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RESUMEN
La leishmaniasis comprende un conjunto de enfermedades parasitarias causadas por mas de 20
especies de protozoos del género Leishmania, familia Trypanosomatidae, afectando
principalmente a poblaciones de escasos recursos y en situacion de vulnerabilidad social y
econdmica. Esta enfermedad es endémica y/o frecuente en 98 paises de Medio Oriente,
Latinoamérica y Africa; dentro de Ecuador, el primer caso de Leishmaniasis documentado fue en
1920, y desde entonces, el pais ha notificado muchos brotes de esta enfermedad. Existen
algunos farmacos para tratar esta enfermedad (Anfotericina B, Pentamidina y Paromomicina),
sin embargo, tiene muchas limitantes: efectos secundarios téxicos, alto costoy la necesidad de
un tratamiento prolongado. De este modo, las plantas y los productos derivados de ellas
suponen una buena fuente de principios activos para la industria farmacéutica, o una alternativa
natural a los tratamientos convencionales cuando éstos no son efectivos o accesibles. Es por ello
que se analizd el efecto de los aceites esenciales de M. hallii, O. majorana y S. molle sobre L.
infantum y L. mexicana, mediante ensayos in silico e in vitro. Se determind la composicién
quimica y varias propiedades fisicas y organolépticas de los 3 extractos, posteriormente, como
ensayo in vitro, se evalud la viabilidad celular, la actividad leishmanicida y se determind la
concentracion citotdxica media (CCsp) 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 M. hallii, y S. molle presentan un CCsosobre L. mexicana de 222.88ug/mL vy
546.06ug/mL respectivamente; mientras que para L. infantum el CCso fue de 420.99ug/mL y
546.06ug/mL para M. hallii, y S. molle respectivamente. A partir de estos resultados se procedid
a un analisis bioinformatico de la lista de compuestos mayoritarios del aceite esencial de S.
molle, obteniendo una prediccion de 452 dianas que interactian con dichos compuestos. De
estas dianas predichas se identificaron varios procesos bioldgicos y rutas metabdlicas
relacionados con la apoptosis. Por lo que se concluyé que los aceites esenciales de estas 3
plantas endémicas inhiben en crecimiento de promastigotes de L. mexicana y L. infantum

mediante analisis in vitro e in silico.

Palabras clave: leishmaniasis, apoptosis, autofagia, normalizacién, enriquecimiento, M. hallii, O.

majorana, S. molle.



ABSTRACT
Leishmaniasis comprises a set of parasitic diseases caused by more than 20 species of protozoa
of the genus Leishmania, family Trypanosomatidae, mainly affecting populations with limited
resources and in situations of social and economic vulnerability. This disease is endemic and/or
frequent in 98 countries in the Middle East, Latin America and Africa; in site of Ecuador, the first
documented case of Leishmaniasis was in 1920, and since then, the country has reported many
outbreaks of this disease. There are some drugs to treat this disease (Amphotericin B,
Pentamidine and Paromomycin), however, it has many limitations: toxic side effects, high cost
and the need for prolonged treatment. In this way, plants and products derived from them are
a good source of active ingredients for the pharmaceutical industry, or a natural alternative to
conventional treatments when they are not effective or accessible. For this reason, the effect of
the essential oils of M. hallii, O. majorana and S. molle on L. infantum and L. mexicana was
analyzed through in silico and in vitro tests. The chemical composition and several physical and
organoleptic properties of the 3 extracts were determined, subsequently, as an in vitro assay,
cell viability, leishmanicidal activity were evaluated and the mean cytotoxic concentration (CCsg)
of the essential oils in promastigotes of L. mexicana and L. infantum by means of the MTT
colorimetric assay. The results showed that the essential oils of M. hallii and S. molle have a CCsg
on L. mexicana of 222.88ug/mL and 546.06ug/mL, respectively; while for L. infantum the CCsg
was 420.99ug/mL and 546.06ug/mL for M. hallii and S. molle respectively. From these results, a
bioinformatic analysis of the list of major compounds of the essential oil of S. molle was carried
out, obtaining a prediction of 452 targets that interact with said compounds. From these
predicted targets, several biological processes and metabolic pathways related to apoptosis
were identified. Therefore, it was concluded that the essential oils of these 3 endemic plants
inhibit the growth of promastigotes of L. mexicana and L. infantum through in vitro and in silico

analysis.

Keywords: leishmaniasis apoptosis, autophagy, normalice, enrichment, M. hallii, O. majorana,

S. molle.



1.1.

INTRODUCCION

Leishmaniasis

La leishmaniasis comprende un conjunto de enfermedades parasitarias causadas por mas de 20
especies de protozoos del género Leishmania, familia Trypanosomatidae, afectando
principalmente a poblaciones de escasos recursos y en situacién de vulnerabilidad social y
econdmica. Las manifestaciones clinicas son diversas y pueden ir desde lesiones cutdneas
ulcerativas hasta la forma visceral, la forma mas grave de leishmaniasis, asociada a infeccion
generalizada y alta mortalidad (1,2). Suele transmitirse por la picadura de una mosca hembra
(familia: Phlebotominae), infectada al chupar sangre de un animal o humano infectado con el

parasito (3).

Esta enfermedad es endémica y/o frecuente en 98 paises de Medio Oriente, Latinoamérica y
Africa, entre ellos Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, China, Costa Rica, Etiopia, Iran, India,
Siria, Somalia Sudan del Norte, y Peru registran el mayor nimero de casos, representando el
90% de nuevos casos en el mundo; en el afo 2018 se reportaron un aproximado de 220 mil casos
de Leishmaniasis. Actualmente se estima que 350 millones de personas estan en riesgo de
infeccidén, con una prevalencia de 12 millones con 0,2 a 0,4 millones de casos de Leishmaniasis

Visceral y 0,7 a 1,2 millones de casos de Leishmaniasis Cutdnea (4,5).

En Ecuador, el primer caso de Leishmaniasis documentado fue en 1920 en la provincia de
Esmeraldas, cerca de la frontera con Colombia. Desde entonces, el pais ha notificado muchos
brotes de esta enfermedad; durante la década de 2001 a 2011, se registraron mas de 20 mil
casos en humanos en 22 de las 25 provincias. En el 2014 se reportaron un total de 1183 casos al
Ministerio de Salud Publica (MSP) del Ecuador, del cual el 22,1% se encontraba en la provincia
de Pichincha, 12,5% en Santo Domingo de los Tsachilas y 11,5% en Esmeraldas; mientras que en
el afio 2018 fueron 1071 casos registrados, pero manteniendo las mismas 3 provincias como las
mas afectadas. Actualmente el diagndstico clinico de Leishmaniasis en el pais sigue siendo un
método Unicamente para confirmar casos que estén muy desarrollados y notificarlos de manera

oficial. Por lo tanto, es probable que estas ultimas cifras subestimen la incidencia real (4,6).

Los perros son el reservorio doméstico mas relevante de Leishmania infantum (L. infantum), el
agente causante de la leishmaniasis canina, y también la principal fuente de infeccién del vector.
Mientras que Leishmania mexicana (L. mexicana) se encuentra mayormente en los roedores.
Por tanto, la presencia de ambos en zonas endémicas representa un factor de riesgo para el

desarrollo de la enfermedad humana (7).



1.2

13

El desarrollo de los primeros farmacos leishmanicidas se produjo hace varias décadas. Los
llamados medicamentos de primera linea son ahora antiguos y perjudiciales, pero aun se usan.
Estos farmacos de primera linea en la lucha contra las infecciones por Leishmania son los
denominados antimoniales pentavalentes (Glucantime y Pentostam). Sin embargo, se han
generado mecanismos de resistencia contra los mismos y por ello estan los farmacos de segunda
linea (Anfotericina B, Pentamidina y Paromomicina), que siguen teniendo limitaciones
importantes: efectos secundarios tdxicos, alto costo y la necesidad de un tratamiento
prolongado (6,8). Incluso, ya hay estudios recientes donde se observa una creciente resistencia
de Leishmanias spp. hacia esta linea de farmacos (9,10). Por lo que el tratamiento de la
leishmaniasis sigue siendo un desafio y existe una necesidad urgente de descubrir nuevas

terapias contra dicha enfermedad.

Los procesos a los que afectan algunos de estos medicamentos parecen ser la formacién de
esteroles en la membrana, la biosintesis de lipidos, el ciclo celular, la generacidon de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la inhibicion de la topoisomerasa, activacion de macréfagos y la

muerte celular programada o apoptosis (2,8,11-13).

Problematica

La limitacién de los farmacos para tratar la leishmaniasis se debe a su alta toxicidad, costo
elevado y sus efectos secundarios graves, especialmente efectos nefrotdxicos, hepatotdxicos y
teratogénicos (14); dadas estas limitaciones, existe una necesidad urgente de descubrir nuevas
terapias contra la leishmaniasis (2). Por eso, en muchas regiones donde no se dispone de estos
medicamentos comerciales, se utilizan plantas medicinales para el tratamiento. Se sabe que las
plantas se utilizan en la produccién de productos farmacéuticos debido a sus propiedades
quimicas y diversidad de componentes bioactivos. De este modo, las plantas y los productos
derivados de ellas suponen una buena fuente de principios activos para la industria
farmacéutica, o una alternativa natural a los tratamientos convencionales cuando éstos no son

efectivos o accesibles (14).

Aceites Esenciales
Los aceites esenciales (AE), también conocidos como aceites volatiles, son productos naturales
formados por una mezcla de compuestos volatiles producidos por muchas plantas. Se sabe que

son biolégicamente activos y que poseen principalmente propiedades antibacterianas,



antifungicas y antioxidantes. Cada vez hay mas estudios sobre la actividad bioldgica de los AE

porque, por lo general, carecen de riesgos genotdxicos a largo plazo (15).

Los AE son mezclas complejas de varios compuestos y sus composiciones varian segin muchos
factores, como el entorno de la planta y las condiciones de crecimiento, los métodos de
recoleccion, extraccién y almacenamiento. Ademas, el componente principal de un AE también
puede variar en diferentes quimiotipos (plantas del mismo género y especie que varian en la
composicién quimica de sus AE debido a las diferentes condiciones de crecimiento). Esta

variabilidad quimica puede influir en sus actividades o efectos adversos (14,16,17).

Por todo lo anteriormente expuesto, se han creado iniciativas para obtener nuevos compuestos
eficaces contra Leishmania spp. Varios productos naturales con diversos tipos de compuestos,
incluidos monoterpenos, sesquiterpenos y otros componentes de los aceites esenciales,
mostraron propiedades leishmanicidas (a-pineno, p-cimeno y 1,8-cineol), lo que demuestra que
tales sustancias pueden ser opciones de investigacion prometedoras para el desarrollo de
nuevos farmacos que sirvan como una alternativa para el tratamiento de esta enfermedad

(2,18).

1.3.1. Myrcianthes hallii (M. hallii)
Myrcianthes es un género de plantas nativas de América Central y del Sur, asi como del oeste de
la India. Se ha demostrado que las especies de Myrcianthes tienen propiedades antimicrobianas,
antivirales e insecticidas; ademas son eficaces contra los piojos (19). Otro estudio llevado por
Monzote et al. (20), identifico su capacitad antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi y L.

amazonensis.

1.3.2. Origanum majorana (0. majorana)
El orégano o mejorana (0. majorana) es la especie mas variable del género Origanum,
caracterizada por su diversidad morfoldgica y quimica. Utilizado en todo el mundo desde la
antigliedad en la medicina tradicional y popular, el orégano se extiende por todo el mundo y es
particularmente abundante en el area mediterranea, euroasiatica y norteafricana. Varios
estudios han demostrado que la planta tiene una amplia variedad de metabolitos secundarios,
la mayoria de ellos compuestos fendlicos como flavonoides, terpenoides, acidos y alcaloides
fendlicos y acidos grasos, entre otros, que son los principales componentes responsables de su
accion (21). Ensayos de actividad antiparasitaria mostraron que el aceite esencial de O. vulgare

poseia un bajo 1Cs(14,21).



1.3.3.

1.4.

1.5.

2.1.

Schinus molle (S. molle)
El AE de Schinus molle se ha empleado dentro de la poblacion brasilefia como alternativa
terapéutica contra bacterias y virus en el tratamiento de infecciones respiratorias y urinarias
(22). También ha sido empleado para el alivio del reumatismo y como antidepresivo. A pesar de
su uso generalizado en la medicina popular, no existen estudios en la literatura que reporten los
posibles efectos toxicos de su aceite esencial (23). Otro estudio llevado a cabo por Pérez-trevifio
et al. (24) registré una alta actividad antiparasitaria por parte de S. molle contra epimastigotes

de una cepa de T. cruzi.

Hipétesis del estudio

Los aceites esenciales de las plantas endémicas del Ecuador, afectan la viabilidad de L. mexicana
y L. infantum. Este efecto en la viabilidad puede estar asociado a la apoptosis u otros
mecanismos de muerte celular programada.

Objetivos

General

Analizar el efecto de los aceites esenciales de M. hallii, O. majorana y S. molle sobre L. infantum
y L. mexicana, mediante ensayos in silico e in vitro, para la busqueda de alternativas terapéuticas
contra la leishmaniasis

Especificos

Obtener aceites esenciales de composicidn definida con actividad leishmanicida por arrastre de
vapor

Analizar la potencia y la eficacia leishmanicida de los aceites esenciales sobre L. mexicana y L.
infantum.

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

A partir de las dianas predichas, identificar las rutas metabdlicas y de sefalizacidn, o procesos
celulares, implicados en la apoptosis o muerte celular programada mediante analisis de

enriquecimiento.

MATERIALES Y METODOLOGIA
Materiales, equipos y reactivos

Los materiales, reactivos y equipos fueron suministrados por el laboratorio de investigacion de



la Universidad Internacional SEK (UISEK): Tablas 1,2.

Tabla 1. Reactivos empleados

Nombre

Casa comercial

Medio de cultivo de insectos Schneider’s

Drosophila

Hidroxido de sodio 100% (NaOH)
Acido clorhidrico 1% (HCL)

Cloruro de sodio 10% (NaCL)
Bicarbonato de sodio 99.7% (NaHCOs)
Cloruro de calcio dihidratado 99% (CaCl,-2H20)
Dimetilsulféxido (DMSO) 99.9% ((CH3),SO)
Suero fetal bovino inactivado
Anfotericina B

Penicilina / Estreptomicina

Sigma Aldrich, S9895

Merck

Merck

J. T. Baker

Eurobio scientific

Sigma-Aldrich (A2942)

MTT Sigma-Aldrich
Azul de tripan --
SDS-HCL -
Tabla 2. Equipos empleados
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 ORION STAR A111 ThermoScientific

Bomba al vacio R-300 BOECO
Microscopio binocular CX-21 Olympus
Centrifuga XC-2450 Premiere

Lector de microplacas  Multiskan Sky / Go  ThermoScientific
Refrigeradora 2015KLXB Durex

Destilador industrial - -

Analizador de Humedad BMAI50 BOECO
Refractdmetro digital BOE 32195 BOECO
Cromatdgrafo de gases 7890 Agilent
2.2. Métodos
2.2.1. Obtencion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales de las especies M. hallii, S. molle y O. majorana fueron proporcionados
por la empresa Aromavida S.A. ubicada en Guayllabamba, en el norte Quito-Pichincha-Ecuador.

A continuacidn, se explica la metodologia empleada para la obtencién de los extractos.

2.2.2. Preparacion del material vegetal
Se realizd un proceso de seleccidn de la materia vegetal en estado fresco, en donde se
eliminaron las impurezas como tierra e insectos, dejdndola apta para la extraccién del aceite

esencial.

2.2.3. Determinacion de la humedad
Para determinar la humedad del material vegetal se empled un Analizador de Humedad marca
Boeco BMAIS50. El equipo definid el peso exacto de la muestra del material vegetal que fue
colocada en el plato, sometid la muestra a altas temperaturas y comprobé constantemente la
pérdida de su masa. Los datos que arrojé el equipo corresponden al contenido de humedad de

la muestra analizada.



2.2.4.

2.2.5.

2.2.6.

Obtencidn de los aceites esenciales
La extraccion de los aceites esenciales se llevd a cabo empleando un equipo de destilacidon. 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 atraviesa el material vegetal, rompiendo las células oleiferas de las plantas vy
permitiendo asi la volatilizacién de los componentes del aceite esencial hacia el serpentin del

condensador, para posteriormente recolectar el condensado en un embudo de separacion.

El proceso de destilacién se realizé por aproximadamente tres horas, al finalizar este periodo el

aceite esencial se separd del agua por decantacion.

Rendimiento
Para calcular el porcentaje del rendimiento del aceite esencial, se correlacioné el volumen de
aceite esencial obtenido en la destilacion con la cantidad de materia vegetal procesada

(Ecuacién 1).

v (mL)
P (g)

%R = * 100 Ecuacion 1.

Ddénde: %R es el porcentaje de rendimiento, V es el volumen del aceite esencial extraido, P es el

peso de la materia vegetal antes del proceso de destilacion.

Densidad relativa
La densidad relativa del aceite esencial se determind empleando la norma AFNOR NF T75-111

(1SO 279:1998).

Se procedié a pesar un picnédmetro vacio en una balanza analitica, en segundo lugar, se peso el
picnédmetro conteniendo agua destilada a 20°C, por ultimo, se realizdé el mismo procedimiento
con el aceite esencial en lugar del agua destilada. Con los valores resultantes se puede calcular
la media y la desviacidén estandar de las muestras de los aceites esenciales.
La densidad relativa se obtiene con la Ecuacion 2:

_ m2-mo

= Ecuacion 2.
m1-mo



Donde: p es la densidad relativa a 20°C, referido al agua a 20°C, mg es la masa en gramos del
picndmetro vacio, m; es masa en gramos del picndmetro con agua, m; es masa en gramos del

picndmetro con aceite esencial.

2.2.7. indice de refraccién
El indice de refraccion se realizé segun la norma AFNOR NF T 75-112 (ISO 280: 1998); Para ello
se empled un refractdmetro de mano, marca BOECO 32195. Primero se llevd a cabo la
calibracion del instrumento, constatando el valor del indice de refraccion del agua destilada
(1,3330). Después se colocé una gota de aceite esencial y se efectud la lectura correspondiente.

Todo el procedimiento se llevé a cabo a 20°C.

2.2.8. 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
identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos de los aceites esenciales se llevd a
cabo empleando un cromatégrafo de gases Agilent serie 7890, acoplado a un espectrémetro de

masas Agilent serie 5973 (GC/MS).

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 (60m x
0,25mm x 0,25um). 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°C.

Se mantuvo a 250°C durante 15 min.

2.2.9. Preparacion de la muestra
En el cromatdgrafo de gases se inyectd 1pl de una solucion 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 inyeccion modo split con un radio de particién para aceite de 1:25y
radio de particion de hidrocarburos 1:1. La temperatura de la inyecciéon en el cromatdgrafo fue
de 250°C. Se empled el He como gas portador con una presion inicial nominal de 23 psi/MS y 30

psi/FID.



2.2.10. Identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos de los aceites esenciales
mediante espectrometria de masas y en el detector de ionizaciéon de llama (FID)
En espectrometria de masas, los compuestos de los aceites esenciales se identificaron mediante
el calculo de sus indices de retencidn 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 proporcionaron

informacion sobre la estructura de las moléculas.

En el detector de ionizacidon de llama, los porcentajes de cada uno de los compuestos se
calcularon a partir de las dreas de los picos de los compuestos proporcionadas por el detector,

no se utilizdo un factor de correccién.

2.3. Métodos Bioinformaticos

2.3.1. Prediccion de interacciones ligando-proteinas (Target Fishing)
Se realizd a partir de la lista de compuestos bioactivos de los aceites esenciales de las especies
M. hallii, S. molle y O. majorana, previamente identificados por la cromatografia de gases. Se
llevé 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 (25), MoltraPred (26), Swiss Target Prediction (27), TargetNet (28), Random
Forest QSAR (29) y Polypharmacology Browser 2 (PPB2), PPB2-MQN (30), PPB2-Xfp (31), PPB2-
ECfp4 (32). Asi, se obtuvieron listas de dianas con sus respectivos valores de significancia

estadistica.

2.3.2. Agrupamiento de moléculas quimicas (Clusterizacién)
Se llevd a cabo un agrupamiento de moléculas quimicas por medio de la herramienta ChemMine
(33) generando 2 diferentes grupos o clisteres de compuestos basados en agrupamiento
jerarquico, el cual estd basado en una construccidon aglomerativamente jerarquica de grupos,
basado en similitudes compuestas (estructurales y fisicoquimicas), usando descriptores de pares

de atomos (Atom Pair) y el coeficiente de Tanimoto (34,35).



2.3.3.

Normalizacién
Como cada herramienta bioinformatica de target fishing usa diferentes métodos vy
ordenamientos en sus predicciones, llevamos a cabo una normalizacién para ajustar estos

valores estadisticos medidos en diferentes escalas, respecto a una escala comun. Se le asignd a

“wn wsn

cada proteina “i” en cada método de prediccidon “j” y para el compuesto “k” un nimero de

ordenamiento (ranking;;) en funcidn a su valor de significancia estadistica. Con estos valores se

wsn
|

calculd el puntaje de cada proteina en el método

owin
J

(Scoreijx) (Ecuacién 3).

(max ranking j x)—ranking; j k

Score; i = Ecuacion 3.

(max ranking j ;)—(min ranking j i)

“wn
|

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

compuesto “k” (Final Scorejy) se calculé de acuerdo a la Ecuacidn 4:

. 2N .
Final Score; ), = \/ﬁzyzlScorei,j_k Ecuacidn 4.

Donde N es el numero de métodos empleados (8) y n es el numero de métodos que identificaron
a la proteina “i”. Estas ecuaciones y el método empleado se encuentra detallado por Lépez-
Cortés y Tejera (36,37). Obteniendo 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 continuacidn, se llevd a cabo un segundo puntaje de todas las listas de proteinas predichas,
esta vez teniendo en cuenta el nimero de clisteres y el nUmero de compuestos por cada cluster,
donde se reposicionaron aquellas proteinas que se encontraban en varias listas de prediccion
de cada compuesto que pertenecian al mismo clister; obteniendo una lista final de posibles
proteinas implicadas en el mecanismo de cada cluster de compuestos, en base a un mismo
puntaje de significancia (Final Score).

win

Esta segunda puntuacién de cada proteina “i” en cada cluster “m” (ScoreFi ) se realizé6 mediante

la Ecuacién 5.

2| nc «nc . .,
ScoreF;,, = “|—X, [ Final Score; Ecuacidn 5.
’ NCm - ’
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Donde: nc es el nimero de moléculas en el grupo “m” que interactdan con la proteina “i” y ncn,

es el nimero de moléculas en el grupo “m”.

2.3.4. Anadlisis de Enriquecimiento
Por medio de la plataforma David Bioinformatics (38), se realizd un analisis de enriquecimiento
para identificar las dianas que se encuentran agrupadas o relacionadas entre si en 2 tipos de
enriquecimientos:
J Enriquecimiento bioldgico, de gene ontology (GO).
o Enriquecimiento bioldgico, de rutas metabdlicas de la base de datos Enciclopedia de
Kioto de Genes y Genomas (KEGG).
De cada analisis se tomd en cuenta los valores de:
o Significacion estadistica (p-valor) del enriquecimiento.
o Enriqguecimiento de pliegues (Fold Enrichment), el cual indica cuantas veces fue
enriquecido el proceso biolégico o ruta metabdlica, en contraste con una seleccidn aleatoria.
J Tasa de descubrimiento falso (False Discovery Rate, FDR), la cual indica la probabilidad
de error tipo Il en el analisis (39).
J Peso de los enriquecimientos (WPx), ponderado de las rutas metabdlicas y procesos
bioldgicos enriquecidos (Ecuacion 6) en funcidén de las dianas que estaban presentes en cada

proceso/ruta utilizando los valores (ScoreF; ,,) obtenidos de cada diana en la normalizacién.

Y score de diana presente en el proceso /ruta .
WPx = Ecuacidn 6.

Y score de diana humana del cluster

En conjunto estos analisis nos permitieron determinar posibles mecanismos de accidn

involucrados con los compuestos bioactivos de M. hallii, S. molle y O. majorana.

2.4. Métodos de Cultivo Celular

24.1. 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 5mL de medio
Schneider’s Drosophila (Sigma-Aldrich, S9895), suplementado con 10% de suero fetal bovino
inactivado (FBS), mas 1ug/mL de penicilina-estreptomicina como antibiético(41-43). La
temperatura de incubacién de cultivo fue de 26°C (43). Los promastigotes se subcultivaron cada
3 0 4 dias de cultivo, con una dosis de 300uL en 5mL de medio Schneider completo para L.

mexicana; y 500uL en 5mL de medio Schneider completo para L. infantum.
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2.4.2. Conteo de parasitos
Se realizaron alicuotas de 10uL de L. mexicana y L. infantum para posteriores diluciones. En L.
mexicana las diluciones fueron 1/100 con PBS 1x, y se fijaron con formalina al 1%; mientras que
en L. infantum las diluciones fueron 1/80 con PBS 1x. La tincién utilizada para el conteo de los

parasitos fue 25ulL de azul de tripan mas 75uL de las diluciones sefialadas anteriormente.

El numero de promastigotes de L. mexicana y L. infantum se determinaron mediante cdmara de
Neubauer bajo observaciéon en un microscopio éptico. Los calculos posteriores y elaboracion de

placa fue mediante la ecuacién 7:

NP x 10000 x fd x VF
4

Concentracién de parasitos /mlL = Ecuacién 7.

Donde: NP es el promedio de parasitos contados en los 4 cuadrantes de la cdmara de neubauer,

fd es el factor de dilucion, VF es el volumen final.

2.4.3. Ensayo de viabilidad celular MTT
Los promastigotes de L. mexicana y L. infantum se cultivaron en flasks de cultivo celular con 5mL
de medio Schneider’s Drosophila completo (10% de suero fetal bovino y 1ug/mL de penicilina -
estreptomicina) e incubados a 26°C. Los parasitos utilizados para conteo y plagueo deben estar

en fase estacionaria, es decir después del tercer o cuarto dia.

La placa de 96 pocillos estéril contenia 1x10° promastigotes de L. mexicana y L. infantum en un
volumen de 80uL por pocillo. Los extractos de los AE, M. hallii, S. molle y O. majorana en
concentraciones crecientes fueron afiadidos a los pocillos en un volumen de 20uL. Por lo tanto,

el volumen final por pocillo fue de 100uL.

La distribucidon de la placa de 96 pocillos se realizé tal y como se describe en la figura 1. En cada
placa se analizaron dos AE para una especie de Leishmania. Se incluyd un blanco (DMSO mas
medio de cultivo), un control negativo (Leishmania y DMSO mds medio de cultivo), un control
positivo (Leishmania, DMSO mas medio de cultivo y anfotericina B en concentracién de
250ug/mL) y los AE disuelto en DMSO en concentraciones crecientes (Figura 1). Todos los

pocillos contenian la misma concentracién de DMSO.
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La placa se llevd a incubacién a 26°C por 72h (42,44). Luego se afiadio 10uL de solucion MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (5mg/mL) en cada pocillo y se
incubd a 26°C por 3h (45). Después de este tiempo, se disolvieron los cristales de formazan
creados por las células viables con 100uL de solucién SDS-HCL (46) y se incubd a 26°C por 24h.

Se realizd la lectura en un lector de placas a 570nm y 630nm.

B ( (B )(c-)(c1)(c2)(c3)(ca)(cs)(ce)(c7)(cs
c (B ) (c-)(c1) (c2) (c3) (ca) (cs5) (c6) (c7) (c8 Aceite

- esencial 1
D (8 ) (c-)(c1) (c2) (c3) (ca)(c5) (c6) (c7) (cs
E ) (c+) (c-) (c1) (c2) (c3) (ca) (cs) (ce6) (c7) (c8) (
E (c+) (c-) (1) (c2) (c3) (ca) (cs) (co) (c7) (c8 Gl Aceite
o () (c¥) () (c1) (c2) (c3) (ca) (c5) (c8) (c7) (c8)

Figura 1. Diseno de placa para evaluar el efecto leishmanicida de los aceites esenciales en L. mexicana y
L. infantum con concentraciones crecientes. B: blanco (DMS0 mas medio !/100). C+: control positivo
(Leishmania, DMSO mas medio /190y anfotericina B). C-: control negativo (Leishmania, DMSO mds

medio /100). C1-C8: concentraciones crecientes de aceites esenciales y Leishmania.

2.5. Analisis Estadistico
De los resultados obtenidos de las placas, se calculé la media aritmética + desviacidén estandar.
Para proceder con las comparaciones entre las diferentes concentraciones de aceites
esenciales y el control negativo se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido
de un test de Dunnet comparando cada punto de concentracion con el control negativo. En
estos test estadisticos, se considerd que las diferencias eran estadisticamente significativas
cuando la probabilidad de la hipdtesis nula (P) fue menor o igual a 0.05. Los valores de P para
las ANOVAs se reflejan numéricamente en las tablas o figuras. Para la elaboracién de los

graficosy el andlisis estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism 9.

3. RESULTADOS
3.1. Composicién y Caracteristicas de las Plantas M. hallii, 0. majoranay S. molle
3.1.1. Determinacion de la humedad
El porcentaje de humedad de las hojas de la planta M. hallii fue de 61.52%, O. majorana de

68.26% y S. molle de 71.45%.
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3.1.2. Propiedades fisicas y organolépticas de los extractos de aceites esenciales

La tabla 3 nos permite observar todas las propiedades fisicas y organolépticas de los AE de M.

hallii, 0. majorana y S. molle, que pudieron ser identificadas.

Tabla3. Propiedades fisicas de los AE de M. hallii, 0. majoranay S. molle

Caracteristicas M. hallii  O. majorana  S. molle
Rendimiento (%) 0.070 0.269 0.862
Fluido Fluido Fluido y
Aspecto
limpido limpido limpido
Amarillo Amarillo
Color Verde
claro claro
Herbal y Dulce y
Olor Floral
alcanforado floral
Densidad (g/mL) 0.862 0.899 0.862
indice de refraccién 1.468 1.472 1.470
3.1.3. Composicidon quimica de los extractos de aceites esenciales

Mediante GC/MS se identificaron y reportaron los compuestos presentes en los aceites

esenciales en concentraciones >0,01%. En el AE de M. hallii se identificaron 23 compuestos que

representan el 83.09%, mientras que en el AE de O. majorana se encontraron 27 compuestos,

que forman un total de 93.63%, y finalmente en el AE de S. molle se identificaron 19 compuestos

que cubren un 91.70% de su composicién.

En las tablas 4-6 se observan todos los compuestos de los AE mencionados previamente.

Tabla 4. Lista de compuestos de AE de M. hallii

TR TR

Compuesto % Compuesto %
(min) (min)
o-PINENE 8,10 7,1 B-PINENE 5,79 9,3
B-MYRCENE 4,06 11,1 o-TERPINENE 0,92 11,7

37,8
LIMONENE 12,7 1,8-CINEOLE 3,10 13,0
3

B- PHELLANDRENE 1,02 13,1 v-TERPINENE 3,07 14,4
TERPINOLENE 0,88 15,9 LINALOL 1,23 27,5
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TERPINENE-4-OL 1,48 30,0 PB-CARYOPHYLLENE 1,16 30,1

ALLO-
AROMADENDRENE 2,03 30,6 0,92 32,1
AROMADENDRENE
ZONARENE 0,91 32,7 LEDENE 2,24 34,2
GERMACRENE D 0,72 34,7 6-CADINENE 3,67 36,6
NEROLIDOL 1,13 46,8 GLOBULOL 1,38 48,2
ROSIFOLIOL 0,67 49,5 FARNESOL 0,52 56,9

PHYTOL 0,26 64,8

Lista de compuestos del AE de M. hallii identificados por GC/MS. % indica el porcentaje de dicho
compuesto presente en el AE; TR indica el tiempo de retencién de cada compuesto, en minutos, dentro

de los perfiles del cromatograma.

Tabla5. Lista de compuestos de AE de O. majorana

TR TR
Compuesto % Compuesto %

(min) (min)

a-PINENE 0,67 6,0 ACETATE DE LINALYLE 4,42 20,3

Trans-p-MENTH-2-
SABINENE 6,67 7,9 1,25 20,6
EN-1-OL

B-MYRCENE 1,91 8,9 TERPINENE-4-OL 20,19 21,7

o-TERPINENE 5,80 9,5 B-CARYOPHYLLENE 2,91 21,8
Cis-p-MENTH-2-EN-1-
LIMONENE 1,86 10,0 0,63 22,3
oL

B-PHELLANDRENE 1,67 10,3 Cis-PIPERITOL 0,40 23,5

Cis-B-OCIMENE 0,54 10,9 o-TERPINEOL 3,07 24,1
BICYCLOGERMACREN
y-TERPINENE 10,35 11,3 2,51 25,2
E + Trans-PIPERITOL
ACETATE DE
p-CYMENE 0,66 12,0 0,42 25,4
GERANYLE

TERPINOLENE 2,20 12,4 6-CADINENE 0,47 25,6
Trans-THUYANOL 3,51 17,8 ELEMOL 0,90 32,8
E-SOLANONE 1,02 19,6 Epi-GLOBULOL 0,48 34,7
LINALOL 3,45 20,0 a-CADINOL 0,58 35,9

Cis-THUYANOL 15,09 20,2

Lista de compuestos del AE de O. majorana identificados por GC/MS, % indica el porcentaje de dicho
compuesto presente en el AE, TR indica el tiempo de retencidn de cada compuesto, en minutos, dentro

de los perfiles del cromatograma.
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3.2

Tablaé6. Lista de compuestos de AE de S. molle

TR TR
Compuesto % Compuesto %

(min) (min)

o-PINENE 5,39 9,8 GERMACRENE D 0,58 52,4
CAMPHENE 5,47 11,7 a-MUUROLENE 0,70 53,2
B-PINENE 2,15 13,7 BICYCLOGERMACRENE 1,04 53,9
B-MYRCENE 320 164 6-CADINENE 2,75 551

GERMACRA-1,5-DIEN-
o-PHELLANDRENE 39,38 16,8 0,67 71,4
4-0OL

LIMONENE 12,43 19,0 ELEMOL 1,57 72,7
B-PHELLANDRENE 11,03 19,7 T-CADINOL 0,88 77,4
PARACYMENE 0,80 23,3 a-MUUROLOL 0,54 78,3
B-CARYOPHYLLENE 1,71 45,5 a-CADINOL 1,03 80,5

o-HUMULENE 0,38 50,0

Lista de compuestos del AE de S. molle identificados por GC/MS, % indica el porcentaje de dicho
compuesto presente en el AE, TR indica el tiempo de retencién de cada compuesto, en minutos, dentro

de los perfiles del cromatograma.

Viabilidad Celular

Para analizar el efecto de los aceites esenciales de M. hallii, S. molle y O. majorana sobre el
crecimiento de Leishmania spp. in vitro se realizd un ensayo MTT en el que se testaron
concentraciones crecientes de los aceites y su efecto sobre la viabilidad celular de los

promastigotes tras 72h.

El apartado A de las Figuras 2-7 nos muestra los valores de absorbancia promedio de cada
ensayo MTT, realizados por triplicado. En el apartado B de las Figuras 2-7 observamos los valores
medios * desviacién estdndar (X+SD) de la viabilidad de L. infantum y L. mexicana frente a
diferentes concentraciones de los aceites esenciales de M. hallii, O. majorana y S. molle,
expresados en funcién del 100% de viabilidad correspondiente al control negativo. El rango de
concentraciones de los aceites esenciales utilizados fue de 30ug/mL a 800ug/mL; excepto en el
caso de los aceites esenciales de O. majorana y S. molle en L. infantum, cuyo rango de

concentraciones fue de 200ug/mL a 800ug/mL.
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A) AE47 Myrcianthes hallii en L. infantum

25 ) AE47 Myrcianthes hallii en L. infantum
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Figura 2. A) Efecto del AE de M. hallii sobre la viabilidad de L. infantum. Tras 72h de cultivo y ensayo de
MTT. ANOVA p-value <0.0001. Comparaciones entre C-y Tratamientos: * = p-value 0.0346, ** = p-value
0.0066, *** = p-value 0.0005, ****=p-value < 0.0001. B) Actividad leishmanicida del AE M. halliien L.
infantum. Grafica de porcentaje de supervivencia de los promastigotes en funcidn de las diferentes

concentraciones del aceite.

A) AE47 Myrcianthes hallii en L. mexicana
25 B) AE47 Myrcianthes hallii en L. mexicana
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Figura 3. A) Efecto del AE de M. hallii sobre la viabilidad de L. mexicana. Tras 72h de cultivo y ensayo
de MTT. ANOVA p-value <0.0001. Comparaciones entre C-y Tratamientos: ** = p-value 0.0048, ****=p-
value < 0.0001. B) Actividad leishmanicida del AE de M. hallii en L. mexicana. Gréfica de porcentaje de

supervivencia de los promastigotes en funcién de las diferentes concentraciones del aceite.

Como puede observarse en las Figuras 2A y 3A, el aceite de M. hallii redujo de manera
significativa (ANOVA P < 0.0001) el crecimiento de ambas especies de parasitos. En el caso de L.
infantum, los efectos fueron significativos a partir de 150ug/mL, mientras que en L. mexicana,
los efectos fueron significativos a partir de 40ug/mL. Los efectos alcanzaron y superaron los del
control positivo (anfotericina B) en ambas especies. A partir de estos valores de absorbancia, se

obtuvieron los porcentajes de viabilidad, en relacidon al control negativo, en funcion de las
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mismas concentraciones y se representaron en las Figuras 2B Y 3B. La viabilidad se redujo hasta

el 90.87% y 89.82% para L. infantum y L. mexicana respectivamente.

A) AE64 Schimus molle en L. infantum
3 B) AE64 Schimus molle en L. infantum
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Figura 4. A) Efecto del AE de S. molle sobre la viabilidad de L. infantum. Tras 72h de cultivo y ensayo de
MTT. ANOVA p-value <0.0001. Comparaciones entre C-y Tratamientos: ** = p-value 0.0033, *** = p-
value 0.0001, ****=p-value < 0.0001. B) Actividad leishmanicida del AE de M. hallii en L. infantum.

Grafica de porcentaje de supervivencia de los promastigotes en funcion de las diferentes

concentraciones del aceite.

A) AE64 Schimus molle en L. mexicana
3 B) AE64 Schimus molle en L. mexicana
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Figura 5. A) Efecto del AE de S. molle sobre la viabilidad de L. mexicana. Tras 72h de cultivo y ensayo de
MTT. ANOVA p-value <0.0001. Comparaciones entre C-y Tratamientos: ** = p-value 0.0016, *** = p-
value 0.0005, ****=p-value < 0.0001. B) Actividad leishmanicida del AE de M. hallii en L. mexicana.

Grafica de porcentaje de supervivencia de los promastigotes en funcidn de las diferentes

concentraciones del aceite.

De igual manera, observamos en las Figuras 4A y 5A, que el aceite de S. molle redujo de manera

significativa (ANOVA P < 0.0001) el crecimiento de ambas especies de parasitos. En el caso de L.

18



infantum, los efectos fueron significativos a partir de 250ug/mL, mientras que en L. mexicana,
los efectos fueron significativos a partir de 150ug/mL. Los efectos alcanzaron y superaron los del
control positivo (anfotericina B) en ambas especies. A partir de estos valores de absorbancia, se
obtuvieron los porcentajes de viabilidad, en relacidon al control negativo, en funcion de las
mismas concentraciones y se representaron en las Figuras 4B Y 5B. La viabilidad se redujo hasta

el 91.65% y 94.47% para L. infantum y L. mexicana respectivamente.

A) AESD Origarum majorana en L. infantum
3 B) AES80 Origarum majorana en L. infantum
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Figura 6. A) Efecto del AE de O. majorana sobre la viabilidad de L. infantum. Tras 72h de cultivoy
ensayo de MTT. ANOVA p-value 0.0006. Comparaciones entre C-y Tratamientos: * = p-value 0.0398, **
= p-value 0.0018, *** = p-value 0.0002,

****=p-value < 0.0001. B) Actividad leishmanicida del AE de M. hallii en L. infantum. Grafica de

porcentaje de supervivencia de los promastigotes en funcidn de las diferentes concentraciones del

aceite.
A) AEB0 Origarum majorana en L. mexicana
B) AEB0 Origarum majorana en L. mexicana
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Figura 7. A) Efecto del AE de O. majorana sobre la viabilidad de L. mexicana. Tras 72h de cultivoy
ensayo de MTT. ANOVA p-value <0.0001. Comparaciones entre C-y Tratamientos: *** = p-value 0.0001,

****=p-value < 0.0001. B) Actividad leishmanicida del AE de M. hallii en L. mexicana. Gréfica de
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porcentaje de supervivencia de los promastigotes en funcion de las diferentes concentraciones del

aceite.

En el caso de las Figuras 6A y 7A, observamos que el aceite de O. majorana redujo de manera
significativa (ANOVA P < 0.0001) el crecimiento de ambas especies de parasitos. En el caso de L.
infantum, los efectos fueron significativos a partir de 200ug/mL, mientras que en L. mexicana,
los efectos fueron significativos a partir de 30ug/mL. Los efectos alcanzaron y superaron los del
control positivo (anfotericina B) en ambas especies. A partir de estos valores de absorbancia, se
obtuvieron los porcentajes de viabilidad, en relacidon al control negativo, en funcion de las
mismas concentraciones y se representaron en las Figuras 6B Y 7B. La viabilidad se redujo hasta

el 73.98% y 93.28% para L. infantum y L. mexicana respectivamente.

De todas estas curvas obtenidas en los apartados B de las Figuras 2-7, solo las curvas de
viabilidad de M. hallii (Figuras 4B y 5B) y las de S. molle (Figuras 2B y 5B) se pudo calcular los
valores de CC50 (concentracion citotdxica que causa el 50% de muerte celular—mediante

regresiones lineales y no lineales con un coeficiente de determinacién aceptable (R2>0.9).

Tabla 7. Resumen de los resultados obtenidos a partir de las curvas de viabilidad

CC50 R? del Tipo de

Ensayo

(ng/mL) CCso Regresion
M. Hallii en

420.99 0.9668 Lineal
L. infantum
M. Hallii en

222.88 0.9081 Logaritmica
L. mexicana
S. molle en

461.84  0.9433 Lineal
L. infantum
S. molle en

546.06  0.9368 Lineal
L. mexicana

Como se observa en la Tabla 7, la potencia de los aceites es similar en casi todos los ensayos, a
excepciéon de M. hallii siendo superior para L. mexicana ya que se alcanzé un CCsg de la mitad de
concentracion que el resto de ensayos. Sin embargo, para este ensayo los datos no se ajustaron
a una regresion lineal, sino logaritmica con un ajuste peor que en el resto de casos. Por eso, para

realizar los analisis bioinformaticos se optd por el aceite esencial de S. molle.
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3.3. Prediccion de Posibles Dianas

A partir de la lista de compuestos de AE de S. molle obtenida por medio de GC/MS (Tabla 6), se

seleccionaron los compuestos mayoritarios, mayores al 1% (Tabla 8), con los cuales, mediante

diferentes servicios web, se predijeron largas listas de dianas que estarian vinculadas con uno o

mas de los compuestos bioactivos del AE de S. molle (ver Tabla 17, en Anexos). Estos resultados

mostraron un total de 452 dianas predichas, normalizadas, en los 12 compuestos por medio de

los 8 servicios web.

Tabla 8. Lista de compuestos mayoritarios del aceite esencial de S. molle

Extracto
Codigo Compuesto Smile
(%)
AE64-1 a-PINENE 5,39 CC1=Ccc2ccicz(c)c
AE64-2 CAMPHENE 5,47 CC1(ca2ccc(cz)ci1=C)c
AE64-3 B-PINENE 2,15 CC1(c2ccc(=C)c1ez)c
AE64-4 B-MYRCENE 3,20 CC(=CCCC(=C)C=C)C
AE64-5 0-PHELLANDRENE 39,38 CC1=CCC(C=C1)C(C)C
AEG4-6 LIMONENE 12,43 CC1=CCC(CC1)C(=C)C
AE64-7 B-PHELLANDRENE 11,03 Cc(c)ciccec(=c)c=Cc1
C/C/1=C\CCC(=C)[C@H]2
AE64-8 B-CARYOPHYLLENE 1,71
CC([C@@H]2CC1)(C)C
C/C/1=C\CC/C(=C/[C@H]
AE64-9 BICYCLOGERMACRENE 1,04
2[C@H](C2(C)c)cc1)/C
CC1=C[C@H]2[C@@H](C
AE64-10 6-CADINENE 2,75
CC(=C2CC1)C)C(C)C
CC(=C)[C@@H]1C[C@@
AE64-11 ELEMOL 1,57  H](CC[C@@]1(C)C=C)C(C)
(C)o
CCl=C[C@H]2[C@@H](C
AE64-12 a-CADINOL 1,03 C[C@@]([C@@H]2CC1)(

C)o)c(c)C

Lista de compuestos mayoritarios identificados por cromatografia de gases, cddigos generados a partir

de lanumeracién de las aceites proporcionadas por AROMAVIDA, formato SMILES utilizado como

notacidn para la descripcion de estructuras quimicas bidimensionales(47).

3.4. Clusterizacion

A fin de realizar analisis de enriquecimiento mas precisos se llevd a cabo una clusterizacidn
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3.5.

jerarquica de moléculas quimicas, obteniendo 2 clusters (grupos o conjuntos) de moléculas, el
clister 1 (tonos azules) formado por 7 moléculas y el clister 2 (tonos rojo - anaranjados)

formado por 5 moléculas como se observa en la Figura 8.

R |
125 175 226

Figura 8. Resultados obtenidos de la clusterizacidn llevada a cabo con la herramienta ChemMine.

En base a los ScoreF (puntajes) obtenidos por medio de la normalizacidn y los grupos obtenidos
por la clusterizacién, se obtuvo un total de 408 proteinas predichas en el cldster 1 y 292

proteinas predichas en el clister 2.

Dado que casi todos los mecanismos de muerte celular son similares en las células eucariotas
humanas y los protozoos (1), podemos inferir que los resultados a partir de proteinas humanas

predichas, tendran un efecto similar en Leishmania spp., enfocandonos en efectos apoptoticos.

Andlisis de Enriquecimiento

A partir del andlisis de enriquecimiento de las dianas predichas (Tablas 9 y 10) observamos casi
los mismos procesos bioldgicos en los clusteres 1 y 2, reforzando de esta manera la alta
interaccion entre los compuestos de los 2 clisteres del aceite esencial, y las proteinas de dichos

procesos bioldgicos.

Tabla 9. Procesos biolégicos enriquecidos a partir de las dianas predichas del cluster 1.

Fold
Codigo Procesos Bioldgicos WPx P Value FDR
Enrichment
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Regulacidn negativa

G0:0043066 del proceso 2.98 6.49E-02 2.43E-06  9.25E-05
apoptadtico
G0:0006915 Proceso apoptotico 2.78 6.98E-02 3.31E-06  1.19E-04

Regulacidon positiva
G0:0043065 del proceso 3.31 5.62E-02  3.49E-05 9.00E-04
apoptdtico
Regulacidn negativa
del proceso
G0:0043524 4.58 2.22E-02  6.54E-05 1.49E-03
apoptodtico de la
neurona
Regulacidn positiva
del proceso
G0:0043525 7.67 2.26E-02  7.85E-05 1.77E-03
apoptdtico de la
neurona
Via de sefializacién

G0:0097191 apoptotica 8.13 1.28E-02 2.08E-04  3.70E-03

extrinseca

Lista de procesos bioldgicos asociados a la apoptosis, pertenecientes al cluster 1, con FDR<0,01 y P value

altamente significativo.

Tabla 10. Procesos biolégicos enriquecidos a partir de las dianas predichas del cluster 2.

Fold
Cddigo Proceso Bioldgico WPx P Value FDR
Enrichment

Regulacidén positiva del
G0:0043065 4.0 6.25E-02 6.24E-07 3.76E-05
proceso apoptdtico
Regulacién negativa
G0:0043066 del proceso 2.9 6.78E-02 1.70E-05 5.24E-04

apoptdtico

Regulacidon positiva del

G0:0043525 proceso apoptdtico de 8.4 2.40E-02 4.40E-05 1.20E-03
la neurona
G0:0006915 Proceso apoptdtico 2.6 6.81E-02 5.10E-05 1.34E-03

Lista de procesos bioldgicos asociados a la apoptosis, pertenecientes al cluster 2, con FDR<0,01 y P value

altamente significativo.
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De la misma manera, a partir del analisis de enriquecimiento de las rutas metabdlicas (Tablas

11 y 12) observamos casi las mismas rutas metabdlicas en los clusteres 1y 2, reforzando de

esta manera la alta interaccién entre los compuestos de los 2 clisteres del aceite esencial, y las

proteinas de dichos procesos biolégicos.

Tablall. Rutas metabdlicas enriquecidas de la base de datos KEGG a partir de las dianas predichas del

cluster 1.
Fold
Cddigo Ruta Metabdlica WPx P Value FDR
Enrichment
Via de sefializacion de

hsa04020 3.9 1.16E-01 2.33E-11 1.52E-09

calcio

Via de sefializacion de

hsa04024 3.7 9.17E-02 1.27E-09  4.16E-08

AMPc

Metabolismo del acido
hsa00590 5.9 4.85E-02 1.43E-06 3.11E-05
araquiddnico
Regulacidn de
hsa04750 mediadores inflamatorios 3.7 3.08E-02 2.01E-04 2.19E-03
de los canales TRP
Diferenciacion de células

hsa04659 3.3 3.45E-02 5.00E-04 3.92E-03

Th17

Metabolismo del acido
hsa00591 6.7 2.30E-02 5.00E-04 3.92E-03
linoleico

hsa04540 Unidn gap 3.4 2.70E-02 1.22E-03 7.73E-03

Lista de rutas metabdlicas asociadas a la apoptosis, pertenecientes al clister 1, con FDR<0,01 y Pvalue

altamente significativo.

Tabla 12. Rutas metabdlicas enriquecidas de la base de datos KEGG a partir de las dianas predichas del

cluster 2.
Fold
Codigo Ruta Metabdlica WPx P Value FDR
Enrichment

Via de sefializacién de

hsa04024 4.2 9.32E-02 7.32E-11 4.36E-09
AMPc

Via de sefializacién de

hsa04020 3.9 1.13E-01 5.45E-10 2.16E-08

calcio
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4.2.

Metabolismo del acido

hsa00590 6.6 4.84E-02  4.03E-07  1.20E-05

araquiddnico

Regulaciéon de mediadores

hsa04750 inflamatorios de los 4.1 3.47E-02 6.52E-05 1.11E-03

canales TRP

Diferenciacion de células

hsa04659 3.7 3.85E-02 1.68E-04  2.36E-03

Th1l7

Lista de rutas metabdlicas asociadas a la apoptosis, pertenecientes al clister 2, con FDR<0,01y P value

altamente significativo.

DISCUSION

Analisis in vitro

En la presenten investigacién evidenciamos como los AE de M. hallii, O. majorana y S. molle
provocan una notable inhibicion en el crecimiento de promastigotes de L. infantum y L.
mexicana. La actividad anti-parasitaria de estos aceites se ha observado en especies de como T.
cruzi y Leishmania spp. (14,20,21,23,24). Sin embargo, la informacidn acerca de este tipo de
extractos sigue siendo limitada, ya que en la mayoria de estudios se centran en moléculas

individuales, e incluso en alcaloides obtenidos a partir de sintesis o modificacion quimica.

Anglisis in silico

Los resultados del andlisis de enriquecimiento (Tablas 9-12) mostraron una alta similitud de
dianas predichas entre ambos clisteres, por lo que, tanto los datos enriquecidos, como los datos
integrados fueron casi similares, dandonos a entender que el proceso de clusterizacion no fue

significativo ni necesario con estos 12 compuestos que conforman el AE de S. molle.

El andlisis de enriquecimiento identific6 3 procesos biolégicos que estan directamente
relacionados con la apoptosis (Tablas 9 y 10): Proceso apoptético (GO:0006915), Regulacion
positiva del proceso apoptdtico (GO:0043065) y Regulacidn negativa del proceso apoptdtico
(G0:0043524).

En Gene Ontology (GO), el proceso apoptdtico (GO:0006915) se define como un proceso de
muerte celular programada que comienza cuando una célula recibe una seifal interna o externa,
luego, seguido de una serie de eventos bioquimicos, en las que participan multiples fases de
sefializacion, se activa una fase de ejecucion. Cuando se completa la fase de ejecucion, la célula
muere (48). A pesar de que observamos un mismo nimero de proteinas predichas segun el valor

WPx, que estan dentro de los procesos de regulacidon positiva y negativa de apoptosis, varios
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5.1.

estudios mencionan el efecto citotdxico, a través de la induccion de la apoptosis de Schinus spp.
frente a parasitos y otras enfermedades (22,49-51); sin embargo, en estos estudios solo se

confirma una regulacion positiva (induccién), pero no algun efecto inhibitorio de la apoptosis.

Por otro lado, las tablas 11y 12 indican las 4 mismas rutas metabdlicas convalores significativos
de enriquecimiento que se relacionan con la apoptosis: via de sefalizacidn de calcio, via de
sefializacion de AMPc, metabolismo del acido araquiddnico y regulacion de mediadores

inflamatorios de los canales TRP.

En el caso de la via de sefializacion de calcio, este juega un papel importante durante la apoptosis
intrinseca, ya que el exceso de calcio (Ca*?) mitocondrial puede desencadenar la apoptosis.
Mientras que en la via extrinseca de la apoptosis, la liberacién de Ca*? del reticulo
endoplasmatico es el principal mecanismo que regula la apoptosis (52). Mientras que en la via
de sefalizacién de AMPc, los agentes que aumentan los niveles intracelulares de AMPc
(monofosfato de adenosina ciclico), inducen la apoptosis en células inmunoldgicas vy
cancerigenas; ademas se obtienen altos niveles de apoptosis al exponer células humanas a
compuestos analogos de AMPc (53). Del metabolismo del acido araquidénico, se sabe que el
acido éste induce la apoptosis en las células epiteliales, células endoteliales e implica la
activacion de la caspasa 3 (54). En lo que respecta a los canales TRP (Potencial de Receptor
Transitorio), se ha demostrado que el dominio del canal TRPM7 esta involucrado en procesos
apoptoticos, mientras que, los canales TRPM2 estan involucrados en la proliferacidon y apoptosis

de neutrofilos aislados de pacientes con enfermedades no transmisibles (55,56).

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones
Los aceites esenciales de M. hallii, O. majorana y S. molle poseen actividad leishmanicida sobre
L. infantum vy L. mexicana.
o El aceite esencial de S. molle es el aceite con mayor potencia y eficacia sobre ambas
especies.
o La especie mds susceptible a los aceites esenciales de a los aceites de O. majonara
y S. molle es L. mexicana, mientras que para el aceite M. hallii es L. infantum.
De los estudios in silico inferimos que los efectos observados podrian deberse a una induccidén
de la muerte celular programada a partir de la interaccion de los compuestos del aceite S. molle
con los siguientes procesos bioldgicos y rutas metabdlicas:

o Proceso apoptotico.
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o Regulacién positiva del proceso apoptotico.
o Regulacién negativa del proceso apoptotico.
o Via de sefalizacién de calcio.

o Via de sefalizaciéon de AMPc.

o Metabolismo del acido araquidénico.

o Regulacién de mediadores inflamatorios de los canales TRP.

5.2. Recomendaciones

Estudios in vivo en ratones para testear la efectividad leishmanicida de los aceites esenciales:

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

Andlisis in silico del resto de aceites para conocer los mecanismos moleculares y celulares tras

los efectos.

Llevar a cabo estudios de dindmica molecular para la interaccién entre las dianas especificas.

Validacion in vitro de las dianas predichas in silico:

o Analisis de la expresién genética de las proteinas diana que intervienen en los
procesos biolégicos o rutas metabdlicas obtenidas en los andlisis in silico.

o Uso de inhibidores especificos para los procesos bioldgicos o rutas metabdlicas
obtenidas in silico para verificar que los efectos se deben a la activacidn de los

mismos.
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Materiales Descripcion
Flasks con ventilacién 25mL
Tubos falcon 15mL & 50mL
Tubos eppendorf 1,5mL & 2mL

Placas de 96 pocillos
Puntas
Frasco tarado
Placas Petri de vidrio
Espatulas
Vaso de precipitacion
Parafilm
Probetas de plastico
Filtros
Agua destilada

Equipo de Kitasato

10pL, 100puL & 1000uL
500mL

25mlL, 100mL, 250mL 500mL & 1000mL

5mL

0.45 microns

pinzas, pinzas, Kitasato, embudo

Tabla 13. Lista de materiales utilizados para los ensayos in vitro dentro de laboratorio.

Dianas Predichas por Prediccion de Interacciones ligando-proteinas

UNIPROT ID UNIPROT ID UNIPROT ID UNIPROT ID
SHTIA_HUMAN  CDK9_HUMAN  HRH3_HUMAN  PE2R2_HUMAN
SHT1A_RAT CDKL2_HUMAN HRH3_RAT PE2R2_MOUSE
S5HT1B_HUMAN  CHLE_HORSE HRH4_HUMAN  PE2R3_MOUSE
SHT1B_RAT CILKI_HUMAN  HS90A_HUMAN  PE2R4_HUMAN
SHT1ID_HUMAN  CLK1_HUMAN  HS90B_HUMAN  PE2R4_MOUSE
SHT1E_HUMAN  CLK4_HUMAN HYEP_HUMAN  PEN2_HUMAN
SHTIF_HUMAN  CNR1_HUMAN  HYES_HUMAN PF2R_HUMAN
SHT2A_HUMAN CNR1_RAT 12301_HUMAN  PGDH_HUMAN
SHT2A_RAT CNR2_HUMAN  ICAM1_HUMAN  PGFRB_MOUSE
SHT2B_HUMAN  CNR2_MOUSE  ICMT_HUMAN  PGH1_HUMAN
5HT2C_HUMAN CNR2_RAT IL6_HUMAN PGH1_SHEEP
SHT2C_RAT COT2_HUMAN  IMDH2_HUMAN  PGH2_HUMAN
SHT3A_HUMAN  CP17A_HUMAN  INMT_HUMAN  PGH2_MOUSE
SHT3A_RAT CP19A_HUMAN  IRAK4A_HUMAN PGH2_SHEEP
SHT4R_RAT CP1A2_HUMAN  ITA2B_HUMAN  PIM1_HUMAN




SHT5A_HUMAN
5HT6R_HUMAN
SHT6R_RAT
SHT7R_HUMAN
SHT7R_RAT
A4_HUMAN
AA1R_BOVIN
ABC3A_HUMAN
ABC3G_HUMAN
ABCC9_HUMAN
ABCG2_HUMAN
ACE_HUMAN
ACE_RABIT
ACES_BOVIN
ACES_ELEEL
ACES_HUMAN
ACES_MOUSE
ACES_RAT
ACES_TETCF
ACHA4_HUMAN
ACHA4_RAT
ACHA7_HUMAN
ACHA7_RAT
ACM1_HUMAN
ACM1_RAT
ACM2_HUMAN
ACM2_RAT
ACM3_HUMAN
ACM3_RAT
ACM4_HUMAN
ACM5_HUMAN
ACV1B_HUMAN
ADA1A_BOVIN
ADAIA_HUMAN

CP2A6_HUMAN
CP2B6_HUMAN
CP2C9_HUMAN
CP2CJ_HUMAN
CP2D6_HUMAN
CP3A4_HUMAN
CRFM7_HUMAN
CRFR1_HUMAN

CRFR1_RAT
CSK21_HUMAN
CTDS1_HUMAN
CTRC_HUMAN
CXCR3_HUMAN

CYSP_TRYCR
DCMC_HUMAN
DHB1_HUMAN
DHB2_HUMAN
DHB3_HUMAN
DHI1_HUMAN
DHI1_MOUSE
DHI2_HUMAN

DNMT1_HUMAN

DPOLA_HUMAN
DPP2_HUMAN
DPP4_HUMAN
DPP8_HUMAN
DPP9_HUMAN

DRD1_BOVIN
DRD1_HUMAN
DRD1_PIG
DRD1_RAT
DRD2_BOVIN
DRD2_HUMAN
DRD2_RAT

JAK1_HUMAN
JAK2_HUMAN
KCNA3_HUMAN
KCNA5_HUMAN
KCNH2_HUMAN
KDM1A_HUMAN
KDM4A_HUMAN
KIF11_HUMAN
KIT_HUMAN
KKCC2_HUMAN
KPCB_HUMAN
KPCD_HUMAN
KPCE_HUMAN
KPCG_HUMAN
KS6A1_HUMAN
KS6A3_HUMAN
KS6B1_HUMAN
KSYK_HUMAN
LEF_BACAN
LIPS_HUMAN
LKHA4_HUMAN
LMNA_HUMAN
LOX15_HUMAN
LOX5_HUMAN
LOX5_RAT
LSS_HUMAN
LT4R1_HUMAN
M3K10_HUMAN
M3K9_HUMAN
MAP11_HUMAN
MAP2_HUMAN
MBTD1_HUMAN
MCL1_HUMAN
MCLN3_HUMAN

PIN1_HUMAN
PLIN1_HUMAN
PLIN5_HUMAN
PLK1_HUMAN
PNMT_HUMAN
PPARA_HUMAN
PPBT_HUMAN
PPCE_HUMAN
PPO2_AGABI
PRGR_HUMAN
PSB1_HUMAN
PSN1_HUMAN
PTAFR_HUMAN
PTGES_HUMAN
PTN1_HUMAN
PTN2_HUMAN
PTN5_HUMAN
PTN7_HUMAN
PYGM_HUMAN
RAC1_HUMAN
RAC1_MOUSE
RARA_HUMAN
RARB_HUMAN
RARG_HUMAN
RET_HUMAN
RIPK2_HUMAN
ROCK1_HUMAN
ROCK2_HUMAN
RORA_HUMAN
RORG_HUMAN
RXRA_HUMAN
RXRB_HUMAN
RXRG_HUMAN
S1PR1_HUMAN
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ADA1A_RAT
ADA2A_HUMAN
ADA2B_HUMAN
ADA2C_HUMAN
ADA2C_RAT
ADH1A_HUMAN
ADRB1_HUMAN
ADRB3_HUMAN
AHR_HUMAN
AK1C3_HUMAN
AKT1_HUMAN
ALDR_RAT
ALK_HUMAN
AMPC_ENTCL
AMPE_HUMAN
AMPL_HUMAN
AMPN_HUMAN
ANDR_HUMAN
ANDR_RAT
AOC3_HUMAN
AOFA_HUMAN
AOFA_RAT
AOFB_HUMAN
AOFB_RAT
APH1B_HUMAN
AT12A_HUMAN
ATP4A_HUMAN
B2LA1_HUMAN
BACE1_HUMAN
BODG_HUMAN
C11B1_HUMAN
C11B2_HUMAN
CAC1B_HUMAN
CAC1C_HUMAN

DRD3_HUMAN
DRD3_RAT
DRD4_HUMAN
DRD4_RAT
DRD5_HUMAN
DRTS_PLAFK
DUS3_HUMAN
DYR1A_HUMAN
DYR1A_RAT
EBP_HUMAN
EPAS1_HUMAN
ESR1_HUMAN
ESR2_HUMAN
EST1_HUMAN
EST2_HUMAN
FAAH1_HUMAN
FAAH1_RAT
FDFT_HUMAN
FDFT_RAT
FFAR1_HUMAN
FGFR2_HUMAN
FKB1A_HUMAN
FOLH1_HUMAN
FPPS_HUMAN
FUCO_HUMAN
FURIN_HUMAN
FYN_HUMAN
G6PD_HUMAN
GALR3_HUMAN
GCR_HUMAN
GGPPS_HUMAN
GLCM_HUMAN
GLI1_HUMAN
GLRA1_HUMAN

MCR_HUMAN
MDM2_HUMAN
MDR1_HUMAN
MEN1_HUMAN
MGLL_HUMAN

MIF_HUMAN
MK11_HUMAN
MK15_HUMAN

MMP12_HUMAN

MMP17_HUMAN
MMP2_HUMAN
MMP3_HUMAN
MMP9_HUMAN
MP2K1_HUMAN

MPI_HUMAN
MPIP1_HUMAN
MPIP2_HUMAN
MPIP3_HUMAN

MTR1A_HUMAN

MTR1B_HUMAN
NEP_HUMAN
NEP_RAT
NICA_HUMAN
NISCH_HUMAN
NMDE2_HUMAN
NMDE2_RAT
NMDZ1_RAT
NOS1_HUMAN
NOS1_RAT
NOS2_HUMAN
NOS2_MOUSE
NOS3_HUMAN
NPY1R_HUMAN
NPY5R_HUMAN

S1PR2_HUMAN
S1PR3_HUMAN
S1PR4_HUMAN
S1PR5_HUMAN
$22A2_HUMAN

S5A1_HUMAN
S5A2_HUMAN
SC5A7_HUMAN
SC6A1_MOUSE
SC6A1_RAT
SC6A2_HUMAN
SC6A3_HUMAN
SC6A3_RAT
SC6A4_HUMAN
SC6A4_RAT
SC6A9_HUMAN

SCN5A_HUMAN
SCN9A_HUMAN
SGMR1_CAVPO

SGMR1_HUMAN

SGMR1_RAT
SHBG_HUMAN
SIR1_HUMAN
SIR2_HUMAN
SL9A1_HUMAN

SO1B1_HUMAN
SO1B3_HUMAN
SOAT1_HUMAN

SOAT1_RAT
STAT3_HUMAN
STF1_HUMAN
STK4_HUMAN
STS_HUMAN
TAARL_HUMAN

36



CAC1G_HUMAN
CACIH_HUMAN
CAH1_HUMAN
CAH12_HUMAN
CAH13_HUMAN
CAH14_HUMAN
CAH2_HUMAN
CAH4_BOVIN
CAH4_HUMAN
CAH5A_HUMAN
CAH5B_HUMAN
CAH6_HUMAN
CAH7_HUMAN
CAH9_HUMAN
CAN1_HUMAN
CASP2_HUMAN
CASP9_HUMAN
CATB_HUMAN
CATG_HUMAN
CATK_HUMAN
CATL1_HUMAN
CATS_HUMAN
CBG_HUMAN
CCR1_HUMAN
CCR2_HUMAN
CCR3_HUMAN
CDC7_HUMAN
CDK1_HUMAN
CDK16_HUMAN
CDK7_HUMAN

GP119_HUMAN
GPBAR_HUMAN
GPR18_HUMAN
GPR35_HUMAN
GPR55_HUMAN
GRIA2_HUMAN
GRIK1_HUMAN
GRIK2_HUMAN
GRM1_HUMAN
GRM1_RAT
GRM2_HUMAN
GRM2_RAT
GRM4_HUMAN
GRMS5_RAT
GSK3A_HUMAN
GSK3B_HUMAN
HCAR2_HUMAN
HDAC1_HUMAN
HDAC1_PONAB
HDAC2_HUMAN
HDAC3_HUMAN
HDAC4_HUMAN
HDAC6_HUMAN
HDACS_HUMAN
HIF1IA_HUMAN
HNF4A_HUMAN
HRH1_CAVPO
HRH1_HUMAN
HRH1_RAT
HRH2_HUMAN

NR1H2_HUMAN
NR1H3_HUMAN
NR1H4_HUMAN
NR112_HUMAN
NR2E3_HUMAN
NUAK1_HUMAN
OPRK_CAVPO
OPRK_HUMAN
OPRK_RAT
OPRM_HUMAN
OPRM_MOUSE
OPRX_HUMAN
OX1R_HUMAN
P2RX7_HUMAN
P2RX7_RAT
PA21B_HUMAN
PA2GA_HUMAN
PABP1_HUMAN
PAK4_HUMAN
PCP_HUMAN
PD2R_HUMAN
PDE10_HUMAN
PDE1B_HUMAN
PDE1C_HUMAN
PDE3A_HUMAN
PDE4A_HUMAN
PDE4B_HUMAN
PDE4D_HUMAN
PDE7A_HUMAN
PDPK1_HUMAN

TAAR1_MOUSE
TAU_HUMAN
TBA1A_PIG
TBB2B_RAT
TERT_HUMAN
TF65_HUMAN
TGM2_HUMAN
THA_HUMAN
THAS_HUMAN
THAS_RAT
THB_HUMAN
TLR9_HUMAN
TNFA_HUMAN
TPA_HUMAN
TRPA1_HUMAN
TRPM8_HUMAN
TRPV1_HUMAN
TRPV1_RAT
TRY2_HUMAN
TRYB1_HUMAN
TRYB2_HUMAN
TSHR_HUMAN
TTL_HUMAN
UD2B7_HUMAN
UFO_HUMAN
UROK_HUMAN
VACHT_HUMAN
VDR_HUMAN
XBP1_HUMAN
XDH_BOVIN

Tabla 14. Lista de dianas que estdn vinculadas con uno o mds de los compuestos bioactivos del aceite

esencial de S. molle.

Procesos bioldgicos enriquecidos a partir de las dianas predichas de los clisteres 1y 2.
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Codigos Procesos Bioldgicos Codigos Procesos Bioldgicos
Transicién g2/m del ciclo Regulacidn circadiana de la
G0:0000086 G0:0032922
celular mitdtico expresion génica
Regulacidn negativa de la
Regulacidn positiva de la
G0:0000122 transcripcion del promotor G0:0033138
fosforilacion de peptidil-serina
de la ARN polimerasa Il
Activacion de la actividad
G0:0000187 G0:0034205 Formacién de beta-amiloide
mapk
Proceso de biosintesis de Respuesta celular a especies
G0:0001516 G0:0034614
prostaglandinas reactivas de oxigeno
G0:0001525 Angiogénesis G0:0034983 Desacetilacion de peptidil-lisina
Ovulacién del foliculo
G0:0001542 G0:0035094 Respuesta a la nicotina
ovarico
Respuesta conductual al Via de sefializacién del receptor
G0:0001662 G0:0035235
miedo ionotrépico de glutamato
Transduccién de seiiales
G0:0001666 Respuesta a la hipoxia G0:0035556
intracelulares
Regulacidn positiva de la Via de sefializacién del receptor
G0:0001934 G0:0038003
fosforilacion de proteinas opioide
Transmisidn sinaptica,
G0:0001963 G0:0040012 Regulacién de la locomocién
dopaminérgica
Remodelacién de vasos Regulacién del proceso
G0:0001974 G0:0042053
sanguineos metabdlico de la dopamina
Proceso de biosintesis de
G0:0001975 Respuesta a la anfetamina  G0:0042136
neurotransmisores
Maduracion de la
G0:0002003 G0:0042178 Proceso catabdlico xenobidtico
angiotensina
Inmunidad mediada por
G0:0002446 G0:0042220 Respuesta a la cocaina
neutréfilos
Regulacidn positiva de la
Via de sefializacién de
G0:0003376 G0:0042307 importacién de proteinas en el
esfingosina-1-fosfato
nucleo
G0:0006198 Proceso catabdlico camp G0:0042310 Vasoconstriccion
G0:0006468  Fosforilacién de proteinas  G0:0042391 Regulacidn del potencial de
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G0:0006476
G0:0006508

G0:0006509

G0:0006694

G0:0006695

G0:0006702

G0:0006704

G0:0006706

G0:0006730

G0:0006805

G0:0006809

G0:0006816

G0:0006836

G0:0006874

G0:0006915

G0:0006939

GO:0006954

G0O:0006955

Desacetilacion de proteinas
Protedlisis
Protedlisis del ectodominio
de la proteina de
membrana
Proceso de biosintesis de
esteroides
Proceso de biosintesis de
colesterol
Proceso de biosintesis de
andrdégenos
Proceso de biosintesis de
glucocorticoides
Proceso catabdlico de
esteroides
Proceso metabdlico de un
carbono
Proceso metabdlico
xenobidtico
Proceso biosintético de
Oxido nitrico
Transporte de iones de
calcio
Transporte de
neurotransmisores
Homeostasis de iones de
calcio celular
Proceso apoptético
Contraccion del musculo

liso

Respuesta inflamatoria

Respuesta inmune

G0:0042493
G0:0042593

G0:0042596

G0:0042632

G0:0042737

G0:0042738

G0:0042752

G0:0042755

G0:0042759

G0:0042789

G0:0042982

G0:0042987

G0:0043065

G0:0043066

G0:0043278

G0:0043406

G0:0043410

G0:0043518

membrana
Respuesta a la droga

Homeostasis de la glucosa

Respuesta de miedo

Homeostasis del colesterol

Proceso catabdlico de drogas

Proceso catabdlico de farmacos

exogenos

Regulacidén del ritmo circadiano

Comportamiento alimentario

Proceso biosintético de acidos
grasos de cadena larga
Transcripcion de ARNm del
promotor de ARN polimerasa Il
Proceso metabdlico de la
proteina precursora de amiloide
Proceso catabdlico de la
proteina precursora de amiloide
Regulacion positiva del proceso
apoptdtico
Regulacidn negativa del proceso
apoptadtico
Respuesta a la morfina
Regulacidon positiva de la
actividad map quinasa
Regulacidn positiva de la

cascada mapk

Regulacién negativa de la
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G0:0007165

G0:0007186

G0:0007187

G0:0007188

G0:0007189

G0:0007190

G0:0007193

G0:0007194

G0:0007197

Transduccion de sefiales

Via de sefializacion del
receptor acoplado a
proteina g
Via de sefializacién del
receptor acoplado a
proteina g, acoplado al
segundo mensajero de
nucledtido ciclico
Via de sefializacion del
receptor acoplado a
proteina g moduladora de
adenilato ciclasa
Via de sefializacién del
receptor acoplado a
proteina g activadora de
adenilato ciclasa
Activacion de la actividad
del adenilato ciclasa
Via de sefializacién del
receptor acoplado a
proteina g que inhibe el
adenilato ciclasa
Regulacidn negativa de la
actividad del adenilato
ciclasa
Via de sefializacién del
receptor de acetilcolina
acoplado a proteina g que

inhibe el adenilato ciclasa

G0:0043524

G0:0043525

G0:0043627

G0:0043951

G0:0045429

G0:0045471

G0:0045760

G0:0045766

G0:0045776

respuesta al dafio del ADN,
transduccidn de sefiales por el
mediador de clase p53
Regulacidn negativa del proceso

apoptoético de la neurona

Regulacidn positiva del proceso

apoptodtico de la neurona

Respuesta al estrogeno

Regulacién negativa de la

sefializacion mediada por camp

Regulacidén positiva del proceso

biosintético del 6xido nitrico

Respuesta al etanol

Regulacién positiva del

potencial de accién

Regulacidn positiva de la

angiogénesis

Regulacién negativa de la

presién arterial
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G0:0007198

G0:0007200

G0:0007204

G0:0007212

G0:0007213

G0:0007218

G0:0007220

G0:0007249

G0:0007268

G0:0007271

G0:0007565

G0:0007567

G0:0007568

G0:0007611

Via de sefializacion del
receptor de serotonina que
inhibe el adenilato ciclasa
Via de sefializacion del
receptor acoplado a
proteina g activadora de
fosfolipasa c
Regulacidn positiva de la
concentracion de iones de

calcio citosdlico

Via de sefializaciéon del

receptor de dopamina

Via de sefializacién del
receptor de acetilcolina

acoplado a proteina g

Via de sefializacién de

neuropéptidos

Procesamiento del receptor
de muesca
Sefalizacién de quinasa i-
kappab/nf-kappab
Transmision sinaptica
quimica
Transmisién sinaptica,

colinérgica

Embarazo femenino

Parto

Envejecimiento

Aprendizaje o memoria

G0:0045893

G0:0045907

G0:0045931

G0:0045944

G0:0046483

G0:0046627

G0:0046677

G0:0046777

G0:0048148

G0:0048149

G0:0048384

G0:0048511

G0:0048661

G0:0050482

Regulacidn positiva de la

transcripcion, plantilla de ADN

Regulacidon positiva de la

vasoconstriccion

Regulacidn positiva del ciclo

celular mitético

Regulacidon positiva de la
transcripcion del promotor de la

ARN polimerasa Il

Proceso metabdlico del

heterociclo

Regulacién negativa de la via de
sefializacion del receptor de

insulina

Respuesta al antibidtico

Autofosforilacion de proteinas

Respuesta conductual ala

cocaina

Respuesta conductual al etanol

Via de sefializacion del receptor
del acido retinoico
Proceso ritmico
Regulacidn positiva de la
proliferacién de células de
musculo liso

Secrecion de acido
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G0:0007613

G0:0007623

G0:0007626

G0:0008202

G0:0008203

G0:0008209

G0:0008210

G0:0008217

G0:0008284

G0:0008285

G0:0008542

G0:0008584

G0:0009409

G0:0009410

Memoria

Ritmo circadiano

Comportamiento
locomotor
Proceso metabdlico de
esteroides
Proceso metabdlico del

colesterol

Proceso metabdlico de los

andrégenos

Proceso metabdlico de los
estrogenos
Regulacidn de la presion

arterial

Regulacidn positiva de la

proliferacién celular

Regulacién negativa de la

proliferacion celular

Aprendizaje visual

Desarrollo de las génadas

masculinas

Respuesta al frio

Respuesta al estimulo

G0:0050727

G0:0050729

G0:0050795

G0:0050796

G0:0050955

G0:0050966

G0:0051209

G0:0051247

G0:0051481

G0:0051482

G0:0051492

G0:0051926

G0:0051930

G0:0051966

araquiddnico
Regulacion de la respuesta

inflamatoria
Regulacidn positiva de la

respuesta inflamatoria

Regulacién del comportamiento

Regulacién de la secreciéon de

insulina

Termocepcién

Deteccion de estimulos
mecanicos implicados en la
percepcién sensorial del dolor
Liberacidn de iones de calcio
secuestrados en el citosol
Regulacion positiva del proceso
metabdlico de proteinas
Regulacién negativa de la
concentracion de iones de
calcio citosolico
Regulacidn positiva de la
concentracion de iones de
calcio citosélico implicada en la
via de sefializacion acoplada a
proteina g activadora de
fosfolipasa c
Regulacién del ensamblaje de
fibras de tension
Regulacidn negativa del
transporte de iones de calcio
Regulacion de la percepcion
sensorial del dolor

Regulacidn de la transmisidon
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G0:0009636

G0:0009755

G0:0010613

G0:0010628

G0:0010629

G0:0014059

G0:0014063

G0:0016098

G0:0016485

G0:0016575

GO:0017144

G0:0018105

G0:0018107

G0:0018108

G0:0019221

xenobidtico

Respuesta a sustancia

toxica

Via de sefializacién
mediada por hormonas
Regulacidn positiva de la
hipertrofia del musculo

cardiaco

Regulacidn positiva de la

expresion génica

Regulacién negativa de la

expresion génica

Regulacidn de la secrecion

de dopamina

Regulacién negativa de la
secrecion de serotonina
Proceso metabdlico
monoterpenoide
Procesamiento de

proteinas

Desacetilacién de histonas

Proceso metabdlico de
drogas
Fosforilacién de peptidil-
serina
Fosforilacion de peptidil-
treonina
Fosforilacidn de peptidil-
tirosina

Via de sefializacién

G0:0051967

G0:0060079

G0:0060134

G0:0060158

G0:0060348

G0:0060397

G0:0061370

G0:0070301

G0:0070374

G0:0070588

G0:0070932

G0:0070933

G0:0071222

G0:0071300

G0:0071312

sinaptica, glutamatérgica
Regulacidn negativa de la
transmisiéon sindptica,
glutamatérgica
Potencial postsinaptico

excitatorio

Inhibicion de prepulso

Via de sefializacion del receptor
de dopamina activador de

fosfolipasa c

Desarrollo éseo

Cascada jak-stat implicada en la
via de sefializacidn de la
hormona del crecimiento
Proceso de biosintesis de

testosterona
Respuesta celular al perdxido
de hidrégeno
Regulacidn positiva de la
cascada erkl y erk2
Transporte transmembrana de

iones de calcio

Desacetilacion de la histona h3

Desacetilacién de histona h4

Respuesta celular al
lipopolisacarido
Respuesta celular al acido
retinoico

Respuesta celular al alcaloide
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G0:0019222

G0:0019228

G0:0019229

G0:0019233

G0:0019369

G0:0019370

G0:0019371

G0:0019722

G0:0019933

G0:0022617

G0:0030518

G0:0030522

G0:0030574

G0:0031641

mediada por citoquinas
Regulacion del proceso
metabdlico
Potencial de accién
neuronal
Regulacién de la
vasoconstricciéon
Percepcidn sensorial del
dolor
Proceso metabdlico del
acido araquiddnico
Proceso de biosintesis de

leucotrienos

Via de la ciclooxigenasa

Sefializaciéon mediada por

calcio

Sefializaciéon mediada por

camp

Desmontaje de la matriz

extracelular

Via de sefializacion del
receptor intracelular de
hormonas esteroides
Via de sefializacion del

receptor intracelular
Proceso catabdlico del

colageno

Regulacién de la

mielinizacién

G0:0071375

G0:0071407

G0:0071456

G0:0071492

G0:0071498

G0:0071549

G0:0071872

G0:0071875

G0:0071880

G0:0086010

G0:0097067

G0:0097191

G0:0098664

G0:1901386

Respuesta celular al estimulo de
la hormona peptidica
Respuesta celular al compuesto

ciclico organico

Respuesta celular a la hipoxia

Respuesta celular a los rayos uv-
a
Respuesta celular al esfuerzo
cortante del fluido
Respuesta celular al estimulo de
dexametasona
Respuesta celular al estimulo de
epinefrina
Via de sefializacion del receptor
adrenérgico
Via de sefializacion del receptor
adrenérgico activador de
adenilato ciclasa
Despolarizacion de la
membrana durante el potencial

de accion

Respuesta celular al estimulo de

la hormona tiroidea

Via de sefalizacién apoptodtica
extrinseca
Via de sefializacion del receptor
de serotonina acoplado a
proteina g
Regulacién negativa de la
actividad de los canales de

calcio dependientes de voltaje
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Regulacidn positiva de la Regulacidn positiva de la

G0:0032092 G0:1902004
union a proteinas formacion de beta-amiloide
Regulacién negativa de la
transcripcidon de pri-mirna del
G0:0032355 Respuesta al estradiol G0:1902894

promotor de la ARN polimerasa
Il
Respuesta al

G0:0032496 G0:1904645 Respuesta a beta-amiloide
lipopolisacdarido

Respuesta al acido Respuesta celular a beta-
G0:0032526 G0:1904646
retinoico amiloide
Regulacidon positiva de la Regulacidon positiva de la

G0:0032729  produccion de interferén-  G0:1904707 proliferacién de células del
gamma musculo liso vascular

Regulacidn positiva de la
Formacién de fibrillas de
G0:0032735 produccién de interleucina-  G0:1990000
amiloide
12

Regulacidn positiva de la
Regulacidn positiva de la
G0:0032755 produccion de interleucina-  G0:2000273
actividad del receptor
6

Regulacidn positiva de la
Regulacién de la exocitosis de
G0:0032757 produccién de interleucina- G0:2000300
vesiculas sinapticas
8

Regulacidn positiva de la
G0:0032760 produccion del factor de

necrosis tumoral

Tabla 15. Lista completa de procesos biolégicos enriquecidos a partir de todos los compuestos del aceite

S. molle.

Rutas metabdlicas enriquecidas de la base de datos KEGG a partir de las dianas predichas de los

clisteres1y2.

Codigos Rutas Metabdlicas Codigos Rutas Metabdlicas
Biosintesis de hormonas Maduracién de ovocitos
hsa00140 hsa04914
esteroides mediada por progesterona
Metabolismo del acido Via de sefializacion de
hsa00590 hsa04915
araquiddnico estrégenos
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Via de sefializacién de la
hsa00591 Metabolismo del acido linoleico hsa04919
hormona tiroidea

Via de sefializacion de
hsa00910 Metabolismo del nitrégeno hsa04920
adipocitoquinas

Regulacion de la lipdlisis en
hsa01100 Vias metabdlicas hsa04923
adipocitos

Resistencia al inhibidor de la
hsa01521 hsa04924 Secrecion de renina
tirosina cinasa del EGFR

hsa04020 Via de sefializacién del calcio hsa04929 Secrecion de GnRH
hsa04022 Via de senalizacion de cGMP-PKG  hsa04931 Resistencia a la insulina
hsa04024 Via de sefializacion de AMPc hsa05030 Adiccién ala cocaina

Via de sefializacién de
hsa04062 hsa05031 Adiccion alas anfetaminas
quimioquinas

hsa04066 Via de sefializacién de HIF-1 hsa05032 Adiccion ala morfina
Via de sefializacién de los
hsa04071 hsa05034 Alcoholismo
esfingolipidos

Infeccién por citomegalovirus

hsa04370 Via de sefializacidon de VEGF hsa05163
humano
hsa04371 Via de sefializacion de Apelin hsa05164 Influenza A
hsa04540 Brecha de la salida hsa05200 Vias en el cancer
Carcinogénesis quimica -
hsa04614 Sistema renina-angiotensina hsa05204
aductos de ADN
hsa04659 Diferenciacion de células Th17 hsa05205 Proteoglicanos en el cancer
Carcinogénesis quimica -
hsa04725 Sinapsis colinérgica hsa05207
activacion del receptor
hsa04726 Sinapsis serotoninérgica hsa05215 Cancer de prostata
Cancer de pulmén de células
hsa04728 Sinapsis dopaminérgica hsa05223
no pequefas
hsa04742 Transduccién del gusto hsa05417 Lipidos y aterosclerosis

Regulacidon de mediadores
hsa04750
inflamatorios de los canales TRP

Tabla 16. Lista completa de rutas metabdlicas enriquecidas a partir de todos los compuestos del aceite S.

molle.
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