crece en lugares con un
clima tropical o subtropical, el interés por esta planta es generalmente
ornamental (78), posee L-Canavanina que tiene actividad sobre 3CLpro,
probado en AutoDock (76).

Figura 32

Strelitzia Nicolai

*De Wikipedia, The Free Encyclopedia (79).

bb. Hypoxis hemerocallidea.
Conocida como patata africana, caracteristica por sus flores amarillas con
forma de estrella proveniente de Sudafrica y que tiene principal interés por sus
propiedades medicinales y uso ornamental (80), posee Hypoxosido que tiene
actividad sobre RBD probado en AutoDock (76).

Figura 33

Hypoxis hemerocallidea

*De Sanbi.org (81).
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cc. Aspalathus linearis
Es una planta que mide hasta 30 centimetros de alto cuyo nombre significa
arbusto rojo, proveniente de Sudafrica, suele utilizarse para hacer infusiones
(82), posee Crisoeriol que tiene actividad sobre RBD probado en AutoDock
(76).

Figura 34

Aspalathus linearis

*De Sanbi.org (83).

dd. Amphilophium paniculatum.
Es una planta ampliamente distribuida en México y los lugares tropicales de
América, conocida como amarradiablo o pico de pato, posee flores color
morado y es una liana (84), posee Cinarésido, Linarina y Verbacésido que
tienen actividad sobre 3CLpro probado en el software de acoplamiento de

Molecular Operating Enviorement (MOE) (85).

Figura 35

Amphilophium paniculatum

*De iNaturalist Ecuador (86).
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ee. Glycyrrhiza glabra.
Conocido como regaliz, es una planta que llega a medir hasta 1 metro de alto
y es muy utilizada de manera medicinal, culinaria y cosmética, posee flores
moradas y sus rizomas son la parte de mayor interés (87), posee isoliquirina
apiodsido, dihidrogliasperina, licochalcona D, acido glizirrico y glabridina que

tienen actividad sobre 3CLpro, probado en AutoDock (88; 89).

Figura 36

*De Un mundo ecosostenible (90).

ff. Lantana camara.
Es la mas conocida y distribuida de su género, originalmente viene de las zonas
tropicales de América y Africa, tiene flores de colores variados como amarillas,
violetas, rosas o blancas y posee interés debido a sus usos medicinales y
ornamentales, posee isoverbacosido, luteolin-7,4"-o-diglucésido y 4&cido
cumardlico que tienen actividad sobre RBD, probado en Glide Module -
Schrodinger (91).

Figura 37

Lantana camara

*De Blog de noticias y flores frescas, Colvin Blog (92).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=%. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE \CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

gg. Withania somnifera.

Conocida como ginseng de la india, es sumamente utilizada por sus
propiedades medicinales: antimicrobiano, antiinflamatorio, cardioprotector y
neuroprotector (93), mide alrededor de 2 metros y esta distribuida en India,
Arabia y las zonas tropicales de Africa (94), posee Quercetina-3-rutindsido-7-
glucésido, Rutina, acido isoclorogénico B y whitanona probados en AutoDock,
y coagulina G probado en Glide Module - Schrodinger que tienen actividad
sobre 3CLpro (95; 96; 31).

Figura 38
Whitania somnifera

LA/ e

*De Botanic Healthcare (97).

hh. Camella sinensis.
Es conocida como la planta del té y es originaria de China y el sudeste asiatico,
posee usos culinarios, cosméticos y medicinales (98), tiene epigalocatequina
que presenta actividad sobre 3CLpro probado en AutoDock (26).

Figura 39

Camella Sinensis

*De Inecol.mx (99).
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ii. Berberis asiatica.
Es una planta que alcanza hasta 4 metros de altura, su parte de interés principal
es la raiz, cuyo uso es conocido en la medicina Ayurvédica, Siddha y Unami,
posee berbamina, rutina y oxiacantina que tienen actividad sobre 3CLpro,
probado en AutoDock (100).

Figura 40
Berberis asiatica

*De Mannise, Raul (101).

Ji- Mangifera indica.
Es una planta mundialmente conocida por su fruto llamado mango, que crece
en lugares tropicales de Asia y también en otros como Brasil, se utiliza
principalmente como alimento, pero también ha sido utilizado de forma
medicinal en lugares como el sudeste asiatico, posee catequina, acido
clorogénico, kaempferol y mangiferina que tienen actividad sobre 3CLpro,
probado en AutoDock (102).

Figura 41

Mangifera indica

*De Herbariovaa.org (103).
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kk. Marrobium vulgare.
Es una planta proveniente de Europa, y el norte de Asia y Africa, se le conoce
como yerba de sapo y es utilizada principalmente por sus propiedades
medicinales (104), posee luteolina que tiene actividad sobre RdPr, probado en
AutoDock (105).

Figura 42

Marrobium vulgare

*De Wikipedia, The Free Encyclopedia (105).

1. Rumex dentatus.
Conocida como acederilla dentada, es una planta cuyo nombre proviene de sus
hojas caracteristicas, mide hasta 80 centimetros y es proveniente del norte de
Africa, se utiliza de forma medicinal (107), posee crisofanol que tiene actividad
sobre RdPr, probado en AutoDock (105).

Figura 43
Rumex Dentatus

*De Forestrypedia (106).
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mm. Calendula officinalis.
Es una planta conocida como caléndula, mide hasta 50 centimetros, con flores
amarillas y normalmente utilizada por sus propiedades medicinales, culinarias
y ornamentales (109), posee calendulésido G, calendulaglicésido vy
osteosaponina con actividad sobre 3CLpro, probado en Molecular Operation

Enviorement - Gromacs 2019 (110).

Figura 44
Calendula officinalis

*De Wikipedia, The Free Encyclopedia (107).

nn. Phyllantus amarus.
Es conocida como planta durmiente, cuyos principales usos son medicinales y
conocidos en la medicina tradicional china, hindu y africana, posee miricetina,
quercetina y kaempferol que tienen actividad sobre 3CLpro, probado en
AutoDock (112).

Figura 45

Phyllantus amarus

*De indiamart.com (108).
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00. Moringa oleifera.
Conocida como moringa o palillo de tambor, es originaria de Asia y Africa, pero
actualmente se encuentra en las regiones tropicales y subtropicales alrededor
del mundo, actualmente es muy conocida por sus usos medicinales. Posee
rutina, quercetina, isohamnetina-3-O-rutindésido y apigenina que tienen
actividad 3CLpro, probado en AutoDock (114).

Figura 46

Moringa Oleifera

*De UALNEWS (109).

pp.- Centella asiatica
Conocida como hierba del tigre, es una planta oriunda de la zona tropical de
Asia y Africa, cuya altura es de hasta 20 centimetros de alto, conocida por sus
propiedades utilizadas en la medicina tradicional hindu (116), posee kaempferol
que tiene actividad sobre RBD, probado en Glide Module — Schrodinger (31).

Figura 47

Centella asiatica

*De Wikipedia, The Free Encyclopedia (110).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-vs==". UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE -\ CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

qq. Zantoxylum piperitum
Conocida como pimienta de Sichuan, es una planta pequefa que presenta
pequefias bayas de color rosa-rojizo, es utilizada en Asia de forma culinaria,
sin embargo, también es utilizada por sus propiedades medicinales (17). Posee
zantoxilflavona que tiene actividad sobre 3CLpro, probado en Glide Module —
Schrodinger (31).

Figura 48

Zantoxylum piperitum

*De Wikipedia La Enciclopedia libre (111).

4.3. Estudios In Vitro
En esta revision se identificaron los métodos de Citometria de flujo, QRT-PCR,

ensayo de reduccion de placa y ELISA.

Citometria de flujo

La citometria de flujo es una tecnologia en constante crecimiento y desarrollo
que posibilita la evaluacion de numerosas propiedades de una gran cantidad
de células en un corto periodo de tiempo. Se describe como una tecnologia
analitica que permite la medicion simultanea de diversas caracteristicas en
muestras biolégicas. Puede utilizarse para contar células, separarlas o llevar a
cabo analisis de marcadores, ya sean superficiales o intracelulares. Desde sus
inicios, cuando se utilizaba principalmente en inmunologia para el estudio de
poblaciones celulares, la citometria se ha convertido en una técnica cuantitativa
apreciada, de baja complejidad, rentable y facil de mantener en el laboratorio
debido a los avances en la quimica de los reactivos y la modernizacion de los

instrumentos. Hoy en dia, se ha transformado en un método innovador de
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analisis que proporciona una aproximacion altamente sensible, especifica y
rapida para una variedad de aplicaciones en investigaciones basicas,
microbiologia clinica y, mas recientemente, en biotecnologia.

El principio fundamental de la citometria de flujo implica que las células
suspendidas en un fluido se desplazan individualmente frente a una fuente de
luz intensa, generalmente un laser, y se registran y almacenan los datos
relacionados con la luz reflejada y, en la mayoria de los casos, la fluorescencia.
El posterior analisis de las poblaciones y subpoblaciones se lleva a cabo
mediante software especializado, lo que posibilita la obtencion de informacién

valiosa tanto para investigadores como para profesionales clinicos (119).

gRT - PCR (PCR de Transcriptasa reversa)

La PCR en tiempo real cuantitativa (QRT-PCR) es una técnica molecular
utilizada para detectar y cuantificar el ARN. Implica la transcripcion del ARN en
ADN complementario (cADN), que luego se utiliza como plantilla para la
reaccion de PCR cuantitativa o PCR en tiempo real (QPCR). En la qPCR, la
cantidad de producto de amplificacion se mide en cada ciclo de PCR utilizando
fluorescencia. La gRT-PCR se utiliza en diversas aplicaciones, incluyendo el
analisis de la expresion génica, la validacién de la interferencia de ARN, la
validacion de microarrays (una herramienta que permite la deteccion de
expresion de miles de genes a la misma vez), la deteccién de patégenos,

pruebas genéticas e investigaciones sobre enfermedades (120).

Ensayo de reduccién de placa

Un ensayo de reduccién de placas es una técnica de laboratorio utilizada para
medir la eficacia de agentes antivirales contra un virus. El método implica
infectar una monocapa de células con una cantidad conocida de virus y luego
afiadir una serie de diluciones del agente antiviral a las células. Tras un periodo
de incubacion, las células se cubren con un medio semisdlido, como agar, y se
dejan crecer durante varios dias. El virus formara placas, es decir, areas de
células muertas o destruidas, en la monocapa. Se cuenta el numero de placas
y se determina la concentraciéon del agente antiviral que reduce el numero de
placas en un 50% (121).
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ELISA (Enzimoinmunoanalisis de adsorcion)

Es una técnica de ensayo basada en placas disenada para detectar y

cuantificar sustancias solubles como péptidos, proteinas, anticuerpos y

hormonas. Se utiliza para detectar pequefas cantidades de anticuerpos,

antigenos, péptidos, proteinas, glicoproteinas y virus en muestras biologicas.

La técnica ELISA implica los siguientes pasos:

1. El antigeno se inmoviliza en una superficie sélida (microplaca) y luego se
combina con un anticuerpo que esta vinculado a una enzima marcadora.

2. Después de lavar, se agrega un anticuerpo marcado con enzima y forma
un "complejo en sandwich" de anticuerpo-antigeno-anticuerpo en fase
sélida.

3. Se elimina el anticuerpo no unido y se agrega un sustrato enzimatico. La
cantidad de producto generado es proporcional a la cantidad de antigeno

en la muestra (122).

Existen 4 tipos de ensayos ELISA:

1. ELISA directo: Una proteina objetivo (o0 un anticuerpo objetivo) se fija en la
superficie de los pocillos de una microplaca y se incuba con un anticuerpo
marcado con enzima especifico para la proteina objetivo (o un antigeno
especifico para el anticuerpo objetivo). Después de realizar el lavado, se
mide la actividad de la enzima unida a los pocillos de la microplaca

2. ELISA indirecto: Una proteina objetivo se adhiere a la superficie de los
pocillos de una microplaca y se incuba con un anticuerpo dirigido a la
proteina objetivo (el anticuerpo primario), seguido de un anticuerpo
secundario contra el anticuerpo primario. Tras el lavado, se mide la
actividad de la enzima unida a los pocillos de la microplaca. Aunque el
ELISA indirecto requiere mas pasos que el ELISA directo, existen
anticuerpos secundarios marcados comercialmente, lo que elimina la
necesidad de marcar el anticuerpo primario.

3. ELISA Sandwich: Se fija un anticuerpo dirigido a una proteina objetivo en
la superficie de los pocillos de una microplaca y se incuba primero con la
proteina objetivo y luego con otro anticuerpo especifico para la proteina
objetivo, el cual esta marcado con una enzima. Después de lavar, se mide

la actividad de la enzima unida a los pocillos de la microplaca. El anticuerpo
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fijado y el anticuerpo marcado con enzima deben reconocer diferentes
epitopos de la proteina objetivo.

4. ELISA competitivo: Un anticuerpo especifico para una proteina objetivo se
adhiere a la superficie de los pocillos de una microplaca y se incuba con
muestras que contienen la proteina objetivo, asi como una cantidad
conocida de proteina objetivo-marcada con enzima. Después de la
reaccion, se mide la actividad de la enzima unida a los pocillos de la
microplaca. Cuando el nivel de antigeno en la muestra es alto, el nivel de
antigeno marcado con enzima unido al anticuerpo es menor y el color es
mas claro. Por otro lado, cuando es bajo, el nivel de antigeno marcado con

enzima unido al anticuerpo es mayor y el color es mas oscuro (122).

Prueba de Mossman (MTT)

Esta prueba consiste en utilizar una sal de tetrazolio, bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio para tener una prueba colorimétrica
cuantitativa, esta se utiliza para determinar la supervivencia y la proliferacion
celular en mamiferos. Puede detectar células vivas y la sefial generada
depende del grado de activacion de las células. Por lo tanto, este método puede

utilizarse para medir la citotoxicidad (91).

Concentracion citotoxica 50 (CC50) e inhibitoria 50 (CI50)

Tanto el CC50 como el IC50 son indicadores de la cantidad de un compuesto
necesaria para generar un efecto especifico en las células.

CC50. La concentracion citotoxica al 50% (CC50) es la cantidad de un
compuesto requerida para reducir la viabilidad celular en un 50%. Esto se
determina mediante una serie de concentraciones en aumento del compuesto
para determinar cual concentracion provoca la muerte del 50% de las células,
por lo que se emplea para la evaluacion de la toxicidad de un compuesto.
IC50. La concentracion inhibitoria al 50% (IC50) es la cantidad de un
compuesto necesaria para inhibir una funcién bioldgica o bioquimica especifica
en un 50%. En el campo de la virologia, el IC50 se usa comunmente para medir
la eficacia de los agentes antivirales en la inhibicion de la replicacion viral. El

IC50 se utiliza para valorar la potencia del compuesto (123).
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indice de selectividad

El indice de selectividad se puede definir como la proporcidn entre la
concentracion toxica de una muestra y su concentracion bioactiva efectiva. El
farmaco ideal deberia tener una concentracion toxica relativamente alta, pero
con una concentracion activa muy baja. La evaluacién del valor de este indice
en cualquier investigacion sobre farmacos a base de hierbas y/o compuestos
aislados es fundamental para determinar si se pueden continuar los trabajos
adicionales. Para calcular esta, se debe seguir la férmula: IS = CC50/IC50,
donde CC50 es la concentracion citotéxica 50 e IC50 es la concentracion
inhibitoria 50. Se recomienda que este valor sea = 10 para ser considerada una
muestra bioactiva selectiva, sin embargo, si el valor esta entre 1 y 10, se puede
reevaluar utilizando otros biosistemas. Un valor menor a 1 sugiere que la
muestra es probablemente tdxica y que no deberia utilizarse (124).

En estos estudios se utilizd de forma mayoritaria células VERO-E6 (Para 6
ensayos) para observar el efecto antiviral y en uno de ellos se observo la
inhibicién de unién de la RBD con ECA2.

4.3.1 Whitania somnifera (WS), Centella asiatica (CA) Y Andrographis
Panniculata(AP)
En estos ensayos se utilizaron las partes aéreas para elaborar extractos, se
dividieron en 7 concentraciones: 5.5, 2.74, 1.37, 0.68, 0.34, 0.17 y 0.08 ug. Para
la elaboracion de la muestra control se opté por Remdesivir en concentraciones
de 10, 3, 1,0.3,0.1,0.03 y 0.01 yM.
Se utilizaron células VERO-EB6, para comprobar la inhibicion de los genes E y
N se recolectd un sobrenadante mediante qRT- PCR, se compararon los
valores de ciclos umbral entre los de muestra y el control. Su CI50 fue
determinada por AAT Bioquest IC50 Calculator.
Para evaluar la citotoxicidad se midié la viabilidad celular por citometria de flujo
usando Sytox (Un tinte de acido nucleico impermeable a las células) de las
células comparado con Remdesivir (31).
En la Tabla 6 podemos visualizar los resultados que se consiguié después de
procesar los datos, podemos notar que el unico extracto que logré tener
consistencia para tener una CI50 frente a los genes E y N fue la Andrographis
panniculata, sin embargo, ademas de esta, tanto la Whitania somnifera y
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Centella asiatica presentaron inhibicion de estos genes a las 24 y 48 horas. La
viabilidad celular de las plantas Andrographis panniculata y Centella asiatica
demostrd ser mejor que la de la Whitania somnifera en las primeras 24 horas,
pasadas las 48 horas, Whitania somnifera y Andrographis panniculata tienen
una viabilidad celular menor a 90%, mientras que Centella asiatica posee una
de 94.48%.

Tabla 5
Comparativa entre Ws, Ap y Ca con Remdesivir (Control) para evaluar tanto el CI50 como la
inhibicién de los genes E y N del Sars-CoV 2 y la viabilidad celular

Estudios In Vitro — Referencia 23

Muestras C°“°g?;;a°'°“ Inhibicion (%) Viabilidad Celular
0,

Remdesivi GenE| Gen N Gen E Gen N (%)
emcest s 24h. | 48h. | 24h. | 48.h | 24h. | 48h.
(Control) 0.1 uyM

uM 8228 | 9980 | 8035 | 99.89 | 9923 | 94.37
Whitania = |\ o hsistente | 45.93 | 95.60 | 4547 | 9150 | 77.05 | 88.11
somnifera
Andrographis | 1.18 | 4 45\ | 7354 | 9900 | 71.95 | 99.80 | 103.31 | 8353
paniculata Mg
Centella No consistente | 74.75 | 92.07 | 7450 | 84.64 | 106.59 | 94.48
asiatica

4.3.2 Nigella sativa
Se probaron dos metabolitos de la planta, que fueron la hidrotimoquinona
(HTQ) y ditimoquinona (DTQ), para hacer los ensayos se sintetiz6 ambos
compuestos a partir de timoquinona
La concentracion citotoxica 50 (CC50) se determiné utilizando el método del
bromuro de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Para esto se
cultivaron 96 placas y se incubaron por 24 horas a 37°C con 5% de COa.
Posteriormente se lavé con buffer fosfato salino 3 veces y se afiadi6 la soluciéon
MTT y se incubaron por 4 horas mas a 37°C. Se formaron cristales de formazan
y se disolvieron con isopropanol acidificado. Para hacer la lectura de estas
placas en un lector multiplacas se midié a 540 nm.
La concentracion inhibitoria 50 se determiné utilizando un cultivo de 96 placas
que fueron incubadas por una noche a 37°C con 5% de COz2, se lavaron una
vez con buffer fosfato salino una vez y se utilizé cristal violeta para la tincion
celular, luego se lavaron con metanol absoluto. Se midi6 la densidad 6ptica a
570 nm con Anthos Zenyth 200rt plate reader.
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Se determiné la concentracién inhibitoria 50 (IC50) y la concentracién citotoxica
50 (CC50), las cuales fueron: HTQ (CC50/CI50 = 31.74/23.15) y DTQ
(CI50/CC50 = 147.3 ng/ml/275.2 ng/ml) en células VERO-E6 como puede verse
en la Tabla 6.

Se concluyé que la HTQ posee actividades antivirales que podrian ser
evaluadas en otro tipo de ensayos de acuerdo con su indice de selectividad
especificado en la Tabla 6, sin embargo, la segunda posee un indice de
selectividad bajo por lo que fue descartada para una siguiente fase de estudios
(125).

4.3.3 Punica granatum

En este ensayo se utilizé punicalagina (PCG) y el acido chebulagico (ACH), dos
metabolitos secundarios que posee esta planta. Para la determinacion de IC 50
y CC 50 se prepararon 12 placas de cultivo celular, se determiné el CC50 con
el procedimiento de fabricante de Cell Titer Glo luminiscent cell viability assay
y para la IC 50 se determin¢ tratando las placas con compuestos y dejandose
reposar por una hora, luego se inocularon con SARS-CoV 2, posteriormente,
se dejaron incubar por 48 horas a 37°C con 5% de CO2 y se colorearon con
cristal violeta para evaluar con el ensayo de reduccién de placa. Se determind
ambos valores a partir de los porcentajes de células cuya viabilidad fue inhibida
por los compuestos a diferentes concentraciones.

Se comprobd que Du R, CooperL, et al (73) inhibieron la proliferacién de SARS-
CoV 2, en placas con células VERO-E6 de manera dosis-dependiente, sus
resultados fueron: PCG (CI50/CC50 = 7.20 uM/z 100 uM) y ACH (CI50/CC50
= 9.72 yM/2 100 uM) como se puede ver en la Tabla 6 . De acuerdo con su
indice se selectividad, ambos metabolitos son altamente selectivos por lo que

podrian pasar a una siguiente fase de estudio.

4.3.4 Lantana camara
Para determinar la actividad de esta planta se preparé un extracto de las flores
y hojas de las distintas variedades de Lantana Camara (Spreading Sunset,
Chelsea Gem, Nivea y Drap d’or).
Para determinar la CC50 se utilizé la prueba de Mossman (MTT), los cultivos
celulares (VERO-EG) se prepararon en 96 placas, incubados por 24 horas a

37°C con 5% de CO2 y después fueron tratados con los extractos a diferentes
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concentraciones, para reposar por otras 24 horas. Las monocapas se lavaron
son buffer fosfato salino tres veces. A las placas se les afiadi6 MTT y se
incubaron por 4 horas a 37°C.

Los cristales de Formazan se lavaron con isopropanol acidificado y finalmente
para leer los resultados se utilizd un lector multiplaca a 540 nm.

Se prepard 6 placas con cultivos celulares por 24 horas a 37°C, posteriormente
se colocaron los extractos por una hora a 37°C. Se aplico cristal violeta como
colorante. El IC50 fue determinado por ensayo de reduccion de placa.

Se tuvo como resultados: Spreading Sunset (CI50/CC50 = 36 ug/mi/4.188
pg/ml), Chelsea Gem (CC50/CI50 = 45 ug/ml/3.67 ug/ml), Nivea (CC50/CI50 =
32 pg/mi/6.82 pg/ml) y Drap d’or (CC50/ C150 = 39 ug/ml/5.02 ug/ml). Como se
puede ver en la Tabla 6, los indices de selectividad de las variantes Spreading
Sunset, Nivea y Drap d’or se encuentran entre los rangos de aceptables, que
podrian pasar a una siguiente fase de estudios con resultados probablemente
prometedores, sin embargo, la variedad Chelsea gem, posee un indice mayor
a 10 (12.3), lo que indicaria que es altamente selectiva y deberia ser

considerada para futuros ensayos clinicos (91).

4.3.5 Sambucus nigra
En este ensayo se hizo un extracto de la planta elaborado de forma separada
entre flores y frutos recolectados de forma silvestre y posteriormente
identificados, se determind el contenido de rutina.
Se comprobd la inhibicion de la unién entre SARS-Cov 2 y ACE 2, para esto se
utilizé el kit de inhibicién Spike-ACE2 de Ray Biotech siguiendo el protocolo del
fabricante.
Los extractos se prepararon en etanol al 80% y se incubaron a 40°C por 24,
una vez el etanol se evaporo, se completé el mismo volumen con buffer fosfato
salino.
Esta soluciéon se afnadié a placas ELISA que contenian SARS-CoV 2-Spike
RBD recombinante y se incubaron durante la noche a 4°C con agitacion. La
unién se determin6é en base al anticuerpo Anti-ACE2 en una reaccién con
3,3,5,5’ tetrametil bencidina.La absorbancia fue medida a 450 nm con el lector

de microplacas Infinite 200 PRO.
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La CI50 del extracto del fruto fue de 1.66mg/ml y de la flor 0.53mg/ml. No se

determind la CC50, puesto a que no se trabajé con ningun cultivo celular (126).

Tabla 6

Lista de plantas con los valores de IC50, CC50 e indice de selectividad.

Estudios in vitro
Concentracion | Concentracion .
Indice de
Planta Modelo inhibitoria 50 citotoxica 50 Referencias
selectividad
(C150) (CC50)
Nigella Hidrotimoquinona | Hidrotimoquinona 14 27
sativa 23.15 ng/mi 31.74 ng/ml '
Acido . Acido
Acido
Chebulagico ) Chebulagico
Punica Chebulagico/
9.72 uM : ) 10.3 47
granatum Punicalaganina
Punicalaganina > 100 UM Punicalaganina
Efecio 7.20 uM Ry 13.9
antiviral :
) . Spreading
en células| Spreading Sunset| Spreading Sunset
Sunset
VERO-E6| 4.19 pg/mL 36 ug/mL A
Chelsea Gem Chelsea Gem '
Chelsea Gem
Lantana 3.67 pyg/mL 45 pg/mL
12.3 58
camara Nivea Nivea _
Nivea
6.82 pg/mL 32 pg/mL 47
Drap d’or Drap d’or '
Drap d'or
5.02 ug/mL 39 ug/mL
7.8
Inhibicion Fruto
Sambucus| de union 1.66 mg/ml _ No
No determinado 78
nigraL | de RBD Flor determinado
con ECA2 0.53 mg/ml

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#==. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ~ f\CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

5. PERSPECTIVAS FUTURAS
5.1 Metabolitos secundarios con acciodn antiviral probada in silico

Al analizar la informacién tabulada se comprueba que la mayor cantidad de
metabolitos secundarios derivados de las plantas medicinales son del grupo de
flavonoides y terpenos. Ademas, la diana farmacolégica mas comun en la que
se unen es 3CLpro, por lo que podemos inferir de que la mayoria de los
metabolitos interfiere en la replicacion y transcripcion intracelular lo que quiere
decir que posiblemente evita que se creen nuevas copias del virus una vez las
células ya se encuentran infectadas, evitando de esta forma que se propaguen
otras que se encuentren sanas y evitando un posible contagio a otros
individuos.

Los componentes clasificados como flavonoides mas notificados en la
bibliografia fueron Kaempferol, Rutina y Quercetina, presentes en una gran
variedad de plantas y sus frutos, en esta revision se encontraron en las plantas
de la familia Passiflora, que dan frutos como el maracuya y el tumbo, el azafran,
el mango, moringa, ginseng indio, entre otras. Dentro del grupo de terpenos
tenemos distintos nombres en distintas plantas, a diferencia de los flavonoides,
estos resultados fueron heterogéneos. Tanto en los flavonoides como terpenos
hay metabolitos secundarios que se unen a dos dianas farmacoldgicas
principalmente: 3CLpro y RdPr, salvo el Monoterpeno proveniente del kion que
se puede unir a ambas, la union en estas dianas nos indica que probablemente
en su mayoria inhiben la replicacién viral intracelular del SARS-CoV 2, pero
también tenemos otros casos de metabolitos como por ejemplo el Kaempferol
y Whitanona que se encuentran en plantas como el ginseng indio, mango y
plantas de la familia de las passifloras que se unen a 3CLpro y RBD, lo que nos
indica, que aparte de inhibir la replicacion viral, también podrian impedir que el
virus pueda ingresar a la célula acoplandose al lugar que el virus utiliza para
adherirse e infectarla, a su vez el Enolato de calcio proveniente de el olivo
también podria interferir con la replicacién y bloquear el lugar de ingreso del
SARS-CoV 2 uniéndose a la entrada de la célula que utiliza el virus para
ingresar.

Una visidn interesante también engloba a los metabolitos secundarios mas
accesibles en el pais, puesto a que las plantas de las que provienen se
encuentran disponibles, estas son: como el ajo (S-Alilcisteina), kion
(Monoterpeno, Gingerol, Acetileugenol y Shogaol), la familia de las plantas
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Passiflora como el tumbo y maracuya (Rutina y Kaempferol), sabila (Feraldlido
y Aloeresina), salvia (Acido salvinélico), pimienta negra (Piperina, Kadsurenina
y Metisticina) y mango (Kaempferol, Catequina, Acido clorogénico,
Mangiferina). Actualmente se vuelve una opcién viable poder realizar estudios
in vitro de estas plantas o de sus metabolitos secundarios, para poder
comprobar su efecto antiviral in vitro y determinar si son probablemente
efectivas contra la infeccion por SARS-CoV 2.

5.2 Plantas medicinales con accion antiviral probada in vitro
La planta medicinal cuyo extracto demostrd accion antiviral y que por su indice
de selectividad (12.3) es la mas prometedora para hacer estudios in vivo es la
Lantana camara var. Chelsea Gem, este valor indica que la concentracion que
se necesita de esta para matar al 50% de células es mucho menor al necesario
para inhibir al 50% de la replicacion del virus por lo que se podria considerar
altamente selectiva. Actualmente esta variedad se encuentra disponible en
nuestro pais y también seria interesante volver a realizar ensayos para
contrastar los resultados del estudio de Reham S. Darwish (2022) debido a la
variabilidad de su composicion habiendo crecido en Peru (91).
Encontramos también un estudio realizado en la planta Sambucus nigra cuyo
extracto tiene un valor de CI50 bajo, pero carece de estudios de CC50. Al haber
una planta de la misma familia en nuestro pais que seria Sambucus peruviana
se podria realizar de nuevo un estudio siguiendo la misma metodologia
especificada por Boroduske A (2021) para determinar si también posee efecto
antiviral que pueda ser demostrado in vitro y, ademas, podriamos afiadir un
estudio de CC50 y asi tener un valor de IS que nos permita conocer qué tan
viable podria ser para futuros estudios in vivo (126).
Se hizo un ensayo sobre dos metabolitos secundarios de la planta Punica
granatum, que fueron acido chebulagico y punicagalanina, cuyos indices de
selectividad fueron de 10.3 y 13.9 respectivamente, que nos indica que también
tendrian una alta selectividad, lo cual orienta a un posible resultado satisfactorio
en estudios in vivo, cabe resaltar que esta planta esta disponible en nuestro
pais y se conoce como granada, se podria también ejecutar estudios in vitro de
los extractos siguiendo metodologias como las de Reham S. y Darwish (2022)
(73; 91).
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6. CONCLUSIONES

Primera. Los metabolitos secundarios probados in silico mas notificados son
Kaempferol, Rutina y Quercetina, que se encuentran en una gran variedad
de plantas, estos mostraron afinidad sobre 3CLpro, por lo que
probablemente afecten el ciclo de reproduccion viral del SARS-CoV 2. Los
metabolitos secundarios de plantas medicinales probados in vitro con un
posible efecto antiviral fueron hidrotimoquinona proveniente de la Nigella
sativa, punicagalanina y acido chebulagico proveniente de la Punica
granatum, mientras que los extractos de las plantas Lantana camara,
Whitania somnifera, Andrographis panniculata, Centella asiatica y
Sambucus nigra también demostraron tener un probable efecto antiviral
mostrado en células VERO E-6, salvo el ultimo que fue probado en un kit
de inhibicién Spike-ACE2.

Segunda. Los metabolitos secundarios encontrados en estudios in silico tienen 4
mecanismos de accion, estos por la diferencia de diana farmacoldgica a la
que se acoplan, pueden impedir la entrada a las células sea bloqueando el
dominio de la proteina Spike del SARS-CoV 2 o bloqueando el receptor
ACE 2 de las células que es el lugar por el que el virus ingresa, también
tenemos otros dos receptores que estan relacionados con la reproduccién
viral, en uno de estos se encargaria de evitar la formaciéon del complejo
Replicasa-Transcriptasa acoplandose a una proteasa, mientras el otro se
acopla a una polimerasa que replica la informacién genética del virus. Los
metabolitos secundarios y extractos de plantas en su mayoria tuvieron un
efecto inhibitorio en el crecimiento del virus, mientras que en casos
concretos como el extracto de Sambucus nigra se identifico que en el
extracto impedia la unién entre la proteina Spike y el receptor celular ACE
2, y los de Andrographis paniculata, Whitania somnifera, y Centella asiatica
inhiben los genes E y N del SARS-CoV 2.

Tercera. Los metabolitos probados in silico actuan sobre las dianas farmacolégicas
3CLpro, RdPr, RBD y ACE 2, segun cada una podriamos inferir cual seria

el mecanismo de accién antiviral sobre el SARS-CoV 2.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#= . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE \CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

Cuarta. El extracto de las plantas Andrographis paniculata, Whitania somnifera, y
Centella asiatica tienen la capacidad para inhibir los genes E y N del SARS-
CoV 2, a su vez, los de la planta Lantana camara, en sus variedades
Spreading Sunset, Chelsea Gem, Nivea y Drap d’or también tienen una
posible actividad antiviral sobre este, y que la variedad Chelsea Gem
debido a su alto IS (12.3) es la mas selectiva entre ellas. También tenemos
el extracto de los frutos y flor de Sambucus nigra que evidenciaron un
impedimento en la unién de la proteina Spike con la ACE 2 con bajas
concentraciones (1.66 mg/ml y 0.53 mg/ml respectivamente). El metabolito
Hidrotimoquinona de la Nigella sativa tiene un indice de selectividad (1.4)
que indica que necesita mas estudios para determinar su efectividad
antiviral, mientras que el acido chebulagico y punicagalanina son altamente

selectivos (IS de 10.3 y 13.9 respectivamente).
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