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Resumen:

La leishmaniasis es una enfermedad zoondtica que afecta a una poblacién vulnerable
econdmica y socialmente. Su transmisidn se da principalmente por la picadura de un fleb6tomo
hembra que causa alteraciones en la piel (leishmaniasis cutdnea), mucosa (leishmaniasis
mucocutanea) y visceras (leishmaniasis visceral). Existen medicamentos para esta enfermedad,
sin embargo presentan varios efectos secundarios. Cistus ladaniferus, Peperomia inaequalifolia
y Tagetes minuta son plantas endémicas del Ecuador, que usualmente son usadas en la region
amazénica del pais. Con el propésito de encontrar nuevos tratamientos para esta enfermedad,
se estudiaron los efectos de los tres aceites esenciales sobre Leishmania mexicana y Leishmania
infantum. Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto leishmanicida de

estos aceites esenciales en L. infantum y L. mexicana, mediante ensayos in vitro.

Para ensayos de viabilidad, se determind la concentracion inhibitoria (ICso) de los
aceites esenciales en promastigotes de L. mexicana y L. infantum por medio del ensayo

colorimétrico MTT.

Los resultados mostraron que los aceites esenciales de C. ladaniferus, P. inaequalifolia
y T. minuta presentan un efecto inhibitorio sobre L. mexicana (1Cso = 13.87 pug/mL, 29.58 pug/mL
y 20.23 pg/mL) respectivamente. Mientras que para L. infantum los efectos inhibitorios son

(ICs0 = 13.46 pug/mL, 20.17 pug/mLy 29.25 pg/mL) para los mismos aceites esenciales.

En conclusion, los aceites esenciales de las tres plantas endémicas inhiben el

crecimiento de promastigotes de L. mexicana y L. infantum en analisis in vitro e in silico

Palabras clave: aceites esenciales, leishmaniasis, 1Cso, apoptosis.



Abstract

Leishmaniasis is a zoonotic disease that affects an economically and socially vulnerable
population. Its transmission occurs mainly through the bite of a female sandfly that causes
alterations in the skin (cutaneous leishmaniasis), mucosa (mucocutaneous leishmaniasis) and
viscera (visceral leishmaniasis). There are several medications for this disease, however they
have side effects. Cistus ladanifer, Peperomia inaequalifolia and Tagetes minuta are endemic
plants of Ecuador, which are normally used in the Amazon region of the country. In order to find
new treatments for this disease, the effects of the three essential oils on Leishmania mexicana
and Leishmania infantum will be studied. Therefore, the goal of this study was to determine the

leishmanicidal effect of these essential oils in L. infantum and L. mexicana, through in vitro tests.

For viability tests, the inhibitory concentration (ICso) of the essential oils in
promastigotes of L. mexicana and L. infantum will be determined through MTT colorimetric

assay.

The results showed that the essential oils of C. ladaniferus, P. inaequalifolia and T. minuta have
an inhibitory effect on L. mexicana (IC50 = 13.87 pg/mL, 29.58 ug/mL and 20.23 pg/mL),
respectively. While for L. infantum the inhibitory effects are (IC50 = 13.46 pug/mL, 20.17 pug/mL

and 29.25 pg/mL) for the same essential oils.

In conclusion, the essential oils of the three endemic plants inhibit the growth of promastigotes

of L. mexicana and L. infantum in in vitro and in silico analyses.

Keywords: essential oils, leishmaniasis, IC50, apoptosis.



1. INTRODUCCION

La leishmaniasis es considerada en la actualidad como una enfermedad desatendida.
Estas enfermedades son un conglomerado de enfermedades infecciosas que se encuentran
principalmente en las comunidades pobres y vulnerables del mundo (1). Se estima que
aproximadamente mil millones de personas padecen alguna de estas enfermedades y, millones
mas, estan en riesgo de contraerlas (2,3).

La leishmaniasis es causada por el parasito Leishmania, perteneciente a la familia
Trypanosomatidae, orden Kinetiplastida y género Leishmania (4,5). Esta enfermedad se
transmite por la picadura de un flebétomo hembra perteneciente al género Phlebotomus en el
Viejo Mundo, y Lutzomyia en el Nuevo Mundo (6-8). En el continente americano, estas
enfermedades son zoondticas, con tres ciclos de transmision distintos: selvatico, domestico
urbano y domestico rural.

El ciclo de vida depende del pardsito y de las condiciones adecuadas para su desarrollo.
Estos presentan distintas morfologias celulares: promastigotes que se caracterizan por un
flagelo moévil y forma alargada; mientras que la forma amastigote tiene un flagelo inmévil y
estructura celular mas pequefia (9). La forma infecciosa del parasito es promastigote, que
contagia al mamifero mediante picaduras del insecto previamente infectado (5,8,10).

En zonas donde los mosquitos vectores son endémicos, es imperativo luchar contra el
vector ya sea mediante el uso de insecticidas, ropa protectoray el uso de toldos al momento de
dormir (10,11). Los reservorios vertebrados naturales implicados en el ciclo de transmision de
las leishmaniasis son los perros (Canis familiaris), zariglieyas (Didelphis marsupialis), osos
perezosos (Choloepus spp), y roedores (4).

Esta enfermedad presenta tres tipos clinicos conocidos como: leishmaniasis cutanea
(LC), leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis visceral (LV). La LC presenta lesiones

cronicas en la piel que normalmente sanan por si solas y tienden a desfigurar a las personas que



la padecen (6,10,12) y es causada por Leishmania mexicana y Leishmania infantum (11,13). La
LMC se da principalmente por la diseminacién de la picadura de la zona cutdnea a los vasos
linfaticos por medio de la sangre. Causa destruccion de las cavidades oro-nasales y faringeas, y
estd asociada a L. infantum (10-12). La LV es el tipo mds severo de leishmaniasis y se da cuando
los pardsitos de Leishmania se diseminan y localizan en las visceras y, al no estar tratadas,
representa el 95% de casos fatales (10-12). La especie causante de LV es L. infantum (8,14,15).

Segun la literatura, la LC y LM son endémicas de Ecuador con un total de 144,92, 86y
85 casos en las provincias de Pichincha, Morona Santiago, Esmeraldas y Santo Domingo
respectivamente (7,16). Las 5 provincias con la tasa de leishmaniasis por 10000 habitantes mas
altas corresponden al oriente ecuatoriano: Morona Santiago, Pastaza, Napo, Orellana y
Sucumbios con 4.784, 3.505, 2.901, 2.508 y 2.484 casos respectivamente (16).

El diagnéstico de laboratorio de los tipos de leishmaniasis es diverso y su utilidad varia
de acuerdo a la forma clinica que presenta. Existen examenes microscépicos y parasitolégicos
especificos que son obtenidos de raspados, biopsias y aspirados que sirven para diagnosticar
los tres tipos de leishmaniasis. Sin embargo, la sensibilidad es aproximadamente 40%. Para LV
se utiliza la deteccion de anticuerpos ELISA, ya que presenta una especificidad alta del 96% vy
sensibilidad del 87% en zonas endémicas. Por ultimo, para el diagnéstico de los tres tipos de
leishmaniasis se puede realizar una técnica de biologia molecular, reacciéon en cadena de la
polimerasa PCR que presenta una especificidad y sensibilidad alta, sin embargo, su costo es alto
por lo que no es el primer método de diagndstico de los paises en via de desarrollo (5,11,17).

Los tratamientos existentes varian dependiendo el tipo clinico, especie de Leishmania
asociada a la enfermedad, ubicacidon de las lesiones, posicién geografica, medicamentos
disponibles y estado de salud del paciente. La medicacién de preferencia para tratar LC y LMC
son los antimoniales pentavalentes. Existen también otras opciones disponibles como

anfotericina B liposomal, anfotericina B y miltefosina (8).



Sin embargo, estos medicamentos presentan ciertos efectos secundarios como: dolor
de cabeza, tos, vomito, dolor general y pérdida de apetito (10,18). Por otro lado, el uso
prolongado de estos tratamientos puede provocar dafio renal, depresidn en la medula ésea y
resistencia (10,19). Ademds de contar con un costo alto de adquisiciéon y promedio de curacién
de apenas el 50% (8,16,20).

Tradicionalmente se han utilizado productos naturales o extractos de plantas para el
desarrollo de medicamentos en aproximadamente 80% del mundo (21,22). En el pais existen
mas de 5 600 especies de plantas endémicas colocando al Ecuador en el quinto pais con mayor
diversidad de América (23,24).

Cistus ladaniferus pertenece a la familia Cistaceae y genero Cistus. Es una planta
conocida como jara del ladano o solamente jara, (23) y ha sido utilizada mayormente como
tratamiento natural ya que presenta efectos antiinflamatorios, antibidticos, antiparasitarios,
antimicrobianos y ayuda a disminuir los niveles de colesterol, triglicéridos y glucosa (25-28).

Peperomia inaequalifolia es parte de la familia Piperaceae con alrededor de 111
especies endémicas que han sido de uso frecuente por comunidades ancestrales como
remedios tradicionales. Esta planta es conocida como congona o caneldn, y segun la literatura,
presenta efectos sedantes, analgésicos, antiparasitarios, antibacterianos, sirve para tratar el
dolor de oido, gingivitis, migraia y esterilidad (23,25,28,29).

Tagetes minuta corresponde a la familia Asteraceae con alrededor de 361 especies
endémicas. Esta hierba aromatica es conocida como huacatay o menta negra, y ha sido usada
en el dmbito medicinal en las areas rurales de América del Sur donde se elaboran bebidas y tes
a partir de ellas (23,24). Segun la literatura, a su aceite esencial se le atribuyen propiedades
antimicrobianas, digestivas, antiabortivas, insecticidas y sirve para aliviar dolores estomacales

mas bronquitis (30-32).



En base a todo lo expuesto anteriormente, surge el interés de buscar alternativas
terapéuticas para aliviar esta enfermedad mediante el uso de extractos de tres aceites
esenciales obtenidos de plantas endémicas de Ecuador. Por lo tanto, esta investigacion analizé
el efecto citotdxico de 3 extractos de aceites esenciales de plantas endémicas de Ecuador (C.
ladaniferus, P. inaequalifolia, y T. minuta) sobre promastigotes de L. infantum y L. mexicana.

Los extractos de C. ladaniferus, P. inaequalifolia y T. minuta fueron analizados
previamente mediante cromatografia de gases, obteniendo su composicién. Adema3s, se evalud
su efecto citotéxico mediante ensayo MTT y andlisis microscdpico obteniendo la ICso para cada
uno de los extractos. A partir de los datos obtenidos, se realizé un andlisis bioinformatico del
aceite esencial con valores mas altos de inhibicidon para predecir posibles dianas moleculares

relacionadas con la viabilidad de estas dos especies de Leishmania.

HIPOTESIS
Los aceites esenciales de Cistus ladaniferus, Peperomia inaequalifolia y Tagetes minuta

presentan actividades leishmanicidas en un rango de concentracién terapéutico.

OBIJETIVO GENERAL
Evaluar el potencial efecto leishmanicida de aceites esenciales de Cistus ladaniferus,
Peperomia inaequalifolia y Tagetes minuta sobre Leishmania mexicana y Leishmania infantum

mediante ensayos in vitro e in silico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obtener aceites esenciales de composicion definida con actividad leishmanicida por

arrastre de va por.



e Analizar la potencia y la eficacia leishmanicida de los aceites esenciales sobre L. mexicana y
L. infantum mediante ensayo MTT.

e Identificar posibles dianas moleculares que interactian con los compuestos bioactivos del
aceite esencial con mayor potencia y eficacia leishmanicida, mediante herramienta de
prediccién ligando-proteinas.

e A partir de las dianas predichas, identificar las rutas metabdlicas o vias de sefializacion
implicadas en la apoptosis o muerte celular programada mediante analisis de

enriquecimiento.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS
Los materiales, reactivos y equipos fueron suministrados por el laboratorio de
investigacion de la Universidad Internacional SEK (UISEK): Tablas 1,2.

Tabla 1. Reactivos

Nombre Formula Casa Comercial

Cultivo: Medio de cultivo de insectos Sigma Aldrich, S9895
Schneider’s Drosophila

Hidréxido de sodio 100% (NaOH) Merck

Acido clorhidrico 1% (HCL) Merck

Cloruro de sodio 10% (NacCL) J. T. Baker
Bicarbonato de sodio 99.7% (NaHCO3) --

Cloruro de calcio dihidratado 99% (CaCl,-2H20) --

Dimetilsulféxido (DMSO) 99.9% ((CH3)2S0) --

Suero fetal bovino inactivado Eurobio scientific
Anfotericina B Sigma-Aldrich (A2942)

Penicilina / Estreptomicina -

MTT Sigma-Aldrich




Azul de tripan
SDS-HCL

Tabla 2. Equipos

Equipo Modelo Marca
Cabina de flujo laminar Miniflow 120 Instrulab Q
Incubadora 26°C - Memmert
Agitador magnético -- --

Autoclave 25X-1 All American
Balanza analitica BAS31PLUS Boeco

PHmetro

Bomba al vacio
Microscopio binocular
Centrifuga

Lector de microplacas

Refrigeradora

ORION STAR A111
R-300

CX-21

XC-2450
Multiskan Sky / Go
2015KLXB

ThermoScientific
BOECO

Olympus
Premiere
ThermoScientific

Durex

2.2. METODOS

2.2.1. Material vegetal y aceite esencial

Los aceites esenciales de las especies C. ladaniferus, P. inaequalifolia y T. minuta fueron

proporcionadas por la empresa Aromavida S.A. ubicada en Guayllabamba, en el norte Quito-

Pichincha-Ecuador.

La cosecha de los tallos y flores de la especie vegetal T. minuta y cosecha de hojas de C.

ladaniferus y P. inaequalifolia se realizaron en el campo de las instalaciones de Aromavida. Se

realizd un proceso de seleccién del material vegetal en estado fresco, que consistié en eliminar

las impurezas como tierra e insectos, dejandolo apto para la extraccién del aceite esencial.
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2.2.1.1. Determinacion de la humedad
Para determinar la humedad del material vegetal se empled un Analizador de Humedad
marca Boeco BMAIS50. El equipo definié el peso exacto de la muestra del material vegetal que
fue colocada en el plato, sometid la muestra a altas temperaturas y comprobd constantemente
la pérdida de su masa. Los datos que arrojé el equipo corresponden al contenido de humedad

de la muestra analizada.

2.2.1.2.  Obtencién de los aceites esenciales
La extraccion de los aceites esenciales se llevd a cabo empleando un equipo de
destilacién. Se colocd agua en el tanque de coccidn, que contenia una malla perforada sobre la
cual se ubicé el material vegetal, a este método se le denomina destilacidn por arrastre de vapor
de agua. El vapor atraveso el material vegetal, rompiendo las células oleiferas de las plantas y
permitiendo asi la volatilizacién de los componentes del aceite esencial hacia el serpentin del
condensador, para posteriormente recolectar el condensado en un embudo de separacién (33).
El proceso de destilacidn se realizd por aproximadamente tres horas, al finalizar este

periodo el aceite esencial se separd del agua por decantacidn.

2.2.1.3. Rendimiento
Para calcular el porcentaje del rendimiento del aceite esencial, se correlaciond el

volumen de aceite esencial obtenido en la destilacion con la cantidad de materia vegetal

procesada.
Calculo: Dénde:
% R: porcentaje de rendimiento;
V(mL) : : ,
%R = T * 100 V: volumen del aceite esencial extraido (mL);
P (g

P: peso de la materia vegetal antes del proceso de

destilacién(g).
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2.2.1.4. Densidad relativa
La densidad relativa del aceite esencial se determiné empleando la norma AFNOR NF
T75-111 (1SO 279:1998).
Se procedid a pesar un picndmetro vacio en una balanza analitica, en segundo lugar se
pesé el picndmetro conteniendo agua destilada a 202C, por ultimo se realizé el mismo
procedimiento con el aceite esencial en lugar del agua destilada. Con los valores resultantes se

puede calcular la media y la desviacion estandar de las muestras de los aceites esenciales.

Calculos: Dénde:
d: densidad relativa a 20 °C, referido al agua a 20 °C;

mo: masa en gramos del picnémetro vacio;
m2 —m0

= m m;: masa en gramos del picnémetro con agua;
m3: masa en gramos del picndmetro con aceite esencial.
2.2.1.5. indice de refraccién
El indice de refraccidn se realizd segin la norma AFNOR NF T 75-112 (ISO 280: 1998):
Para ello se empled un refractémetro de mano, marca BOECO 32195. Primero se llevd a cabo la
calibracion del instrumento, constatando el valor del indice de refraccién del agua destilada

(1,3330). Después se colocd una gota de aceite esencial y se efectud la lectura correspondiente.

Todo el procedimiento se llevd a cabo a 202C.

2.2.2. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial por
Cromatografia de gases

Este anadlisis se realizd en los Laboratorios Sarl Pyrenessences Analysis (Belcaire,

Francia). La identificacidn cualitativa y cuantitativa de los compuestos de los aceites esenciales

se llevd a cabo empleando un cromatdgrafo de gases Agilent serie 7890, acoplado a un

espectrometro de masas Agilent serie 5973 (GC/MS).
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Por otro lado, también se realizé una identificacién cuantitativa de los compuestos de
los aceites esenciales empleando un detector de ionizacién de llama Agilent serie 6890
(GC/FID).

En ambos casos se utilizd la columna de polietilenglicol de alta polaridad, VF WAX (60
m x 0,25 mm x 0,25 um). Las condiciones con las que se operd el programa de temperatura del
horno del equipo fueron de 60 °C durante 5 min, con una rampa de 2 °C/min hasta aumentar a

250 °Cy se mantuvo a 250 °C durante 15 minutos.

2.2.2.1. Preparacidn de la muestra
En el cromatdgrafo de gases se inyectd 1 pl de una solucién de aceite esencial al 10%
en hexano. Para contrastar los datos de retencién en la cromatografia de gases, se emplearon
hidrocarburos (alcanos de C8 a C29).
Se utilizd un sistema de inyeccién modo split con un radio de particidon para aceite de
1:25 y radio de particién de hidrocarburos 1:1. La temperatura de la inyeccién en el
cromatdégrafo fue de 250 °Cy se empled el He como gas portador con una presion inicial nominal

de 23 psi/MSy 30 psi/FID.

2.2.2.2. Identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos de los
aceites esenciales en espectrometria de masas (MS) y en el detector de
ionizacion de llama (FID)

En espectrometria de masas, los compuestos de los aceites esenciales se identificaron
mediante el célculo de sus indices de retencidén y se compararon los datos arrojados por la
biblioteca interna del laboratorio Pyrenessences con la base de datos electrénica National
Institute of Standards and Technology (NIST). También se usaron los espectros de masa de los

compuestos del aceite esencial identificados por la base de datos NKS, los mismos que

13



proporcionaron informacion sobre la estructura de las moléculas.
En el detector de ionizacién de llama, los porcentajes de cada uno de los compuestos
se calcularon a partir de las adreas de los picos de los compuestos proporcionadas por el

detector, no se utilizé un factor de correccion.

2.2.3. Cultivo de Leishmania infantum y Leishmania mexicana
2.2.3.1. Crecimiento de parasitos

L. mexicana y L. infantum fueron donados por la Universidad Central del Ecuador. Los
promastigotes se mantuvieron en flasks para cultivo celular conteniendo 5 mL de medio
Schneider’s Drosophila (Sigma-Aldrich, S9895), suplementado con 10% de suero fetal bovino
inactivado (FBS), mas 1 ug/mL de penicilina-estreptomicina como antibiético (5,7,19).

La temperatura de incubacién de cultivo fue de 26°C (5). Los promastigotes se
subcultivaron cada 3 o 4 dias de cultivo, con una dosis de 300 pyL en 5 mL de medio Schneider

completo para L. mexicana; y 500 uL en 5 mL de medio Schneider completo para L. infantum.

2.2.3.2. Conteo de parasitos

Se realizaron alicuotas de 10 uL de L. mexicana y L. infantum para posteriores
diluciones. En L. mexicana las diluciones fueron /100 con PBS 1x, y se fijaron con formalina al
1%; mientras que en L. infantum las diluciones fueron /s con PBS 1x. La tincién utilizada para
el conteo de los parasitos fue 25 plL de azul de tripan mas 75 pL de las diluciones sefialadas
anteriormente.

El nimero de promastigotes de L. mexicana y L. infantum se determinaron mediante
camara de Neubauer bajo observacidén en un microscopio dptico. La ecuacién utilizada para los

calculos posteriores y elaboracion de placa fue la siguiente:
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5 . # parasitos . .
Concentraciéon de parasitos/mL = Tx 10.000 x factor de diluciéon x volumen final

2.2.4. Ensayo de viabilidad celular mediante MTT
2.24.1. Disefio de la placa de 96 pocillos con concentraciones crecientes de
Cistus Ladaniferus, Peperomia inaequalifolia y Tagetes Minuta para el
ensayo MTT

Los promastigotes de L. mexicana y L. infantum se cultivaron en flasks de cultivo celular
con 5 mL de medio Schneider’s Drosophila completo (10% de suero fetal bovino y 1 ug/mL de
penicilina-estreptomicina) e incubados a 26°C. Los parasitos utilizados para conteo y plaqueo
deben estar en fase estacionaria, es decir después del tercer o cuarto dia.

La placa de 96 pocillos estéril contenia 1 x 10° promastigotes de L. mexicana y L.
infantum en un volumen de 80 pL. Los extractos de los aceites esenciales, C. ladaniferus, P.
inaequalifolia y T. minuta en concentraciones crecientes fueron afiadidos a los pocillos en un
volumen de 20 pL. Por lo tanto, el volumen final por pocillo fue 100 pLL.

La distribucién de la placa contiene un blanco (B): 100 pL de DMSO mas medio. Control
positivo (C+): 80 pL de Leishmania, DMSO mas medio y anfotericina B (5.0 pg/mLy 2.0 ug/mL)
para L. mexicana y L. infantum respectivamente. Control negativo (C-): 80 uL de Leishmania y
20 pL de DMSO mas medio. C1-C6: concentraciones crecientes de los aceites esenciales. Todos
los pocillos contenian la misma concentracién de DMSO (Figura 1). En cada placa se analizaron
dos AE para una especie de Leishmania.

La placa se llevd a incubacion a 26°C por 72 horas (7,34). Luego se anadié 10 uL de
solucién MTT (5 mg/mL) (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) en

cada pocillo y se incubé a 26°C por 3 horas (35). Después de este tiempo, se disolvieron los
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cristales de formazan creados por las células viables con 100 puL de solucidon SDS-HCL y se lo

incubd a 26°C por 24 horas. Se realizé la lectura en un lector de placas a 570 nm y 630 nm.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0000000

900000000
9000000000,
- ”macm

I O m m O O W »

ACEITE
ESENCIAL 1

ACEITE
ESENCIAL 2

Figura 1. Diseio de placa para evaluar el efecto leishmanicida de aceites esenciales en L. mexicana y L.

infantum con concentraciones crecientes. B: blanco (DMSO mas medio 1/100). C+: control positivo
(Leishmania, DMSO y anfotericina B). C-: control negativo (Leishmania, DMSO). C1-C8: concentraciones

crecientes de aceites esenciales.

2.2.5. Herramientas bioinformaticas para evaluacion in silico

2.2.5.1. Prediccidn de interacciones ligando-proteinas

Se realizé a partir de la lista de compuestos bioactivos del aceite esencial C. ladaniferus,

debido a que como se explica en el apartado de resultados fue el aceite con mayor potencia y

eficacia. Se llevd a cabo una prediccién ligando-proteinas para determinar las dianas

relacionadas con cada uno de los compuestos por medio de las siguientes herramientas

bioinformaticas: Similarity Ensemble Approach (36), MoltraPred (37), Swiss Target Prediction

(38), Prediction Charite (39). Asi, se obtuvieron listas de dianas con sus respectivos valores de

significancia.
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2.2.5.2.  Agrupamiento de moléculas quimicas

Se llevd a cabo un agrupamiento de moléculas quimicas por medio de la herramienta
ChemMiine (40) generando 2 diferentes grupos o clisteres de compuestos basados en sus

similitudes quimicas y estructurales.

2.2.5.3. Normalizacién
Como cada herramienta bioinformatica de Target Fishing usé diferentes métodos y
ordenamientos en sus predicciones, se llevd a cabo una normalizacidn para ajustar estos valores

estadisticos medidos en diferentes escalas, respecto a una escala comun.

wsn
|

Se le asignd a cada proteina “i”, cada método de prediccion

usn
J

, para cada compuesto
“k”, y un nimero de ordenamiento (ranking;;) en funcién a su valor de significancia. Con estos
ow:n

valores se calculd el puntaje de cada proteina “i” en el método “j” (Scoreix)

Ecuacion:

(maxrankingjp)-ranking;j i

Score; ;) =
Ljk (maxrankingj)—(minranking; )

ou:n
[

Posteriormente se realizd un consenso del puntaje final de cada proteina predicha

para cada compuesto “k” (Final Score;x), se calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ecuacion:

s 2 In;
Final Score; ), = \/ﬁZ?’:l Score; jk

Donde N es el nimero de métodos empleados (4) y n es el nUmero de métodos que

o“z:n
|

identificaron a la proteina “i”. Estas ecuaciones y el método empleado se encuentra detallado

por Lopez-Cortés y Tejera (41,42).

Asi, se obtuvo finalmente una lista de proteinas predichas por todas las herramientas

de target fishing, de cada compuesto bioactivo con la misma escala de puntaje estadistico.

A continuacién, se realizd una segunda normalizaciéon de las listas de proteinas

predichas, para este proceso se tomd en cuenta el nimero de clisteres y el numero de
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compuestos por cada cluster, donde se reposicionaron aquellas proteinas que se encontraban
en varias listas de prediccidon de cada compuesto que pertenecia al mismo clister. Se obtuvo
una lista final de posibles proteinas implicadas en el mecanismo de cada clister de compuestos,

en base a un mismo puntaje de significancia (Final Score).

own

Esta segunda puntuacién de la proteina “i” en el grupo “m” (ScoreFim) se realizd

mediante la siguiente ecuacion .

Ecuacion:

nem

2| nc .
ScoreF; , = Ezkzl Final Score;

Donde: nc es el nimero de moléculas en el grupo “m” que interactian con la proteina
“i” y ncm es el numero de moléculas en el grupo “m”.

2.2.5.4.  Analisis de enriquecimiento
Por medio de la plataforma David Bioinformatic se realizd un analisis de
enriquecimiento para identificar las dianas que se encuentran agrupadas o relacionadas entre
si mediante 2 tipos de enriquecimientos:
= Enriquecimiento biolédgico, de gene ontology (GO) para simplificar el elevado nimero
de dianas y mantenerlo con la mayor especificidad posible.
= Enriquecimiento bioldgico, de rutas metabdlicas de la base de datos mediante la

Enciclopedia de Kioto de Genes y Genomas (KEGG).

De cada andlisis se tomd en cuenta los valores de: significancia estadistica (valor-p) del
enriquecimiento, enriquecimiento de pliegues (Fold Enrichment), el cual indica cuantas veces
fue enriquecido el proceso bioldgico o ruta metabdlica, en contraste con una seleccion
aleatoria. Tasa de descubrimiento falso (False Discovery Rate, FDR), la cual indica la probabilidad
de error tipo Il en el andlisis. Peso de los enriquecimientos (WPx), ponderado de las rutas

metabdlicas y procesos bioldgicos enriquecidos en funcidn de las dianas que estaban presentes

18



en cada proceso/ruta utilizando los valores ( [ScoreF] _(i,m)) obtenidos de cada diana en la
normalizacion.
Ecuacion.

wp Y score de diana presente en el proceso/ruta
X =

Y score de diana humana del cluster

En conjunto estos analisis nos permitieron determinar posibles mecanismos de accién

involucrados con los compuestos bioactivos de C. ladaniferus, P. inaequalifolia y T. minuta.

2.3. Analisis estadistico
Los resultados obtenidos de las placas se expresan como media aritmética + desviacidn
estandar (SD). Para la comparaciéon de mas de un grupo (andlisis del efecto de los aceites
esenciales en funcidn de la concentracidn) se realizd un analisis de varianza (ANOVA) de una via
seguido de un test de Dunnet en el cual se compard cada concentracién con el control negativo.
En estos test estadisticos, se considerd que las diferencias eran estadisticamente
significativas cuando el valor P fue menor a 0.05 (p < 0.05). Para la elaboracién de los graficos y
el andlisis estadistico se utilizé el programa informatico GraphPad Prism de la casa comercial

GraphPad Software (EEUU).

Calculo de ICso

Los valores de ICso se obtuvieron de los valores de inhibicion (%) de los parasitos. Se
genero un tabla XY, donde el eje X corresponde al logaritmo de las concentraciones ascendentes
de los tres aceites esenciales, mientras que el eje Y representa los porcentajes de inhibicién de
los pardsitos. El programa GraphPad Prism realizd una regresidon logaritmica para datos

normalizados en el cual nos dio como resultado el valor ICso,
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3. RESULTADOS
3.1. Composicion y caracteristicas de los aceites esenciales de las plantas Cistus
ladaniferus, Peperomia inaequalifolia y Tagetes minuta
3.1.1. Determinacidn de la humedad de las tres plantas mencionadas
El porcentaje de humedad de las hojas de la planta C. ladaniferus fue de 75.74%, P.

inaequalifolia de 92.26% y T. minuta de 62.24%.

3.1.2. Propiedades fisicas y organolépticas de los aceites esenciales
Propiedades fisicas y organolépticas de los aceites esenciales de C. ladaniferus, P. inaequalifolia
y T. minuta.

La tabla 3 detalla las propiedades fisicas

Caracteristicas de los Cistus ladanifer Peperomia Tagetes minuta
aceites esenciales inaequalifolia
Rendimiento (%) 0.69 0.16 0.070
Aspecto Fluido y limpio Fluido y limpio Fluido y limpio
Color Amarillo Amarillo Amarillo — dorado
Olor Intenso, balsdmico Dulce Frutal
Densidad (g/mL) 0.909 1.01 0.897
indice de refraccion 1.473 1.514 1.513

3.1.3. Composicion quimica de los aceites esenciales

Mediante GC/MS se identificaron y reportaron los compuestos presentes en los aceites
esenciales en concentraciones >0,01%. El aceite C. ladaniferus posee 179 compuestos que
representan el 99.73%. En el aceite P. inaequalifolia se identificaron 161 compuestos, que
forman un total de 99.89%. El aceite T. minuta presenta 185 compuestos para un total de

99.64%.
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En la tabla 4 se observan los compuestos mayoritarios (>5%) de los aceites esenciales
mencionados previamente. Los andlisis cromatograficos y tablas de compuestos se detallan en

ANEXO I-IIl.

Tabla 4. Compuestos mayoritarios (%) obtenidos mediante cromatografia de gases de Cistus
ladaniferus, Peperomia inaequalifolia y Tagetes minuta

Compuestos Cistus ladanifer Peperomia Tagetes minuta
inaequalifolia
2,2,6- 7.65 - -
trimethylcyclohexanone

Dihydrotagetone - - 11.52
Germacrened - 15.11 -
Safrole - 8.37 -
Limonene - - 6.60
Cis-beta-OCIMENE - - 17.35
Alpha-PINENE 9.10 - -
Camphene 22.45 - -
Z-tagetone - - 16.23
E-methyleugenol - 5.07 -
Acetate de bornyle 13.91 - -
E-tagetenone - - 5.26
Z-tagetenone - - 5.26
Elemicine - 22.94 -
Myristicine - 9.76 -
Viridiflorol 6.76 - -

3.2. Los aceites esenciales de Cistus ladaniferus, Peperomia inaequalifolia y Tagetes
minuta muestran efectos leishmanicidas sobre Leishmania spp.

El efecto leishmanicida de los aceites esenciales sobre L. mexicana y L. infantum in vitro

se analizé mediante ensayo MTT. Se analizaron concentraciones crecientes de los tres aceites

esenciales, por triplicado en placa de 96 pocillos, durante 72 h de incubacion.
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Las concentraciones de los aceites esenciales para las dos especies varian desde 0 a 800
pg/mL. El control negativo consistié en pardsitos con DMSO mas medio, mientras que el control

positivo consistié en promastigotes en presencia de DMS0O mas medio y anfotericina B.

3.2.1. El aceite esencial de Cistus ladaniferus posee un efecto leishmanicida sobre L.

mexicana y L. infantum dependiente de la dosis.

En la Figura 2 se observa como el aceite esencial de C. ladaniferus redujo de manera
extremadamente significativa la viabilidad de L. mexicana y L. infantum (ANOVA p < 0.0001).
Para L. mexicana, las concentraciones que mostraron un efecto significativo empezaron a partir
de 50 pg/mL, mientras que en L. infantum iniciaron a partir de la concentracion 40 pg/mL.

A partir de los valores obtenidos previamente, se calcularon los porcentajes de
inhibicidn (con respecto al control negativo) que provocaron concentraciones crecientes del
aceite esencial. De los graficos obtenidos se calculé la ICso para ambas especies de parasitos,
utilizando una regresién no lineal de las concentraciones, como se describe en la seccién de
analisis estadistico de la metodologia.

El aceite esencial de C. ladaniferus fue altamente eficaz contra ambas especies de
Leishmania spp. Para L. mexicana la eficacia es del 100% de inhibicién, en comparacién con el
93% de inhibicidn de L. infantum (Fig. 2B, 2D). La potencia del aceite esencial de C. ladaniferus
fue muy similar para ambas especies de parasitos con ICso de 13.87 ug/mL para L. mexicana y

13.46 pg/mL para L. infantum respectivamente.
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Figura 2. Efecto del extracto de Cistus ladaniferus sobre la viabilidad de Leishmania spp. A-B: L.
Mexicana. C-D: L. Infantum. C+: control positivo (Leishmania, DMSO y anfotericina B). C-: control
negativo (Leishmania, DMSO). La significancia estadistica de los post test de Dunnet se indica
mediante asteriscos: * P < 0.05; ** P <0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001.

3.2.2.

sobre L. mexicana y L. infantum dependiente de la dosis

El aceite esencial de Peperomia inaequalifolia posee un efecto leishmanicida

La Figura 3 muestra como el aceite esencial de P. inaequalifolia disminuyéd muy

significantemente la viabilidad de L. mexicana y L. infantum (ANOVA p < 0.0001). Para ambas

especies L. mexicana y L. infantum, el efecto leishmanicida inicié a partir de la concentracion 40

ug/mL.
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La eficacia maxima conseguida por L. mexicana es del 100%, frente al 93% de inhibicion

presentada en L. infantum. La potencia en este caso fue superior para L. infantum que para L.

mexicana, con valores de ICso de 20.17 y 29.58 pg/mL respectivamente (Fig. 3B, 3D).
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Figura 3. Efecto del extracto de Peperomia inaequalifolia sobre la viabilidad de Leishmania spp. A-

B: L. Mexicana. C-D: L. Infantum. C+: control positivo (Leishmania, DMSO y anfotericina B). C-: control

negativo (Leishmania, DMSO). La significancia estadistica de los post test de Dunnet se indica

mediante asteriscos: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < (0.0001.

3.2.3. El aceite esencial de Tagetes minuta posee un efecto leishmanicida sobre L.

mexicana y L. infantum dependiente de la dosis

Por ultimo, se evalud el efecto del aceite esencial de T. minuta. Tal y como muestra la

Figura 4, el aceite esencial de esta planta disminuye de manera extremadamente significativa
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la proliferaciéon de ambas especies de Leishmania spp (ANOVA p < 0.0001). En L. mexicana y L.
infantum el efecto significativo se dio a partir de la concentracién 40 ug/mL.

El porcentaje de eficacia maxima obtenida para L. mexicana fue del 94%, mientras que
el porcentaje de L. infantum fue del 97%. La potencia fue mayor para L. mexicana con un valor

ICso de 20.23 pg/mL, mientras que para L. infantum fue de 29.25 pg/mL. (Fig. 4B, 4D).
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Figura 4. Efecto del extracto de Tagetes minuta sobre la viabilidad e inhibicion de Leishmania spp.
A-B: L. Mexicana. C-D: L. Infantum. C+: control positivo (Leishmania, DMSO y anfotericina B). C-:
control negativo (Leishmania, DMSO). La significancia estadistica de los post test de Dunnet se indica
mediante asteriscos: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < (0.0001.

En resumen, el aceite con mayor potencia y eficacia sobre la viabilidad de L. mexicana

y L. infantum, fue el de C. ladaniferus, con porcentajes de inhibicién en torno al 100% e
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ICso menores a 15 pg/mL. Los aceites esenciales de T. minuta y P. inaequalifolia tuvieron

una potencia similar con ICso entre 20 y 30 ug/mL y eficacias superiores al 90%.

3.3. Predicciéon de dianas moleculares del aceite esencial Cistus ladaniferus
En vista de que el aceite con mayor actividad leishmanicida fue el de C. ladaniferus,
éste fue el que se selecciond para la prediccion bioinformatica de dianas moleculares de los

componentes quimicos del aceite esencial y los procesos en los que éstas estan implicadas.

3.3.1. Agrupacion de moléculas quimicas segun clusteres
Mediante la herramienta ChemMine Tools se obtuvo 11 compuestos que se agruparon segun
sus pesos moleculares y estructuras. El cluster 1 fue constituido por 3 compuestos, y un total
de 649 proteinas predichas. Mientras que el cluster 2 fue organizado en 8 compuestos, y 648

proteinas predichas.
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Figura 5. Clusterizacion de compuestos del aceite esencial Cistus ladaniferus. Agrupacién jerarquica de
los compuestos mayoritarios del aceite esencial segin el peso molecular (MW) y estructura quimica,
imagen realizada mediante herramienta bioinformatica ChemMineTools.



3.3.2. Identificacion de procesos bioldgicos enriquecidos a partir de dianas

moleculares predichas para el aceite esencial Cistus ladaniferus

Se realizd un analisis de enriquecimiento mediante el cual se determind la importancia

de las dianas moleculares predichas en ciertos procesos bioldgicos. Asi, las dianas moleculares

predichas para el cluster 1 se asociaron a 254 procesos bioldgicos, mientras que las del cluster

2 a 558 procesos.

En la Tabla 5 se muestran los principales procesos biolégicos del clister 1 asociados a

la apoptosis, con significancia estadistica (p < 0,05), mientras que los principales procesos

bioldgicos relacionados con la muerte celular del cluster 2 (p < 0,05) se observan en la Tabla 6.

Tabla 5. Procesos bioldgicos enriquecidos a partir de dianas moleculares predichas del cluster 1 formado

por compuestos del aceite esencial Cistus ladaniferus.

Cadigo Procesos Bioldgicos Fold WPx Valor-p FDR
Enrichment
G0:0006508 Protedlisis 5.3 1.02E-01 6.81E-13 2.09E-10
G0:0006874  Homeostasis de iones de 9.1 4.54E-02 4.39E-09 5.21E-07

calcio celular

G0:0043410  Regulacion positiva de la 7.2 6.12E-02
cascada MAPK

7.13E-09  8.04E-07

Nota: Cddigo: identificacion de cada proceso bioldgico; Fold Enrichment: cantidad de veces que el

proceso biolégico fue enriquecido; WPx: peso dado a los enriquecimientos en base a las dianas predichas;

Valor-p: significancia estadistica de los procesos; FDR: probabilidad de erros (False Discovery Date);

MAPK: via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos.
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Tabla 6. Procesos bioldgicos enriquecidos a partir de dianas moleculares predichas del cluster 2 formado

por compuestos del aceite esencial Cistus ladaniferus.

Cadigo Procesos Bioldgicos Fold WPx P-valor FDR
Enrichment
G0:0007204 Regulacion positiva de las 8.6 6.65E-02 9.11E-12 2.28E-09

concentraciones de iones
de calcio citosélico

G0:0043065 Regulacion positiva de 3.3 5.36E-02 2.16E-04 4.31E-03
procesos apoptaticos

G0:0043406  Regulacién positiva de la 8.1 3.25E-02 1.55E-05 4.72E-04
actividad MAPK

Nota: Cddigo: identificacion de cada proceso bioldgico; Fold Enrichment: cantidad de veces que el
proceso biolégico fue enriquecido; WPx: peso dado a los enriquecimientos en base a las dianas predichas;
Valor-p: significancia estadistica de los procesos; FDR: probabilidad de erros (False Discovery Date);
MAPK: via de las proteinas quinasas activadas por mitégenos.

3.3.3. Rutas metabdlicas enriquecidas de la base KEGG de dianas moleculares
predichas del aceite esencial Cistus ladaniferus
Por medio del programa DAVID Bioinformatic Resources se observaron 46 rutas
metabdlicas en las que estan implicadas las dianas predichas del cldster 1y 98 rutas metabdlicas
del cluster 2.

En las Tablas 7, 8 se detallan las principales rutas metabdlicas relacionadas con

apoptosis, con un significancia estadistica (p < 0,05).
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Tabla 7. Rutas metabdlicas relacionadas a dianas moleculares predichas del cluster 1 formado por

compuestos del aceite esencial Cistus ladaniferus.

Caddigo Rutas Metabdlicas Fold WPx Valor-p FDR
Enrichment
hsa04020 Via de sefializacion del 3.8 1.06E-01 3.55E-09  1.3E-07
calcio
hsa00590 Metabolismo del 4cido 7.5 5.32E-02 2.61E-08  7.9E-07

araquiddnico

hsa01100 Vias metabdlicas 1.4 2.74E-01 2.70E-03 0.01958

Nota: Cddigo: identificacion de cada proceso bioldgico; Fold Enrichment: cantidad de veces que el
proceso biolédgico fue enriquecido; WPx: peso dado a los enriquecimientos en base a las dianas predichas;
Valor-p: significancia estadistica de los procesos; FDR: probabilidad de erros (False Discovery Date).

Tabla 8. Rutas metabdlicas asociadas a dianas moleculares predichas del cluster 2 del aceite esencial

Cistus ladaniferus.

Cadigo Rutas Metabdlicas Fold WPx Valor-p FDR
Enrichment
hsa04020 Via de sefializacion del 4.2 9.60E-02 1.10E-09 4.7E-08
calcio
hsa04210 Apoptosis 8.2 1.12E-02 2.79E-03 1.4E06
hsa04024 Via de sefializacion de 3.5 8.65E-02 2.31E-07 5.5E-06
AMPc

Nota: Cddigo: identificacion de cada proceso biolégico; Fold Enrichment: cantidad de veces que el
proceso biolégico fue enriquecido; WPx: peso dado a los enriquecimientos en base a las dianas predichas;
Valor-p: significancia estadistica de los procesos; FDR: probabilidad de erros (False Discovery Date);
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico.

4. DISCUSION

Ecuador pertenece a un grupo selecto de paises megadiversos, que cuentan con una
flora y fauna de fama a nivel mundial (23). La regidn de la amazonia cuenta con una amplia
cantidad de plantas endémicas de la zona. Tradicionalmente, las zonas rurales hacian uso de
estas plantas como tratamientos naturales para una variedad de afecciones (23). Las plantas C.

ladaniferus, P inaequalifolia y T. minuta presentan propiedades antiinflamatorias,
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antiparasitarias, antibacterianas, entre otras, convirtiendolas en una alternativa potencial para
el tratamiento de la leishmaniasis (24-33).

En la presente investigacion se evidencié que los aceites esenciales de C. ladaniferus, P.
inaequalifolia y T. minuta provocaron una disminucion significativa en la viabilidad celular de
promastigotes de L. mexicana y L. infantum. De acuerdo a los analisis bioinformaticos realizados
sobre los compuestos del aceite esencial C. ladaniferus existen ciertas dianas moleculares
relacionadas a procesos de muerte celular que explicarian los resultados in vitro obtenidos.

El tratamiento escogido como control positivo en esta investigacién es la anfotericina
B, cuya baja eficacia se ve reflejada en los experimentos in vitro, ya que no provocd mucho
efecto inhibitorio en comparacion con los aceites esenciales. Es importante destacar que
actualmente no existen investigaciones centradas en los efectos de aceites esenciales sobre la
leishmaniasis a pesar de ser una de las enfermedades desatendidas endémicas del pais
(2,13,43).

De los tres aceites antes mencionados y examinados, se llegd a la conclusién que el
aceite con mayor eficacia y potencia sobre las especies de Leishmania spp. fue el aceite C.
ladaniferus, por lo que es el aceite que se empled para la parte de prediccidn bioinformatica de
dianas del presente trabajo.

Cabe indicar que no se emplearon bases de datos especificas de Leishmania, sino de
eucariotas en general, por lo que pudiera haber diferencias entre lo que se produciria en estas
células o en humanos. Sin embargo, como varios procesos estan muy conservados, sirve como
indicativo.

El proceso de clusterizacion de componentes mayoritarios obtuvo 11 compuestos que
se agruparon en dos clusteres diferentes dependiendo de su peso molecular y estructura. El

primer cluster formado por 3 compuestos, y el segundo clister conformado por 8 compuestos

(Fig. 5).
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El proceso bioldgico y la ruta metabdlica comun en los clisteres 1y 2 relacionadas con
la muerte celular es la regulacion positiva de la cascada MAPK (G0:0043410) (GO:0043406) y la
via de sefalizacidn del calcio (hsa04020). La ruta de MAPK tiene un rol significativo en diferentes
procesos bioldgicos como apoptosis, proliferacion, diferenciacidn y migracién celular. Una de
sus subfamilias, la ruta de p38 MAPK tiene relacion directa con la apoptosis celular, por lo tanto,
la inhibicidn de la misma estimula la apoptosis (44-46). Por su parte, la via de sefializacion de
calcio tiene estrecha relacién con la muerte celular, esto debido a la presencia de niveles
elevados de iones de calcio (Ca*?) en las etapas tempranas y tardias del proceso apoptdtico (47).

Por otra parte, los procesos bioldgicos especificos al clister 1 son la protedlisis
(GO:0006508) y la homeostasis de iones de calcio celular (GO:0006874) (Tabla 5).

La cascada de activacion proteolitica es propia de la apoptosis, donde una caspasa corta
y activa a la caspasa siguiente (48,49). Estas caspasas inactivan las proteinas involucradas en la
reparacion, replicacion de ADN vy transcripcion de ARNm (50). Adicional, los iones de calcio
juegan un importante papel como segundo mensajero implicado en varios procesos celulares
como excitabilidad, permeabilidad y transporte de iones a través de la membrana plasmatica
incluida la apoptosis (47,51). También es un efector alostérico que regula la actividad de muchas
enzimas que participan en el catabolismo de una gran variedad de biomoléculas afectando al
metabolismo celular. Es por eso que a través de su interaccién con el metabolismo del calcio, el
aceite de C. ladaniferus podria afectar negativamente la viabilidad de Leishmania spp.

En cuanto a las rutas metabdlicas enriquecidas relacionadas con la muerte celular son
el metabolismo del acido araquiddnico (hsa00590) y vias metabdlicas (hsa01100) (Tabla 7). La
ruta del acido araquiddnico, lleva a la produccién de prostaglandinas por oxidacién de este
acido graso poliinsaturado. La literatura sostiene que el metabolismo del acido araquiddnico
juega un rol importante en la regulacién de la apoptosis debido a la activacion de caspasas (52—

54).
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Por otro lado, los procesos bioldgicos particulares correspondientes al cluster 2 son la
regulacién positiva de las concentraciones de iones de calcio citosdlico (GO:0007204) y la
regulacién positiva de procesos apoptdticos (G0:0043065) (Tabla 6).

La regulacidn positiva de las concentraciones de iones de calcio citosdlico tiene relacidon
directa con la apoptosis, ya que la presencia de los mismos estimula las proteasas que son parte
clave para la muerte celular (47,51,55,56). Por otra parte, los procesos apoptdticos pueden ser
activados por una induccidn negativa (disminucion de actividad supresora), o una induccion
positiva como una unidn de un ligando a un receptor de muerte. (57).

Las rutas metabdlicas asociadas a estos procesos biolégicos son la via de la apoptosis
(hsa04210) y la via de sefializacion de AMPc (hsa04024) (tabla 8). AMPc es un segundo
mensajero vital para la regulacidon de procesos biolégicos como migracion, proliferacién y
diferenciacidn celular, ademas de apoptosis (58). La via de sefializacién de AMPc junto a la
proteina quinasa A efectora regulan la apoptosis celular (59).

La interrelacion de rutas metabdlicas observadas en el cluster 1 y 2 demuestra que la
muerte de los parasitos de Leishmania spp pueden ser producto de mds de un mecanismo de

accion.

5. CONCLUSIONES
e Los aceites esenciales de C. ladaniferus, P. inaequalifolia y T. minuta poseen actividad
leishmanicida sobre L. mexicana y L. infantum.
o El aceite esencial de C. ladaniferus es el aceite con mayor potencia y eficacia
sobre ambas especies
o La especie mas susceptible a los aceites esenciales de C. ladaniferus, P.
inaequalifolia es L. infantum, mientras que para el aceite T. minuta es L.

mexicana.
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e De los estudios in silico inferimos que los efectos observados podrian deberse a una
induccién de la muerte celular programada a partir de la interaccion de los compuestos
del aceite C. ladaniferus con los siguientes procesos o vias de senalizacion:

o Regulacion positiva de la cascada MAPK y,

o Via de sefializacion del calcio.

6. RECOMENDACIONES
e Realizar estudios in vivo en ratones, para demostrar el potencial terapéutico de los
extractos de los tres aceites esenciales por via tépica.
o Ratones BALBc infectados en las almohadillas de las patas tratados con
farmacos de referencia, sin tratar y tratados con aceites esenciales.
o Observacion de la lesion.
o Determinacidn de marcadores proinflamatorios.
e Andlisis in silico del resto de aceites para conocer los mecanismos moleculares y
celulares.
e Validacidn in vitro de las dianas predichas in silico:
o Andlisis de la expresién genética de las proteinas diana que intervienen en los
procesos o vias de sefializacion obtenidos en los analisis in silico.
o Uso de inhibidores especificos de vias o procesos obtenidos in silico para

verificar que los efectos se deben a la activacién de los mismos.
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8. ANEXOS
Anexo l.

Tabla de compuestos de cromatografia de gases de Cistus ladaniferus

Pics TR Constituants % Norme | Allergénes
(min) (%) (%)
1 4.66 ACETONE 0.07
2 4.75 DIMETHYL HEPTADIENE ISOMERE 0.01
3 5.95 TETRAMETHYL CYCLOPENTENE ISOMERE 0.90
4 6.30 TETRAMETHYL CYCLOPENTENE ISOMERE 0.11
5 6.32 METHYL METHYLETHENYL CYCLOHEXANE 0.04
6 6.78 CYCLOPENTENE DERIVE 0.01
7 7.46 TRICYCLENE 4.78
8 7.87 alpha-PINENE 9.10
9 7.90 alpha-THUYENE 0.16
10 8.90 alpha-FENCHENE 0.40
11 9.32 CAMPHENE 22.45
12 10.71 beta-PINENE 0.70
13 11.22 SABINENE 0.05
14 11.39 PINADIENE 0.31
15 11.61 COMPOSE Mw=152 0.02
16 13.13 beta-MYRCENE 0.68
17 13.24 alpha-PHELLANDRENE 0.03
18 13.54 psi-LIMONENE 0.06
19 13.97 alpha-TERPINENE 0.14
20 14.39 2,3-DEHYDRO-1,8-CINEOLE 0.01
21 14.80 MENTHATRIENE ISOMERE 0.04
22 14.98 LIMONENE 1.05 1.05
23 15.33 1,8-CINEOLE 0.07
24 15.45 beta-PHELLANDRENE 0.07
25 15.86 MENTHATRIENE ISOMERE 0.07
26 16.90 Cis-beta-OCIMENE 0.10
27 16.96 6-METHYL-2-HEPTANONE 0.07
28 17.59 gamma-TERPINENE 0.30
29 17.69 MENTHATRIENE ISOMERE 0.05
30 17.93 Trans-beta-OCIMENE 0.01
31 18.35 STYRENE 0.01
32 19.00 p-CYMENE 0.29
33 19.81 TERPINOLENE 0.14
34 | 20.46 DIMETHYLSTYRENE ISOMERE 0.01
35 20.57 ALCOOL CYCLOTERPENIQUE 0.02
36 | 21.91 2,2,6-TRIMETHYLCYCLOHEXANONE 7.65
37 | 22.02 PINOL (6,8-EPOXYMENTH-1-ENE) 0.06
38 | 22.16 ESTER ALIPHATIQUE 0.02
39 | 23.07 6-METHYL-5-HEPTEN-2-ONE 0.04
40 | 23.72 METHYLPROPIOPHENONE Mw=148 0.03
41 24.37 COMPOSE CYCLOHEXENIQUE 0.02
42 25.95 OXYDE D'alpha-PINENE 0.02
43 26.37 COMPOSE Mw=150 0.01




44 | 26.76 2-NONANONE 0.04
45 26.86 COMPOSE ACETYL TERPENIQUE 0.19
46 | 27.17 ISOPHORONE 0.39
47 27.41 COMPOSE CETONIQUE 0.03
48 | 28.72 OXYDE TERPENIQUE 0.10
49 | 28.95 ESTER ALIPHATIQUE 0.02
50 | 29.52 alpha,p-DIMETHYLSTYRENE 0.17
51 | 29.69 Cis-OXYDE DE LINALOL 0.03
52 29.80 CETONE TERPENIQUE 0.02
53 29.99 COMPOSE Mw=138 0.11
54 | 30.70 CAMPHENILONE 0.05
55 31.04 alpha-CUBEBENE 0.17
56 | 31.32 VITISPIRANE Mw=192 0.46
57 | 31.72 Trans-OXYDE DE LINALOL 0.02
58 | 31.86 OXYDE DE NERYLE 0.05
59 | 32.23 CYCLOSATIVENE 0.05
60 | 32.58 ISOLEDENE 0.43
61 32.86 alpha-CAMPHOLENAL 0.73
62 33.25 alpha-COPAENE 0.35
63 33.83 ALCOOL TERPENIQUE Mw=154 0.06
64 | 34.26 alpha-PINOCAMPHONE 0.12
65 34.33 CAMPHRE 0.54
66 | 34.49 3-NONEN-2-ONE 0.05
67 | 34.66 ALCOOL TERPENIQUE Mw=154 0.03
68 | 34.88 ALCOOL TERPENIQUE Mw=154 0.06
69 | 35.40 ALCOOL CAMPHOLENIQUE 0.58
70 | 35.65 beta-BOURBOENNE 0.16
71 36.15 alpha-GURJUNENE 0.09
72 36.31 ALCOOL TERPENIQUE 0.23
73 36.51 beta-ISOPINOCAMPHONE 0.12
74 | 36.98 betal-CUBEBENE 0.02
75 37.19 TRIMETHYL CYCLOHEXENOL ISOMERE 0.03
76 | 37.67 PINOCARVONE 0.14
77 | 38.23 FORMATE DE BORNYLE 0.07
78 | 38.81 ACETATE DE BORNYLE 13.91
79 | 38.98 ACETATE D'ISOBORNYLE 0.28
80 | 39.48 6-METHYL-3,5-HEPTADIENE-2-ONE 0.12
81 39.58 HYDRATE DE CAMPHENE 0.16
82 39.84 beta-CARYOPHYLLENE 2.50
83 39.91 2,6-DIMETHYL CYCLOHEXANOL 0.21
84 | 40.19 TERPINENE-4-OL 0.11
85 | 40.38 6,9-GUAIADIENE 0.06
86 | 40.63 AROMADENDRENE 0.12
87 | 41.02 SESQUITERPENE 0.07
88 | 41.42 CETONE TERPENIQUE Mw=152 0.18
89 | 41.57 MYRTENAL 0.20
90 | 41.91 COMPOSE AROMATIQUE Mw=190 0.11
91 | 42.47 CADINA-3,5-DIENE 0.11
92 | 42.73 ALLO-AROMADENDRENE 0.70
93 | 43.08 Trans-PINOCARVEOL 0.23
94 | 43.36 ESTRAGOL 0.05
95 | 43.67 ACETATE TERPENIQUE 0.67
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96 44.00 ZONARENE 0.19
97 44.17 alpha-HUMULENE 0.60
98 44.45 ACETATE DE Trans-SABINYLE 0.05
99 44.54 ALCOOL 2,4-DIMETHYLPHENYLIQUE 0.03
100 44.97 ACETATE MYRTENYLE 0.04
101 45.38 gamma-MUUROLENE 0.53
102 | 45.65 alpha-TERPINEOL 0.20
103 | 45.85 LEDENE 0.83
104 | 45.90 BORNEOL 1.06
105 | 46.18 GERMACRENE D 0.08
106 | 46.81 MUUROLENE ISOMERE 0.10
107 | 46.95 CADINENE ISOMERE 0.06
108 | 47.12 beta-SELINENE 0.15
109 | 47.41 ACETATE DE NERYLE 0.18
110 | 47.51 alpha-MUUROLENE + alpha-SELINENE 0.30
111 | 47.65 CARVONE 0.13
112 47.98 ALCOOL TERPENIQUE 0.03
113 48.50 ACETATE DE CARVYLE 0.04
114 48.80 ALCOOL TERPENIQUE 0.06
115 49.26 ACETATE DE GERANYLE 0.06
116 49.49 delta-CADINENE 1.56
117 49.74 gamma-CADINENE 0.05
118 50.12 CUMINAL 0.06
119 50.51 beta-SESQUIPHELLANDRENE 0.06
120 50.84 MYRTENOL 0.15
121 51.21 CADINA-1,4-DIENE 0.16
122 51.42 Trans-p-MENTHA-1,8-DIEN-2-OL 0.04
123 51.66 NEROL 0.03
124 | 51.85 ESTER HEXENYLIQUE 0.02
125 52.62 DEHYDRO-alpha-IONONE 0.04
126 | 53.27 Trans-ANETHOL 1.15
127 | 53.60 Trans-CARVEOL 0.08
128 | 53.63 CALAMENENE 0.13
129 | 53.93 p-CYMENE-8-OL 0.05
130 | 56.23 CETONE ALIPHATIQUE 0.03
131 56.34 COMPOSE AROMATIQUE 0.04
132 56.56 COMPOSE Mw=274 0.04
133 56.74 COMPOSE AROMATIQUE 0.02
134 | 58.20 PENTAMETHYL DIHYDRO INDENE Mw=188 0.10
135 58.23 alpha-CALACORENE 0.43
136 | 58.82 PALUSTROL 0.26
137 | 59.06 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.16
138 | 59.37 CUBEBOL 0.11
139 | 59.91 COMPOSE AROMATIQUE 0.02
140 | 60.51 beta-CALACORENE 0.07
141 61.30 OXYDE D'ISOCARYOPHYLLENE 0.11
142 61.72 OXYDE DE CARYOPHYLLENE 1.49
143 62.05 SESQUITERPENOL 0.07
144 62.61 METHYLEUGENOL 0.06
145 63.31 SESQUITERPENOL 0.04
146 63.58 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.07
147 64.15 LEDOL 1.65
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148 64.46 Epoxy-6,7-HUMULENE 0.04
149 64.66 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.17
150 65.40 GLEENOL 0.14
151 | 65.66 Epi-CUBENOL 0.09
152 65.96 CUBENOL 0.30
153 66.17 SESQUITERPENOL 0.03
154 66.39 GLOBULOL 0.20
155 67.05 VIRIDIFLOROL 6.76
156 67.35 COMPOSE MENTHADIENIQUE 0.10
157 67.82 SPATHULENOL 0.21
158 68.85 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.24
159 70.11 EUGENOL 0.13 0.13
160 71.22 THYMOL 0.04
161 71.58 LEVOJUNENOL 0.66
162 72.06 alpha-MUUROLOL 0.24
163 72.54 delta-CADINOL 0.07
164 72.72 CARVACROL 0.09
165 73.37 SESQUITERPENOL 0.10
166 73.79 CADALENE 0.18
167 74.01 alpha-BISABOLOL 0.04
168 74.11 ISOSPATHULENOL 0.04
169 74.39 alpha-CADINOL 0.08
170 75.36 COMPOSE AROMATIQUE 0.14
171 75.55 SESQUITERPENONE Mw=218 0.06
172 77.15 GERANYL-alpha-TERPINENE 0.13
173 77.59 ACIDE 3-CAMPHENILANE CARBOXYLIQUE 0.22
174 77.90 COMPOSE AROMATIQUE 0.12
175 78.20 COMPOSE AROMATIQUE 0.07
176 78.93 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.09
177 80.74 COMPOSE AROMATIQUE 0.08
178 83.28 DITERPENE Mw=272 0.08
179 85.90 BENZOATE DE BENZYLE 0.04 0.04
TOTAL 99.73 1.22
Anexo Il.
Tabla de compuestos de cromatografia de gases de Peperomia inaequalifolia
Pics TR Constituants % Norme | Allergénes
(min) (%) (%)
1 8,4 alpha-PINENE 0,56
2 9,5 CAMPHENE 0,08
3 10,8 beta-PINENE 0,91
4 11,2 SABINENE 0,29
5 12,8 beta-MYRCENE 0,29
6 13,0 alpha-PHELLANDRENE 0,14
7 13,6 alpha-TERPINENE 0,02
8 14,5 LIMONENE 0,68 0,68
9 15,0 1,8-CINEOLE + beta-PHELLANDRENE 1,44
10 15,2 1,3,8-p-MENTHATRIENE 0,01
11 16,1 Cis-beta-OCIMENE 0,56
12 16,7 gamma-TERPINENE 0,09
13 17,1 Trans-beta-OCIEMENE 2,96
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14 17,3 3-OCTANONE 0,06
15 18,0 p-CYMENE 0,11
16 18,7 TERPINOLENE 0,04
17 24,1 ALLO-OCIMENE 0,01
18 25,1 2-NONANONE 0,09
19 27,8 CAPRYLATE D’ETHYLE 0,01
20 29,5 alpha-CUBEBENE 0,03
21 30,1 SESQUITERPENE 0,03
22 30,3 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,03
23 30,8 COMPOSE TERPENIQUE 0,11
24 31,1 ESTER ALIPHATIQUE 0,01
25 31,2 YLANGENE 0,02
26 31,6 DIHYDROEDULAN ISOMERE 0,05
27 31,7 alpha-COPAENE 0,32
28 32,7 CAMPHRE 0,02
29 32,8 alpha-BOURBONENE 0,05
30 33,1 2-NONANOL 0,02
31 33,3 beta-BOURBONENE 0,79
32 33,7 COMPOSE AROMATIQUE Mw=162 0,05
33 33,8 alpha-GURJUNENE 0,11
34 34,5 betal-CUBENENE 0,12
35 34,6 LINALOL 0,06 0,06
36 34,8 SESQUITERPENE 0,03
37 35,9 PINOCARVONE 0,02
38 36,2 alpha-trans-BERGAMOTENE 0,05
39 36,5 SESQUITERPENE 0,01
40 36,6 epsilon-CADINENE + ACETATE DE BORNYLE 0,32
41 36,8 SESQUITERPENE 0,05
42 37,3 CALARENE ISOMERE 0,02
43 37,6 beta-ELEMENE 0,75
44 38,0 beta-CARYOPHYLLENE 3,23
45 38,2 2-UNDECANONE 0,12
46 38,4 SESQUITERPENE 0,04
47 38,5 SESQUITERPENE 0,03
48 38,8 AROMADENDRENE 0,80
49 39,0 SESQUITERPENE 0,01
50 39,1 COPACAMPHENE 0,04
51 39,2 CUBEBENE ISOMERE 0,04
52 39,5 ESTER ALIPHATIQUE 0,02
53 39,7 ESTER ALIPHATIQUE 0,03
54 40,1 CADINADIENE ISOMERE 0,01
55 40,2 ESTER TERPENIQUE 0,02
56 40,5 FARNESENE ISOMERE 0,04
57 40,6 GERMACRENE A 0,09
58 40,7 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,01
59 40,9 ALLO-AROMADENDRENE 0,23
60 41,4 SESQUITERPENE 0,02
61 41,8 alpha-HUMULENE 0,17
62 42,0 ESTRAGOLE 0,15
63 42,3 E-beta-FARNESENE 3,13
64 42,5 ACETATE DE CITRONELLYLE 0,10
65 42,7 Cis-4,5-MUUROLADIENE 0,09
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66 43,2 NERAL 0,04 0,04
67 43,3 Z-beta-FARNESENE 0,03
68 43,5 gamma-MUUROLENE 0,31
69 43,7 ACETATE DE TERPENYLE 0,54
70 43,8 BORNEOL 0,09
71 44,1 alpha-TERPINEOL 0,40
72 44,2 LEDENE 0,41
73 45,1 GERMACRENE D 15,11
74 45,2 EREMOPHILENE + beta-SELINENE 0,11
75 45,5 alpha-ZINGIBERENE + alpha-SELINENE 1,04
76 45,8 beta-BISABOLENE + alpha-MUUROLENE 1,01
77 46,2 BICYCLOGERMACRENE 2,53
78 46,5 Cis-alpha-BISABOLENE 0,04
79 46,8 beta-CURCUMENE 0,01
80 47,0 alpha-FARNESENE 0,17
81 47,3 ACETATE DE GERANYLE 0,03
82 47,4 delta-CADINENE 0,83
83 47,6 gamma-CADINENE 0,28
84 47,8 SESQUITERPENE 0,07
85 48,3 beta-SESQUIPHELLANDRENE 0,69
86 48,4 alpha-CURCUMENE 0,02
87 48,8 Trans-alpha-BISABOLENE 0,01
88 49,0 CADINA-1,4-DIENE 0,04
89 49,5 alpha-AMORPHENE 0,08
90 49,8 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,02
91 50,0 SESQUITERPENE 0,01
92 50,4 ESTER ALIPHATIQUE 0,02
93 50,9 NEROL 0,06
94 51,5 GERMACRENE B 0,10
95 51,7 CALAMENENE 0,04
96 52,0 METHYL PHENYLPROPIONATE Mw=164 0,01
97 52,7 GERANIOL 0,01 0,01
98 52,9 E-GERANYL ACETONE 0,03
99 53,5 SAFROLE 8,37
100 54,4 COMPOSE CETONIQUE 0,04
101 55,0 Epi-CUBEBOL 0,07
102 55,4 COMPOSE CETONIQUE 0,02
103 56,1 alpha-CALACORENE 0,02
104 56,4 SESQUITERPENOL 0,02
105 56,5 SESQUITERPENOL 0,01
106 56,6 SESQUITERPENOL 0,03
107 57,3 PALUSTROL 0,07
108 57,8 BISABOLOL ISOMERE 0,07
109 58,5 ACETATE DE PHYTYLE 0,01
110 59,1 beta-CALACORENE 0,01
111 59,6 NEPETALACTONE ISOMERE Mw=166 2,01
112 60,0 OXYDE DE CARYOPHYLLENE 0,31
113 60,4 MAALIOL ISOMERE 0,02
114 60,6 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,02
115 60,7 SESQUITERPENOL 0,09
116 61,2 E-METHYLEUGENOL 5,07
117 61,5 Epi-GLOBULOL 0,18
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118 62,2 COMPOSE Mw=220 1,11
119 62,5 LEDOL 0,13
120 62,7 Epox-6,7-HUMULENE 0,26
121 62,9 NEPETALACTONE ISOMERE Mw=166 0,07
122 63,4 NEROLIDOL 0,08
123 63,5 GERMACRENE D-4-OL 0,03
124 63,7 GLEENOL + EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,17
125 64,1 Epi-CUBENOL 0,07
126 64,7 GLOBULOL 0,78
127 65,1 VIRIDIFLOROL 0,23
128 65,4 SESQUITERPENOL 0,04
129 65,5 COMPOSE CETONIQUE Mw=192 0,18
130 66,0 10-epi-gamma-EUDESMOL 0,14
131 66,1 EUDESMA-5-EN-11-alpha-OL 0,09
132 66,5 ROSIFOLIOL 0,06
133 66,6 beta-SESQUIPHELLANDROL 0,11
134 67,1 SPATHULENOL 0,25
135 67,2 BENZOATE DE Cis-HEXENYLE 0,05
136 67,7 ESTER ALIPHATIQUE 0,08
137 67,9 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,04
138 68,1 TRIMETHYL PENTADECANONE 0,10
139 68,4 MINT SULFIDE Mw=236 0,06
140 68,8 GERANYL-alpha-TERPINENE ISOMERE Mw=272 0,57
141 69,2 gamma-EUDESMOL 0,06
142 69,3 T-CADINOL 0,13
143 69,6 SESQUITERPENOL 0,04
144 69,8 SESQUITERPENOL 0,05
145 70,1 alpha-MUUROLOL 0,17
146 70,7 delta-CADINOL 0,09
147 71,3 alpha-EUDESMOL 0,04
148 72,0 ELEMICINE 22,94
149 72,3 alpha-CADINOL 0,14
150 72,4 GERANYL p-CYMENE 0,23
151 73,4 MYRISTICINE 9,76
152 75,4 SESQUITERPENOL 0,08
153 76,0 FARNESOL 0,02 0,02
154 77,8 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,02
155 79,7 Trans-ISOELEMICINE 0,03
156 81,8 COMPOSE AROMATIQUE Mw=270 0,21
157 89,1 COMPOSE Mw=268 0,05
158 89,5 PHYTOL 0,55
159 89,7 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,04
160 94,1 ESTER ALIPHATIQUE 0,02
161 100,7 ACIDE PALMITIQUE 0,05
TOTAL 99,89 0,81
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Anexo lll.

Tabla de compuestos de cromatografia de gases de Tagetes minuta

Pics (;I:n) Constituants % Nc();)r)ne A"e(ri‘;nes
1 4,5 ACETONE 0,06
2 5,2 NONANE 0,01
3 6,8 METHYL ISOBUTYL CETONE 0,01
4 7,1 ESTER ALIPHATIQUE 0,02
5 7,5 alpha-PINENE 0,10
6 7,6 alpha-THUYENE 0,01
7 7,7 PRENOL 0,01
8 8,3 2-METHYLBUTYRATE D’ETHYLE 0,05
9 8,8 CAMPHENE 0,04
10 10,3 beta-PINENE 0,04
11 10,7 ACETATE D’ISOAMYLE 0,02
12 10,8 SABINENE 0,68
13 11,5 2-METHYLBUTYRATE D’ISOBUTYLE 0,01
14 12,2 COMPOSE Mw=138 0,01
15 12,5 beta-MYRCENE 0,08
16 12,7 alpha-PHELLANDRENE 0,07
17 13,4 alpha-TERPINENE 0,04
18 14,4 LIMONENE 6,60 6,60
19 14,7 1,8-CINEOLE 0,13
20 14,8 beta-PHELLANDRENE 0,05
21 15,0 COMPOSE TERPENIQUE Mw=136 0,01
22 16,3 Cis-beta-OCIMENE 17,35
23 16,8 gamma-TERPINENE 0,31
24 17,2 Trans-beta-OCIMENE 0,35
25 18,2 p-CYMENE 0,28
26 18,3 ACETATE D'HEXYLE 0,01
27 18,9 TERPINOLENE 0,09
28 19,3 OCTANAL 0,05
29 20,5 DIHYDROTAGETONE 11,52
30 20,9 ACETATE DE cis-3-HEXENYLE 0,03
31 21,8 COMPOSE Mw=110 0,02
32 22,1 COMPOSE METHOXY HEXADIENIQUE Mw=152 0,54
33 22,5 COMPOSE METHOXY HEXADIENIQUE 0,07
34 24,2 CETONE ALIPHATIQUE 0,03
35 24,5 ALLO-OCIMENE 0,30
36 25,5 2-NOANONE 0,02
37 25,7 NONANAL 0,05
38 25,9 ALLO-OCIMENE ISOMERE 0,02
39 26,3 CETONE ALIPHATIQUE 0,02
40 27,3 COMPOSE METHOXY TERPENIQUEMw=152 0,31
41 27,8 COMPOSE Mw=152 0,02
42 28,2 SESQUITERPENE 0,04
43 28,4 SESQUITERPENE 0,03
44 29,3 ARTEMISIA CETONE 0,15
45 29,4 SESQUITERPENE 0,06




46 29,8 SESQUITERPENE 0,02
47 30,4 ESTER ALIPHATIQUE 0,10
48 30,5 SESQUITERPENE 0,06
49 30,6 SESQUITERPENE 0,02
50 31,0 SESQUITERPENE 0,01
51 31,2 SESQUITERPENE 0,02
52 31,3 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,03
53 31,5 COMPOSE Mw=152 0,07
54 31,7 COMPOSE Mw=152 0,02
55 32,0 CYCLOSATIVENE 0,06
56 32,2 E-TAGETONE 4,43
57 32,5 CAMPHRE + SESQUITERPENE 1,42
58 33,4 Z-TAGETONE 16,23
59 33,7 COMPOSE CETONIQUE 0,02
60 33,9 MODHEPHENE 0,11
61 34,2 SESQUITERPENE 0,06
62 34,4 alpha-GURJUNENE 0,33
63 34,7 alpha-ISOCOMENE 0,03
64 35,2 betal-CUBEBENE 0,02
65 35,5 LINALOL 0,47 0,47
66 36,0 1-OCTANOL 0,04
67 36,8 SESQUITERPENE 0,02
68 37,0 ESTER ALIPHATIQUE 0,05
69 37,5 ACETATE DE BORNYLE 0,03
70 37,6 TAGETENONE ISOMERE Mw=150 0,24
71 37,7 SESQUITERPENE + CETONE TERPENIQUE 0,06
72 38,1 CALARENE 0,02
73 38,2 TAGETENONE ISOMERE 0,09
74 38,3 beta-ELEMENE 0,03
75 38,5 beta-CARYOPHYLLENE 0,71
76 38,8 TERPINENE-4-OL 0,25
77 38,9 SESQUITERPENE 0,19
78 39,2 AROMADENDRENE 1,32
79 39,4 SESQUITERPENE 0,10
80 39,5 SESQUITERPENE 0,06
81 39,7 COPACAMPHENE 0,14
82 40,4 COMPOSE Mw=150 0,04
83 40,7 SESQUITERPENE 0,04
84 41,0 SESQUITERPENE 0,02
85 41,2 SESQUITERPENE 0,03
86 41,4 ALLO-AROMADENDRENE 0,48
87 41,5 2-DECENAL 4,29
88 42,1 SESQUITERPENE 0,06
89 42,4 ZONARENE 0,23
90 42,9 alpha-HUMULENE 0,29
91 43,0 COMPOSE Mw=150 0,02
92 433 SESQUITERPENE 0,01
93 43,9 NERAL 0,03 0,03
94 44,1 SESQUITERPENE 0,04
95 44,3 E-TAGETENONE 5,26
96 44,4 SESQUITERPENE 0,07
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97 44,5 LEDENE 1,15
98 44,7 SESQUITERPENE 0,06
99 45,2 SESQUITERPENE 0,05
100 | 45,5 Z-TAGETENONE 5,26
101 | 45,9 GERMACRENE D 0,10
102 | 46,2 beta-SELINENE 0,08
103 | 46,3 alpha-SELINENE 0,15
104 | 46,5 alpha-MUUROLENE 0,10
105 | 46,7 BICYCLOGERMACRENE 1,01
106 | 47,9 2-UNDECENAL 0,62
107 | 48,1 alpha-FARNESENE 0,20
108 | 48,2 delta-CADINENE 1,13
109 | 48,4 1-DECANOL 0,32
110 | 48,8 COMPOSE AROMATIQUE Mw=166 0,06
111 | 49,0 ESTER ALIPHATIQUE 0,05
112 | 49,2 alpha-BISABOLENE 0,01
113 | 49,6 CADINA-1,4-DIENE 0,21
114 | 50,4 SESQUITERPENE Mw=202 0,04
115 51,0 E,E-2,6-DIMETHYL-3,5,7-OCTATRIENE-2-OL 0,08
116 | 51,5 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,49
117 | 51,9 Z,Z-2,6-DIMETHYL-3,5,7-OCTATRIENE-2-OL 0,09
118 | 52,5 CALAMENENE 0,19
119 | 52,7 ISOPIPERITENONE 0,11
120 | 54,1 2-DODECENAL 2,22
121 55,9 ESTER ALIPHATIQUE 0,17
122 56,3 ESTER ALIPHATIQUE 0,01
123 56,7 alpha-CALACORENE 0,01
124 | 57,0 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,02
125 57,2 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,04
126 | 57,6 ESTER ALIPHATIQUE 0,10
127 | 57,7 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,17
128 | 58,2 ESTER ALIPHATIQUE 0,09
129 | 58,3 ESTER ALIPHATIQUE 0,07
130 | 59,4 SESQUITERPENE Mw=202 0,03
131 60,0 OXYDE DE CARYOPHYLLENE 0,12
132 60,6 SESQUITERPENOL 0,08
133 | 61,4 SESQUITERPENOL 0,05
134 | 61,8 SESQUITERPENOL 0,08
135 62,2 Epi-GLOBULOL 0,26
136 | 62,4 SESQUITERPENOL 0,02
137 | 62,7 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,06
138 | 63,0 LEDOL 0,07
139 | 63,3 SESQUITERPENOL 0,04
140 | 63,5 SESQUITERPENOL 0,10
141 | 63,7 NEROLIDOL 0,73
142 | 64,3 GLEENOL 0,32
143 | 64,5 SESQUITERPENOL 0,16
144 | 64,9 CUBENOL 0,36
145 | 65,4 GLOBULOL 0,98
146 | 65,6 2-TETRADECENAL 1,37
147 | 65,8 VIRIDIFLOROL 0,29
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148 66,9 10-épi-gamma-EUDESMOL 0,20
149 67,4 ROSIFOLIOL 0,37
150 67,8 SPATHULENOL 0,23
151 68,1 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,02
152 68,8 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,06
153 69,5 EUGENOL 0,03 0,03
154 69,8 SESQUITERPENOL 0,05
155 70,1 SESQUITERPENOL 0,04
156 70,4 T-CADINOL 0,03
157 70,8 THYMOL 0,04
158 70,9 alpha-MUUROLOL 0,05
159 71,0 SESQUITERPENOL 0,06
160 71,3 SESQUITERPENOL 0,02
161 71,5 delta-CADINOL 0,12
162 71,8 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,03
163 72,0 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,02
164 72,2 COMPOSE AROMATIQUE 0,02
165 72,4 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,01
166 72,8 beta-NOOTKATOL 0,10
167 73,0 COMPOSE MW=166 0,09
168 74,0 SESQUITERPENOL 0,02
169 74,3 SESQUITERPENOL 0,01
170 75,0 ACIDE CAPRIQUE 0,16
171 76,1 ESTER ALIPHATIQUE 0,01
172 76,2 ESTER ALIPHATIQUE 0,04
173 77,1 COMPOSE AROMATIQUE Mw=302 0,02
174 78,0 COMPOSE AROMATIQUE Mw=302 0,02
175 79,4 COMPOSE AROMATIQUE 0,04
176 79,5 COMPOSE AROMATIQUE 0,01
177 79,8 COMPOSE AROMATIQUE Mw=286 0,02
178 80,0 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,04
179 80,3 COMPOSE AROMATIQUE Mw=286 0,04
180 80,8 COMPOSE AROMATIQUE 0,04
181 82,9 ESTER ALIPHATIQUE 0,12
182 84,5 COMPOSE AROMATIQUE 0,10
183 84,7 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,03
184 86,7 COMPOSE AROMATIQUE Mw=300 0,20
185 86,9 COMPOSE AROMATIQUE Mw=302 0,04
TOTAL 99,64 7,13
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