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Resumen:

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria causada por parasitos del género Leishmania spp., esta
enfermedad aln no ha sido controlada y se considera un problema de la salud publica debido a que en
la actualidad no existe un tratamiento eficaz. Los aceites esenciales se han convertido en potenciales
agentes terapéuticos debido a sus propiedades antiparasitarias, lo que podria controlar la enfermedad.
Este estudio investigd la actividad antileishmanial in vitro de los aceites esenciales de Morella
pubescens, Melaleuca viridifolia y Ocotea quixos contra el promastigote de Leishmania infantum vy
Leishmania mexicana utilizando el método colorimétrico de metiltiazol tetrazolio (MTT). Se prepararon
promastigotes y se cultivaron en un medio Schneider’s Drosophila en una placa de 96 pocillos. Se
examinaron los efectos de las diferentes concentraciones de los aceites esenciales disueltos en DMSO
(40, 50, 100, 150, 200, 400, 600 y 800 pg/mL) después de 72 horas usando la prueba de MTT. Los
resultados mostraron que el uso de los aceites esenciales de las especies de M. pubescens, M. viridifolia
y O. quixos, redujeron la viabilidad en todas las concentraciones en comparacion con el control positivo
(p<0.0001), presentaron un efecto leishmanicida sobre L. infantum, con un ICso de 90.26, 48.91y 126.1
ug/mL respectivamente. Mientras que para L. mexicana el ICso fue de 25.6, 91.22 y 59.76 pg/mL para
M. pubescens, M. viridifolia y O. quixos. De los estudios in silico del aceite esencial de M. pubescens se
deduce que los efectos observados in vitro podrian estar relacionados con la inducciéon de muerte
celular programada, a partir de la interaccion de los compuestos del aceite esencial con los procesos o
vias de sefializacién celular como el proceso de regulacién negativa de la proliferacién celular, la via de
sefializacion del AMPc y la via de sefializacion de Ca2+ celular

Palabras clave: aceites esenciales, muerte celular, leishmaniasis

Abstract
Leishmaniasis is a parasitic disease caused by Leishmania spp. This disease has not been controlled and
is considered a public health problem because there is currently no effective treatment. Essential oils
have become potential therapeutic agents due to their antiparasitic properties, which could control
the disease. This study investigated the in leishmanicida activity of essential oils from Morella
pubescens, Melaleuca viridifolia and Ocotea quixos against Leishmania infantum and Leishmania
mexicana promastigote using the methylthiazol tetrazolium (MTT) colorimetric method.
Promastigotes were prepared and cultured on Schneider's Drosophila medium in a 96-well plate. The
effects of different concentrations of the essential oils dissolved in DMSO (40, 50, 100, 150, 150, 200,
400, 600 and 800 pg/mL) were examined after 72 hours using the MTT assay. The results showed that
the use of essential oils of M. pubescens, M. viridifolia and O. quixos species, reduced viability at all
concentrations compared to the positive control (p<0.0001), presented a leishmanicidal effect on L.
infantum, with an IC50 of 90.26, 48.91 and 126.1 pg/mL respectively. While for L. mexicana the IC50
was 25.6, 91.22 and 59.76 ug/mL for M. pubescens, M. viridifolia and O. quixos respectively. For the in
silico studies of the essential oil of M. pubescens it is deduced that the effects observed in vitro could
be related to the induction of programmed cell death, from the interaction of the compounds of the
essential oil with the processes or cell signaling pathways such as the process of negative regulation of
cell proliferation, the cAMP signaling pathway and the cellular Ca2+ signaling pathway.

Key words: essential oils, death cell, leishmaniasis



1. INTRODUCCION
La leishmaniasis es una enfermedad causada por parasitos del género Leishmania spp, un patégeno
intracelular que invade las células huésped fagociticas tanto en humanos como en animales.
Alrededor de 30 diferentes especies de flebdtomos hembra pueden transmitir este parasito en su
forma promastigote a través de su picadura. Dentro del huésped, los parasitos se diferencian en la

forma amastigote y se multiplican, causando leishmaniasis (1,2).

En detalle, la leishmania en su forma de promastigote metaciclica es atrapada por los macréfagos
del sistema inmune para seguir el proceso de fagocitosis. Los promastigotes se desarrollan a su
forma amastigote que se multiplica dentro de los macréfagos y causa su lisis celular. El ciclo de vida
del parasito continla cuando la mosca vector pica a un ser humano o animal contagiado.
Finalmente, dentro de la mosca los amastigotes se convierten en promastigotes prociclicos no
infectivos, se multiplican y se diferencian hacia promastigotes metaciclicos o infectivos. El ciclo se

repite cuando la mosca pica a otra persona o animal sano (3) (llustracién 1).
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Ilustracion 1. Ciclo de vida de Leishmania spp. (4)



Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis dependeran de la especie infectante, pudiendo
presentarse como una enfermedad cutanea, mucocutdnea o visceral, causadas fundamentalmente
por la leishmaniasis del Nuevo Mundo cuyas especies implicadas son: Leishmania mexicana,

Leishmania infantum, Leishmania panamensis, Leishmania braziliensis y Leishmania amazonensis

(5).

Actualmente esta enfermedad se considera un problema de salud publica, pues esta ampliamente
distribuida en 88 paises de los cinco continentes. Sin embargo, los factores asociados a su
transmisién, fundamentalmente, son la pobreza y las condiciones ambientales. Es por ello que la
mayoria de los casos se concentra en América, evidencidndose un registro anual de alrededor de

46 mil casos (6).

En la América del Sur, L. infantum tiene relevancia epidemioldgica debido a su alta tasa de
morbilidad y mortalidad tanto en humanos como en caninos. Aun cuando el Ministerio de Salud
Publica ha intentado realizar grandes esfuerzos por mitigar la leishmaniasis visceral, su carga se
duplicé en la ultima década, sobre todo en Brasil, donde existe una alta prevalencia de infeccion

por L. infantum (7).

En Ecuador, cada afio se reportan cerca de 1000 casos de leishmaniasis de tipo cutdnea vy
mucocutanea en 23 de las 24 provincias (exceptuando las Islas Galapagos). Las tasas mas altas de
contagios corresponden a las provincias de Esmeraldas, Manabi y Pichincha (8). La mayoria de los
casos de Leishmaniasis cutanea en Ecuador son causados por L. guyanensis y L. panamensis,

seguido de L. mexicana, L. amazonensis y L. braziliensis (9).

Cabe enfatizar que el tratamiento de leishmaniasis es complicado debido a los efectos secundarios
que generan los farmacos utilizados. Los medicamentos de primera eleccién en América Latina son
los antimoniales pentavalentes y anfotericina B, sin embargo, existen algunas limitaciones
relacionadas con su uso, pues estos medicamentos tienen alto costo y los tratamientos se
extienden por largos periodos, por lo que se genera alta toxicidad, eficacia variable y resistencia
antiparasitaria (10). Tampoco se han desarrollado vacunas para generar una proteccion a largo
plazo y garantizar una inmunidad eficaz contra la leishmaniasis (11). El descubrimiento de nuevos
tratamientos contra la leishmaniasis es la Unica manera de asegurar el control continuo de esta

enfermedad.



En la actualidad la medicina natural cumple un papel importante en el control de enfermedades.
Por ejemplo, el cadncer, una enfermedad en la que la medicina natural se ha enfocado
exhaustivamente, proponiéndose como un tratamiento alternativo o coadyuvante. Esto se ha
logrado gracias a los estudios in vivo e in vitro donde se han demostrado las propiedades
anticancerigenas de ciertos metabolitos derivados de plantas. Algunos compuestos que se han
obtenido para el tratamiento contra el cancer en estudios preclinicos son la berberina, las

catequinas, resveratrol, sulforafano, licopeno y la quercetina (12).

En este contexto, algunos compuestos que se encuentran en las plantas, tales como los terpenos,
flavonoides y alcaloides, se han probado en el tratamiento de leishmaniasis. Es por ello que los
aceites esenciales de algunas plantas medicinales se han convertido en potenciales agentes

terapéuticos debido a sus propiedades antiparasitarias (13).

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios que se obtienen a partir de la extracciéon de
diferentes partes de las plantas aromdticas, estas fracciones liquidas volatiles constituyen una
mezcla compleja de hidrocarburos y compuestos oxigenados, responsables de las propiedades de

cada planta (14).

Ecuador se considera un pais megadiverso por sus ecosistemas, habiéndose reportado cerca de
3118 plantas medicinales pertenecientes a 206 familias (15). Factores como el clima, la ubicacion
geografica y la biodiversidad hacen que este pais tenga quimiotipos, variacion de composicidn

quimica en AE (16), con potencial terapéutico y por ello es relevante su investigacion.

Por lo antes expuesto, en el presente estudio se analizaran los aceites esenciales de Ocotea quixos,

Melaleuca viridifolia y Morella pubescens provenientes de cultivos ecuatorianos.

La especie vegetal de O. quixos, conocida por su nombre comun como ishpingo, es una planta nativa
de Ecuador. Este arbol se encuentra Unicamente en una pequefia region de la Amazonia
ecuatoriana y ha sido utilizado en el campo de la medicina tradicional en forma de infusién para

calmar dolores estomacales (17).

En cuanto a M. pubescens, esta planta se encuentra en Bolivia, Peru, Colombia y Ecuador, donde se

la conoce como Laurel de monte (18). En Ecuador, la medicina ancestral reporta algunos beneficios



atribuidos como la reduccidn del dolor muscular y cansancio, también se ha utilizado para la fase

inicial de la sordera y afecciones del parto y posparto (19).

La M. viridiflora, es un arbol originario de Australia, Nueva Caledonia y las islas francesas del
Pacifico. Esta planta se ha utilizado por sus actividades antimicrobianas, siendo una prometedora
alternativa a los antibidticos especialmente por su rdpida accién y baja tendencia a inducir

resistencia (20).

En la literatura existe poca informacidn sobre el andlisis de la actividad de estos aceites esenciales
en el crecimiento de L. Infantum y L. mexicana, por lo tanto, el objetivo es analizar el
comportamiento del crecimiento de L. infantum y L. mexicana bajo la influencia de los aceites
esenciales de las plantas medicinales de M. viridiflora, M. pubescens y O. quixos por medio de un

andlisis in vitro (ensayo MTT) y un andlisis in silico (herramientas bioinformaticas).

HIPOTESIS
Los aceites esenciales de Melaleuca viridifolia, Morella pubescens y Ocotea quixos poseen efecto

leishmanicida contra Leishmania spp.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad leishmanicida de los aceites esenciales Melaleuca viridifolia, Morella

pubescens y Ocotea quixos contra Leishmania spp. in vitro e in silico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener aceites esenciales de composicién definida con actividad leishmanicida por el método
de destilacion de arrastre de vapor agua.

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

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

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

enriquecimiento.



MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales, equipos y reactivos

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

de la Universidad Internacional SEK (UISEK).

Tabla 1. Reactivos

Nombre

Casa comercial

Medio de cultivo de insectos Schneider’s Drosophila
Hidréxido 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% ((CHs).SO)

Suero fetal bovino inactivado

Anfotericina B

Penicilina / Estreptomicina

Sigma Aldrich, $9895
Merck
Merck

J. T. Baker

Eurobio scientific

Sigma-Aldrich (A2942)

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 ORION STAR A111 ThermoScientific

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

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

Destilador industrial - -

Analizador de Humedad BMAI50 BOECO
Refractémetro digital BOE 32195 BOECO
Cromatdgrafo de gases 7890 Agilent

2.2. Métodos

2.2.1. Preparacién del material vegetal
La cosecha de los tallos, hojas y flores de la especie vegetal M. pubescens y hojas de la M. viridiflora
se realizé en el campo de las instalaciones de Aromavida S.A. En tanto que, las hojas maduras del

arbol de O. quixos se cosecharon en las instalaciones de la Fundacién Chankuap.

Se realizé un proceso de seleccidn del material vegetal en estado fresco, que consistié en eliminar

las impurezas como tierra e insectos, dejandolo apto para la extraccidn del aceite esencial.

Los aceites esenciales de las M. viridiflora y M. pubescens fueron proporcionados por la empresa
Aromavida S.A. ubicada en Guayllabamba, en el norte de Quito. Mientras que el aceite esencial de
0. quixos fue entregado por la fundacién Chankuap, ubicada en la ciudad de Macas de la provincia

de Morona Santiago.

2.2.2. Determinacién de la humedad

Para determinar la humedad del material vegetal se empled un Analizador de Humedad marca
Boeco BMAISO0. 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 comprobd constantemente la pérdida de su

masa. Los datos que arrojé el equipo corresponden al contenido de humedad de la muestra



analizada.

2.2.3. Obtencién de los aceites esenciales
La extraccién de los aceites esenciales se llevd a cabo empleando un equipo de destilacion. 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 destilacion por arrastre de vapor de agua.

El vapor atraviesa 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 separacion.

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

esencial se separd del agua por decantacién.

2.2.4. 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.
Calculo:

V (mL)

Ecuacion 1
—=% 100
P(g9)

%R =

Doénde:

% R: porcentaje de rendimiento;
V: volumen del aceite esencial extraido (mL);

P: peso de la materia vegetal antes del proceso de destilacion(g).

2.2.5. Densidad relativa

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

(IS0 279:1998).



Se procedidé a pesar un picndmetro vacio en una balanza analitica, en segundo lugar, se pesé el
picnémetro 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:

La densidad relativa se obtiene con la siguiente formula:

- m2 —m0 Ecuacion 2
ml —mo0

Donde:

d: densidad relativa a 20 °C, referido al agua a 20 °C;
mo: masa en gramos del picndmetro vacio;
m;: masa en gramos del picndmetro con agua;

m;: masa en gramos del picnédmetro con aceite esencial.

2.2.6. indice de refraccién

El indice de refraccién se realizd segin la norma AFNOR NF T 75-112 (ISO 280: 1998), para
identificar la pureza del aceite esencial: Para ello se empled un refractémetro de mano, marca
(BOECO 32195). Se llevo a cabo la calibracién del instrumento, constatando el valor del indice de
refraccion del agua destilada (1,3330). Después, se colocd una gota de aceite esencial y se efectud

la lectura correspondiente. Todo el procedimiento se llevé a cabo a 20°C.

2.3. Determinacién de la composicion quimica del aceite esencial por Cromatografia de gases
Este analisis se realizo 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 cromatdégrafo de gases (Agilent serie 7890), acoplado a un espectrémetro de masas

Agilent serie 5973 (GC/MS).

Ademads, se realizé una identificacién cuantitativa de los compuestos de los aceites esenciales



empleando un detector de ionizacion de llama Agilent serie 6890 (GC/FID).

En ambos casos se utilizd una 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 °C y se

mantuvo a 250 °C durante 15 minutos.

2.3.1. Preparacién de la muestra
En el cromatégrafo de gases se inyectd 1 pl de una solucidn de aceite esencial al 10% en hexano.
Para contrastar los datos de retencidn 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 particidn para aceite de 1:25 y radio
de particion de hidrocarburos 1:1. La temperatura de la inyeccidn en el cromatégrafo fue de 250 °C

y se empled el He como gas portador con una presion inicial nominal de 23 psi/MS y 30 psi/FID.

2.3.2. Identificacién cualitativa y cuantitativa de los compuestos de los aceites esenciales en

espectrometria de masas (MS) y en el detector de ionizacién 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 informacién

sobre la estructura de las moléculas.

En el detector de ionizacidn de llama, los porcentajes de cada uno de los compuestos se calcularon
a partir de las areas de los picos de los compuestos proporcionadas por FID, no se utilizé un factor

de correccion

2.4.  Evaluacién in silico

2.4.1. Prediccidn de interacciones ligando-proteinas (Target Fishing)

A partir de la lista de compuestos bioactivos del aceite esencial de la especie M. pubescens,
previamente identificados por cromatografia de gases, 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 (21), MoltraPred (22),
Swiss Target Prediction (23), TargetNet (24), Random Forest QSAR (25), PPB2-MQN (26), PPB2-Xfp
(27) y PPB2-ECfp4 (28). Asi, se obtuvieron listas de dianas con sus respectivos valores de

significancia estadistica.

2.4.2. Agrupamiento de moléculas quimicas (clusterizacion)

Se llevé a cabo un agrupamiento de moléculas quimicas por medio de la herramienta
ChemMine Tools (29) generando diferentes grupos o clisteres de compuestos basados en su
estructura comun maxima, empleando descriptores de pares de atomos (Atom Pair) y el coeficiente

de Tanimoto (28,30).

2.4.3. Normalizacién

Dado que cada herramienta bioinformatica empleada en la clusterizacion utilizé diferentes
métodos y ordenamientos en sus predicciones, se llevé a cabo una normalizacién para ajustar los
valores estadisticos que fueron medidos en diferentes escalas, respecto a una escala comun.
Se le asignd a cada proteina “i” en cada método de prediccion “j” y para el compuesto “k” un
numero de ordenamiento (rankingi;) en funcién a su valor de significancia estadistica. Con estos

w:n
[

valores se calculd el puntaje de cada proteina “i” en el método “j” (Scorei;x) (Ecuacién 3).

(maxranking; ) — ranking; ; Eeuacion 3

Score; ) =
Lk (maxranking; ;) — (minranking; ;)

wn

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

compuesto “k” (Final Scorei), se calculé de acuerdo a la Ecuacién 4:
N
2 Iny .,
Final Score; ), = —Z Score; j i Ecuacién 4
) N 1
j=1

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

w:n
[

la proteina “i”. Estas ecuaciones y el método empleado se encuentran detallado por Lépez-Cortés
y Tejera (31,32). Asi, se obtuvo una lista de proteinas predichas de cada compuesto bioactivo con

una misma escala de puntaje estadistico.



A continuacidn, se llevé a cabo una segunda normalizacion de las listas de proteinas predichas, para
este proceso se tomd en cuenta el nimero de clusteres y el nUmero de compuestos por cada
clister, donde se reposicionaron aquellas proteinas que se encontraban en varias listas de
prediccion de cada compuesto que pertenecia al mismo clister. Se obtuvo una lista final de posibles
proteinas implicadas en el mecanismo de cada clidster de compuestos, en base a un mismo puntaje
de significancia (Final Score).

w:n
|

Esta segunda puntuacion de la proteina en cada clister “m” (ScoreF;m) se realiza mediante la

Ecuacion 5.

nem

2
nc .
ScoreF;, = |— E Final Score; Ecuacion 5
’ NCy, £ ’
=1

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

es el numero de moléculas en cada cluster “m”.

2.4.4. Anilisis de Enriquecimiento
Por medio de la plataforma David Bioinformatic (33), se realizd un analisis de enriquecimiento

para identificar las dianas que se encuentran agrupadas o relacionadas entre si:

e Enriquecimiento bioldgico, gene ontology (GO).
e 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:
e Significacidn estadistica (p-valor) del enriquecimiento.
e Enriquecimiento de pliegues (Fold Enrichment), el cual indica cuantas veces fue enriquecido el
proceso bioldgico o ruta metabdlica, en contraste con una seleccion aleatoria.
e Tasade descubrimiento falso (False Discovery Rate, FDR), la cual indica la probabilidad de error
tipo Il en el analisis (34).
® Peso ponderado de los enriquecimientos (WPx) de las rutas metabdlicas y procesos bioldgicos

enriquecidos (Ecuacidn 6) en funcion de las dianas que estaban presentes en cada proceso/ruta



utilizando los valores (ScoreF; ,,,) obtenidos de cada diana en la normalizacion.

WP Y. score de diana presente en el proceso/ruta Ecuacion 6
X =

Y score de diana humana del cluster

En conjunto, estos analisis permitieron determinar posibles mecanismos de accién involucrados

con los compuestos bioactivos de M. viridifolia, M. pubescens y O. quixos.

2.5. Cultivo de Leishmania infantum y Leishmania mexicana

2.5.1. 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, suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (FBS), mas 1 pug/mL de

penicilina-estreptomicina como antibiético (35-37).

La temperatura de incubacién fue de 26°C (37). Los promastigotes se subcultivaron cada3 0 4
dias de cultivo, con una dosis de 300 uL en 5 mL de medio Schneider completo para L. mexicana; y

500 pL en 5 mL de medio Schneider completo para L. infantum.

2.5.2. Conteo de parasitos

Se realizaron alicuotas de 10 uL de L. mexicana y L. infantum para posteriores diluciones. En L.
mexicana las diluciones fueron /109 con PBS 1x, y se fijaron con formalina al 1%; mientras que en L.
infantum las diluciones fueron !/so con PBS 1x. La tincidn utilizada para el conteo de los parasitos

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

El nUmero de promastigotes de L. mexicana y L. infantum se determinaron mediante cdmara de
Neubauer bajo observacién en un microscopio éptico. La ecuacion utilizada para los calculos

posteriores y elaboracion de placa fue la siguiente:

# parasitos

Concentracion de parasitos/mL = 7

x 10.000 x factor de dilucion x volumen final

Ecuacion 7



2.6.  Ensayo de viabilidad celular MTT
2.6.1. Placa de 96 pocillos con concentraciones crecientes de Melaleuca viridifolia, Morella
pubescens y Ocotea quixos
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 pg/mL de penicilina-
estreptomicina) y se incubaron a 26°C. Los parasitos que se utilizaron para el conteo y plaqueo

estaban en fase estacionaria, es decir en el tercer o cuarto dia de cultivo.

Las placas de 96 pocillos contenian 1 x 10x® promastigotes de L. mexicana y L. infantum en un
volumen de 80 plL. Los aceites esenciales de M. viridifolia, M. pubescens y O. quixos en
concentraciones crecientes fueron afadidos a los pocillos en un volumen de 20 pL. Por lo tanto, el

volumen final por pocillo fue 100 pL.

La distribucién de la placa contenia un blanco (B): 100 pL de DMSO mas medio !/100. Control positivo
(C+): 80 pL de Leishmania, DMSO mds medio /100y anfotericina B (5.0 ug/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 !/100. C1-C6: concentraciones crecientes de los aceites esenciales (llustracion 2).
El blanco, control positivo, control negativo y concentraciones maximas se colocaron en triplicado.
En cada placa se analizaron dos aceites esenciales para una especie de Leishmania. De acuerdo a la
literatura, la concentracién de anfotericina B para L. mexicana es 5 pg/mL y para L. infantum 2

pg/mL (38). La cantidad de DMSO fue la misma en todos los pocillos.

La placa se llevé a incubacion a 26°C por 72 horas (36,38). Se afiadié 10 pL de solucién MTT (5
mg/mL) (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) en cada pocillo y se incubd
a 26°C por 3 horas (39). Después, se disolvieron los cristales de formazan creados por las células
viables con 100 pL de solucidn SDS-HCL y se incubé a 26°C por 24 horas. Se realizd la lectura en un

lector de placas a 570 nm y 630 nm.
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Ilustraciéon 2. Disefio de placa para evaluar el efecto leishmanicida de los aceites esenciales en L.
mexicana y L. infantum con concentraciones crecientes. B: blanco (DMSO mds medio /1q0). C+: control
positivo (Leishmania, DMSO vy anfotericina B). C-: control negativo (Leishmania, DMSO). C1-C8:
concentraciones crecientes de aceites esenciales.

2.7.  Analisis estadistico

Se calculd la media aritmética £ desviacidn estandar de los resultados obtenidos de la lectura
de las placas. Para la comparacién entre multiples grupos, es decir, el control negativo frente a los
diferentes puntos de concentracién de aceites esenciales se llevé a cabo un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via, seguido de un test de Dunnet en el cual se comparé 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-value < 0.05). Para la elaboracion de los gréficos y el andlisis
estadistico se utilizé el programa informatico GraphPad Prism de la casa comercial GraphPad

Software (EE.UU).

El calculo de IC50 se obtuvo de los valores de inhibicidn (%) de los parasitos. Se generd una tabla
XY, donde el eje X correspondia a las concentraciones ascendentes de los aceites esenciales,
mientras que el eje Y correspondia a los porcentajes de inhibicidon de los parasitos. El programa
GraphPad Prism realizd una regresion no lineal para datos normalizados, dio como resultado el

valor de ICso.



RESULTADOS
3.1. Determinacion de la humedad de la planta de Melaleuca viridifolia, Morella pubescens y
Ocotea quixos
El porcentaje de humedad de las hojas de O. quixos fue de 71,1%, informacidn proporcionada
por la Fundacién Chankuap. La humedad calculada de la especie vegetal de M. viridifolia fue de

62,3% y de M. pubescens 71,8%.

3.2. Propiedades organolépticas y fisicas de los aceites esenciales
En la tabla 3 se detallan las propiedades organolépticas y propiedades fisicas de los aceites

esenciales de M. viridifolia, M. pubescens y O. quixos, mismas que se evaluaron a 20 °C.

Tabla 3 Propiedades organolépticas y fisicas de los aceites esenciales

Caracteristicas de los

Melaleuca viridifolia Morella pubescens Ocotea quixos
aceites esenciales
Rendimiento (%) 0,245 0,076 0,880
Aspecto Fluido y limpido Fluido y limpido Fluido y limpido
Color Amarillo Verde Amarillo
Olor Dulce y mentolado Floral y refrescante Dulce y fragante
Densidad (g/mL) 0,918 0,897 0,969
indice de refraccidn 1,473 1,494 1,513

3.3. Composicidn quimica de los aceites esenciales

Mediante GC/MS y GC-FID se logré identificar los compuestos presentes en los aceites
esenciales en concentraciones > 0,01%. Se reportan 135 compuestos en el aceite de M. viridifolia,
gue representan el 99.90% del total de constituyentes detectados. En el aceite de M. pubescens se
identificaron 127 compuestos, que representan el 99.81% del aceite total. En el aceite esencial de O.
quixos se reportan 155 compuestos que corresponden al 99.93% del aceite analizado. El analisis

cromatografico se detalla en el ANEXO I-111.

Los compuestos mayoritarios (> 5%) de los aceites esenciales de M. viridifolia, M. pubescens y O.

quixos se resumen en la tabla 4.



Tabla 4. Componentes mayoritarios (%) detectados en los AE de M. viridifolia, M. pubescens 'y O.

quixos
Compuestos Melaleuca viridifolia  Morella pubescens Ocotea quixos
1,8-Cineole 28.11 - -
Alpha selinene - 6.87 -
beta-Selinene - 6.12 -
Cinnamaldehyde, i ) 566
(E)
Cinnamyl acetate - - 27.83
Germacrene B - 6.36 -
Limonene 11.58 14.21 -
Methyl
cinna:/nate i ) /.68
Selina-4,7-diene - 7,69 -
Viridiflorol 16.83 - -
a-Pinene 9.64 - -
B-Caryophyllen - 26.16 16.02
B-Pinene 5,75 - -
Total 66.16 59.72 57.19

3.4.  Evaluacién in silico

Este analisis se realizé a partir de los compuestos mayoritarios presentes en el aceite esencial
de M. pubescens. Se selecciond este aceite debido a la escasa literatura que existe sobre sus
generalidades y propiedades atribuidas. Con las herramientas detalladas en metodologia (apartado
2), se llevd a cabo la prediccion dianas moleculares que podrian interactuar con cada uno de los

compuestos mayoritarios del aceite esencial.

3.4.1. Agrupamiento de moléculas quimicas en clisteres segliin su similitud quimica
estructural
Se obtuvieron dos clusteres de compuestos, el clister 1 formado por 3 compuestos y el cluster 2

por 10 compuestos, mismos que se detallan en la ilustracion 2.

Después de la normalizacién de datos, se obtuvieron 296 dianas moleculares para el cluster 1y 418

dianas moleculares para el clister 2, mismas que se filtraron por especie Homo sapiens.
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Ilustracion 3. clusterizacion de compuestos mayoritarios de aceite esencial de Morella pubescens.
Agrupacion jerarquica de los constituyentes mayoritarios del aceite esencial de M. pubescens segun la
subestructura comun maxima, llevada a cabo en la herramienta ChemineTools. MW: peso molecular

3.4.2. Anailisis de enriquecimiento

3.4.2.1.  Identificacién de procesos biolégicos ligados a las dianas moleculares predichas para el

Cluster 1 formado por compuestos del aceite esencial de Morella Pubescens.
Mediante el programa DAVID Bioinformatics Resources, se realizé un analisis de
enriquecimiento, por el cual se determind la relevancia de las dianas moleculares predichas en

procesos bioldgicos. Asi, las dianas predichas del clister 1 se asociaron a 246 procesos bioldgicos.

En la Tabla 5 se muestran los principales procesos biolégicos relacionados con la muerte celular con

mayor significancia estadistica (p < 0,05). En el Anexo IV se incluye la lista de todos los procesos

biolégicos generados a partir del analisis de enriquecimiento.



Tabla 5 . Procesos biolégicos enriquecidos asociados a las dianas moleculares predichas para el clister 1 formado por
compuestos del esencial de Morella Pubescens

Codigo Proceso biolégico Enril:::l:'lent WPx p-valor FDR
G0:0006915 Proceso apoptético 2,9 7.08E-02  3.55E-06 1.41E-04
G0:0043065 ~ Regulacion negativa de 3,4 722602 12306  5.61E-05

la proliferacién celular
GO:0043410 Regulacion positiva de la 7,2 6,09E-02 6,09E-02 1,96E-07

cascada MAPK

Nota: p-values: significancia estadistica del enriquecimiento; Fold Enrichment: niimero de veces que fue
enriquecido el proceso bioldgico; WPx: peso ponderado de los enriquecimientos, obtenido de los puntajes de
significancia de cada una de las dianas moleculares predichas que son parte del proceso bioldgico; FDR (False
Discovery Date): probabilidad de error; MAPK: mitogen-activated protein kinases.

3.4.2.2.  Rutas metabdlicas asociadas a las dianas moleculares predichas para el Cluster 1
formado por compuestos del aceite esencial de Morella pubescens

Mediante el andlisis de enriquecimiento realizado por el programa DAVID Bioinformatics

Resources, se identificaron 52 rutas metabdlicas en las que estdn implicadas las dianas predichas del

cluster 1.

En la tabla 6 se detallan las rutas metabdlicas relacionadas con la muerte celular con mayor
significancia estadistica (p < 0,05). En el anexo V se reportan todas las vias de sefalizacion

identificadas por medio del andlisis de enriquecimiento.

Tabla 6. Rutas metabdlicas enriquecidas asociadas a las dianas moleculares predichas para el clister 1 formado por
compuestos del aceite esencial de Morella pubescens mediante David Bioinformatics Resources

Fold
Codigo Vias de sefializacién . WPx p-valor FDR
Enrichment
hsa04020 Via de sefializacidn del 3.9
. . 1.15E-01 4.10E-10 1.78E-08
calcio
hsa04024 Via de sefializacién de 43
. 9.77E-02 5.48E-11 2.97E-09
cAMP
hsa04210

Apoptosis 3.2 3.92E-02  3.68E-04 3.80E-03




Nota: p-values: significancia estadistica del enriquecimiento; Fold Enrichment: nimero de veces que fue
enriquecido el proceso biologico; WPx: peso ponderado de los enriquecimientos, obtenido de los puntajes de
significancia de cada una de las dianas moleculares predichas que son parte del proceso biologico; FDR (False
Discovery Date): probabilidad de error: cAMP: AMP (adenosin monofosfato) ciclico.

3.4.2.3.  Identificacion de procesos biolégicos ligados a las dianas moleculares predichas
para el clister 2 formado por compuestos del aceite esencial de Morella

Pubescens.
Empleando el programa DAVID Bioinformatics Resources, se realizd6 un andlisis de
enriquecimiento, de esta manera se logré determinar la relevancia de las dianas moleculares

predichas en procesos bioldgicos. Las dianas predichas del cliuster 2 se asociaron a 64 procesos

(ANEXO VI).

En la Tabla 7 se muestran los principales procesos bioldgicos relacionados con la muerte celular con

mayor significancia estadistica (p < 0,05).

Tabla 7 Procesos biologicos enriquecidos asociados a las dianas moleculares predichas para el clister 2 formado por
compuestos del esencial de Morella Pubescens

Fold

C . . FDR
Proceso biolégico Enrichment WPx p-valor

Cadigo

Transduccién de sefiales
mediada por 6xido 8,78 6,91E-03 4,49E-02 2,37E-01
nitrico
Regulaciéon de la
fosforilacién de peptidil- 8,78 6,63E-03  3,63E-04 6,13E-03
tirosina
Activacion de la
actividad endopeptidasa
de tipo cisteina 5,42 5,89E-03 1,34E-02 1,00E-01
implicada en el proceso
apoptodtico
Nota: p-values: significancia estadistica del enriquecimiento; Fold Enrichment: nimero de veces que fue
enriquecido el proceso bioldgico; WPx: peso ponderado de los enriquecimientos, obtenido de los puntajes de

significancia de cada una de las dianas moleculares predichas que son parte del proceso biologico; FDR (False
Discovery Date): probabilidad de error.

G0:0007263

G0:0050730

G0:0043280

3.4.2.4.  Rutas metabélicas asociadas a las dianas moleculares predichas para el Clister 2
formado por compuestos del aceite esencial de Morella pubescens
Mediante el analisis de enriquecimiento realizado por el programa DAVID Bioinformatics

Resources, se identificaron 109 rutas metabdlicas en las que estan implicadas las dianas predichas



del clister 2 (ANEXO VII). En la tabla 8 se detallan las rutas metabdlicas relacionadas con la muerte

celular con mayor significancia estadistica (p < 0,05).

Tabla 6 Rutas metabdlicas enriquecidas asociadas a las dianas moleculares predichas para el claster 2 formado por
compuestos del aceite esencial de Morella pubescens mediante David Bioinformatics Resources

Fold
Cadigo i 1A oi § FDR
Proceso biolégico Enrichment WPx p-valor
hsa04024 Via de sefializacion de 4.1
: 1.56E-02 1.55E-11 1.08E-09
cAMP
hsa04020 Via de sefializacion del 35
. : 1.83E-02 2.68E-09 8.00E-08
calcio
hsa04210 Apoptosis 2.8 1.81E-02 1.36E-03 8.38E-03

Nota: p-values: significancia estadistica del enriquecimiento; Fold Enrichment: nimero de veces que fue
enriquecido el proceso biologico; WPx: peso ponderado de los enriquecimientos, obtenido de los puntajes de
significancia de cada una de las dianas moleculares predichas que son parte del proceso biologico; FDR (False
Discovery Date): probabilidad de error; cAMP: AMP (adenosin monofosfato) ciclico.

3.5. Ensayo de viabilidad celular MTT
El efecto leishmanicida de los aceites esenciales sobre L. mexicana y L. infantum in vitro se

analizé mediante ensayo MTT

3.5.1. Elaceite esencial de M. pubescens posee un efecto leishmanicida sobre L. mexicana 'y

L. infantum dependiente de la dosis
La ilustracion 4 muestra como el aceite esencial de M. pubescens disminuyé muy
significativamente el crecimiento de L. mexicana y L. infantum (ANOVA p< 0.0001). Para ambas

especies de Leishmania, el efecto leishmanicida inicié a partir de la concentracion de 40 pg/mL.

La eficacia maxima fue similar para ambas especies de Leishmania spp. Asi, L. mexicana tuvo una
inhibicién de 93%, frente al 94% de inhibicion presentado en L. infantum. La potencia fue mayor para

L. mexicana que para L. infantum con valores de ICso de 25.5 ug/mLy 90.26 pg/mL respectivamente

(llustracién 4B, 4D).
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Tlustracion 4. Efecto del aceite esencial de Morella pubescens sobre la viabilidad de Leishmania spp. Tras 72 horas de
cultivo y ensayo de MTT. p-value < 0.0001. Comparaciones entre grupos: L. Infantum: **** = p-value < 0.0001. a) Porcentaje
de viabilidad de L. infantum en relacidn con la concentracion de aceite esencial de M. pubescens. b) Porcentaje de inhibicion
de L. infantum relacionando la concentracién de aceite esencial de Morella pubecens. Comparaciones entre grupos: L.
mexicana: **** = p-value < 0.0001. a) Porcentaje de viabilidad de L. mexicana en relacion con la concentracion de aceite
esencial de M. pubescens. b) Porcentaje de inhibicidn de L. mexicana relacionando la concentracién de aceite esencial de M.
pubescens. C+: Control positivo; C-: control negativo; 1Cso: Concentracion inhibitoria media.

3.5.2. El aceite esencial de M. viridifolia posee un efecto leishmanicida sobre L. mexicana y
L. infantum dependiente de la dosis

En la ilustracién 5 se muestra como el aceite esencial de M. viridifolia disminuyo

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

infantum el efecto leishmanicida inicid a partir de la concentracion 40 ug/mLy para la especie

de L. mexicana inicio a partir de la concentracién 50 pg/mL.



El porcentaje de eficacia mdxima obtenida para L. mexicana fue del 93%, mientras que para L.

infantum fue del 92%. La potencia en este caso fue superior para L. infantum que para L.

mexicana, con valores de 1Cso 48.91 pug/mLy de 91.22 ug/mL respectivamente (llustracién 5B.

5D)
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Tlustracion 5. Efecto del aceite esencial de M. viridifolia sobre la viabilidad de Leishmania spp. Tras 72 horas de cultivo y
ensayo de MTT. p-value < 0.0001. Comparaciones entre grupos: L. Infantum: **** = p-value < 0.0001. a) Porcentaje de
viabilidad de L. infantum en relacién con la concentracion de aceite esencial de M. viridifolia. b) Porcentaje de inhibicion de L.
infantum relacionando la concentracién de aceite esencial de M. viridifolia. Comparaciones entre grupos: L. mexicana: **** =
p-value < 0.0001. a) Porcentaje de viabilidad de L. mexicana en relacién con la concentraciéon de aceite esencial de M.
viridifolia. b) Porcentaje de inhibicion de L. mexicana relacionando la concentracion de aceite esencial de M. viridifolia. C+:
Control positivo; C-: control negativo; ICsp: Concentracion inhibitoria media.

3.5.3.

El aceite esencial de O. quixos posee un efecto leishmanicida sobre L. mexicana y L.

infantum dependiente de la dosis

Por ultimo, se evalué el efecto del aceite esencial de O. quixos tal y como se muestra en la

ilustracion 6, el aceite esencial de esta planta disminuye de manera extremadamente significativa la



viabilidad de ambas especies de Leishmania spp (ANOVA p < 0.0001). En L. infantum y L. mexicana el

efecto significativo se dio a partir de la concentracion 40 pg/mL.

La eficacia maxima para L. mexicana fue de 94%, mientras que para L. infantum fue de 92%. La

potencia fue mayor para L. mexicana que para L. infantum con un valor de ICsp de 59.76 pug/mL y

126.1 pug/mL respectivamente (llustracién 6B, 6D).
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llustracion 6. Efecto del aceite esencial de O. quixos sobre la viabilidad de Leishmania spp. Tras 72 horas de cultivo y ensayo
de MTT. p-value < 0.0001. Comparaciones entre grupos: L. Infantum: **** = p-value < 0.0001. a) Porcentaje de viabilidad de
L. infantum en relacién con la concentracidn de aceite esencial de O. quixos. b) Porcentaje de inhibicidon de L. infantum
relacionando la concentracién de aceite esencial de O. quixos. Comparaciones entre grupos: L. mexicana: **** = p-value <
0.0001. a) Porcentaje de viabilidad de L. mexicana en relacién con la concentracion de aceite esencial de O. quixos. b)
Porcentaje de inhibicion de L. mexicana relacionando la concentracién de aceite esencial de O. quixos. C+: Control positivo; C-
: control negativo; ICso: Concentracion inhibitoria media.



4. DISCUSION
Las plantas medicinales se han convertido en un objetivo de estudio en la busqueda de
alternativas para los tratamientos de enfermedades parasitarias. En la actualidad se estan
estudiando, sintetizando y modificando fitoquimicos para asegurar mayor afinidad y accién

terapéutica contra los parasitos (40).

La composicion de los aceites esenciales es compleja, comprende metabolitos secundarios como
terpenos y sesquiterpenos que dotan a la planta de su aroma caracteristico y propiedades. La
identificacién de estos componentes se realiza por cromatografia de gases, por ser una técnica

sensible y eficaz (13).

Respecto a la composicién quimica del aceite esencial de M. viridifolia, en la presente
investigacion se obtuvieron hallazgos similares a los de otros estudios realizados hasta el
momento. El compuesto 1,8-cineole se detectd en cantidades mayores a los demds compuestos,
lo que corrobora la literatura que hace referencia a la evaluacién de la composicién quimica del
aceite esencial. También, predominan el viridifol y el limonene como componentes mayoritarios
(41,42). Respecto al aceite esencial de M. pubescens, se registran pocos estudios de su
composicion quimica, sin embargo, al igual que en esta investigacidon, los componentes
mayoritarios son el caryophyllene, el limonene y el selinene (18,43). En relacidn al aceite esencial
de O. quixos los compuestos mayoritarios son cinnamyl acetate, caryophyllene y methyl

cinnamate, de manera similar a otros estudios donde se analiza este aceite esencial (44,45).

Los compuestos principales de los aceites esenciales del género de las melaleucas denotan una
amplia gama de propiedades bioldgicas y farmacoldgicas, demostrandose que son eficaces contra
Leishmania spp., Plasmodium falciparum, Trypanosoma spp., Trichomonas vaginali y parasitos
monogéneos en ensayos con animales y seres humanos. De esta manera el aceite de M. viridifolia
perteneciente a este género se caracterizaria por tener propiedades analogas (46). Respecto al
aceite esencial de M. pubescens no se encontré informacién que evidenciara sus efectos
antiparasitarios, a pesar de que en la presente investigacién este aceite tiene actividad
leishmanicida. Es por eso que, aunque no fuera el aceite esencial mas potente contra las dos
especies de leishmania (solo para L. mexicana), se escogid esta especie para realizar los andlisis
bioinformaticos. Por otro lado, las especies pertenecientes al género de las Ocoteas como O.
quixos y O. pretiosa han demostrado tener actividad antileishmanial tanto en aceites como en

extractos, sobre todo frente a L. amazonensis (47).



La prediccidn de las dianas moleculares y rutas metabdlicas de los componentes de los aceites
esenciales, mediante la bioinformatica, es un paso importante en esta investigacion. Aunque la
bioinformatica sea uno de los campos mds nuevos de la investigacidn bioldgica, es util en el
sentido de que permite el procesamiento y analisis de datos bioldgicos en gran cantidad, a
diferencia de la investigacion usual donde se analiza gen por gen, la misma que no compensa el

incremento y la demanda de la investigacidn en este campo (48).

En el andlisis bioinformatico se emplearon bases de datos especificas para humanos mads no para
Leishmania spp. La bibliografia menciona que los mecanismos de muerte celular son similares
entre células eucariotas y protozoos. Dado que estos mecanismos estan implicados en casi todos
los aspectos de la funcion y regulacion celular, permanecen muy conservados (49,50). A pesar de
que pudiera haber diferencia a nivel in vitro entre los mecanismos de muerte celular de células

eucariotas y protozoos, el andlisis bioinformatico de esta investigacion nos da una pauta.

Los procesos bioldgicos reportados en esta investigacion como la regulacién negativa de la
proliferacién celular (GO:0008285) y el proceso apoptético (GO:0006915), muestran a simple vista
que los efectos del aceite esencial de M. pubescens tienen una potencial relacién con los procesos

de muerte celular.

Respecto al proceso apoptdtico, este se define como un tipo de muerte celular programada que
se regula a través de mecanismos estimulantes e inhibidores. Cuando el proceso apoptdtico se
lleva a cabo se presentan algunas caracteristicas morfoldgicas tales como el redondeo celular
progresivo, la fragmentacion nuclear, la disminucién del volumen celular y la formacion de
vesiculas (51). Por otro lado, el ciclo celular, implicado en el proceso de regulacién negativa de la
proliferacién celular, se encarga del control del crecimiento y division celular. El ciclo celular tiene
distintas fases: brecha 1 (G1), sintesis de ADN (S), brecha 2 (G2) y mitosis (M) (52). En un estudio
similar donde el objetivo fue analizar el efecto apoptético y anti-proliferativo de los componentes
de la Cdrcuma longa sobre L. major, se determind que sus compuestos inhibieron la proliferacion

del parasito al detener el ciclo celular en la fase G1 y retrasar la fase S (53).

Ademas, también se reportan otros procesos biolégicos como la regulacién positiva de la cascada
MAPK (G0O:0043410). En la literatura se hace referencia a que las proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK) cumplen un papel fundamental en la adaptacion de Leishmania spp. al

entorno. Esta via de sefalizacidn regula una variedad de procesos bioldgicos como la apoptosis,



crecimiento celular, proliferacién y diferenciacion (54). Diferentes MAPKs estan implicadas en la
supervivencia e infectividad de Leishmania spp., por ejemplo, MAPK1 tiene un papel fundamental
en la resistencia a los medicamentos como el antimonio. MAPK3 y MAPK9 estan relacionadas con
la regulacién de la longitud flagelar en promastigotes. MAPK4 y MAPK7 intervienen en la

induccidn de la diferenciacidn de etapas en el ciclo de vida (55).

En cuanto a las dianas moleculares predichas para el aceite esencial de M. pubescens, se
determiné que estas participan en importantes vias de sefializacién como: la sefializacion de
AMPc (hsa0424), donde el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) cumple la funcion de
segundo mensajero en procesos relacionados con la transcripcién de genes que regulan la
progresién del ciclo celular y las respuestas inmunitarias innata y adaptativa (56). La via de
sefializacion del AMPc también estd implicada en la homeostasis del Ca®* (57). La sefializacién del
Ca?* intracelular (hsa04020) desempefia un papel fundamental en el proceso de muerte celular.
Diversos estudios han demostrado que la liberacion de Ca** desde el reticulo endoplasmatico, asi
como la entrada, es primordial para desencadenar sefales apoptdticas. La cantidad liberada de
Ca’* se considera un parametro relevante para la transduccién de la sefial de muerte, debido a

gue controla la "amplitud" de la sefial (58).

En esta investigacion la actividad leishmanicida in vitro de los aceites esenciales contra los
promastigotes de L. infantum y L. mexicana se determind por MTT. Los resultados se compararon
con la anfotericina, el tratamiento actual para leishmaniasis, mismo que durante los ultimos afios
ha perdido eficacia, lo cual se ve reflejado en el control positivo de estos experimentos, en los que
se provocé un efecto inhibitorio casi imperceptible. Los resultados de este estudio demostraron
tener una actividad leishmanicida aceptable después de las 72 h, en general el efecto
leishmanicida fue superior que el control positivo en todos los experimentos, excepto en el ensayo

donde se empled M. viridifolia sobre L. mexicana.

Respecto al aceite esencial de M. viridifolia no se encontré informacidn acerca de su actividad
leishmanicida, sin embargo, para este fin se han evaluado otros aceites pertenecientes al mismo
género de melaleuca. Un estudio reporta que se utilizd el aceite esencial de Melaleuca
leucadendra para evaluar su actividad leishmanicida contra L. amazonensis, donde obtuvo una
ICso de 10 pg/mL (59). Por otra parte, la especie vegetal de O. quixos no reporta actividad
leishmanicida utilizando aceites esenciales, no obstante, existe un estudio donde se utilizd un

extracto hidroalcohdlico de plantas de O. quixos contra L. mexicana, obtuvieron una ICso de 7.8



pug/mL (60). Asi mismo, no existe informacion sobre la actividad leishmanicida de la especie
vegetal de M. pubescens, también hay carencia de informacién respecto a otras plantas del mismo
género. Un miembro cercano de la familia de Myrtaceae, reporta un estudio sobre la actividad
inhibitoria de un extracto de diclorometano de la especie Myrciaria dubia frente a L. amazonensis

con un valor de IC50 de 190.73 pg/mL (61).

La actividad leishmanicida de los aceites se atribuye a sus metabolitos secundarios, algunos
estudios mencionan que este efecto se debe a la presencia de terpenos como el 1,8-cineole,
presente en la M. viridifolia y en otros aceites como el eucalipto y achillea, mismos que han sido
evaluados en relacién a su eficacia como tratamiento contra Leishmania spp. (62). Otro estudio,
analizé el efecto leishmanicida del aceite esencial de Myrciaria floribunda, cuyos compuestos
mayoritarios son el selinene y el caryophyllene que también estan presentes en el aceite esencial
de M. pubescens. Asi mismo, en una investigacién similar donde se evallan los aceites esenciales
de Cinnamomum zeylanicum y Eugenia caryophyllata sobre Leishmania spp., se reportan como
compuestos mayoritarios los metabolitos de cinnamyl acetate y caryophyllene también presentes

en el aceite esencial de O. quixos (63).



5. CONCLUSIONES
e Los aceites esenciales de Morella pubescens, Melaleuca viridifolia y Ocotea quixos poseen
actividad leishmanicida sobre L. infantum y L. mexicana.
e Elaceite de mayor potencia frente a L. mexicana fue el de M. pubescens, mientras que
frente a L. infantum fue el de M. viridifolia
e Los aceites esenciales de las plantas analizadas son mas eficaces que la anfotericina
B. La eficacia de todos los aceites fue similar ya que las inhibiciones maximas
conseguidas oscilaron entre 92% y 94%.
e L. mexicana fue mas sensible que L. infantum a los aceites de M. pubescensy O. quixos,
pero menos sensible al de M. viridifolia
e De los estudios in silico se infiere que los efectos observados podrian estar relacionados con
la induccidn de muerte celular programada, a partir de la interaccion de los compuestos del
aceite esencial de M. pubescens con los siguientes procesos o vias de sefializacién celular:
e Proceso de regulacion negativa de la proliferacién celular
e Via de sefializaciéon del AMPc

e Via de sefializacion de Ca?* celular

6. RECOMENDACIONES
e Estudios in vivo en ratones para testar la efectividad leishmanicida de los aceites esenciales:
e Ratones Balbc infectados en las almohadillas de las patas tratados con farmacos de
referencia, sin tratar y tratados con aceites esenciales.
e Observacion de la lesion.
e Determinacidon de marcadores proinflamatorios
e Anadlisis in silico del resto de aceites para conocer o hacerse una idea de los mecanismos
moleculares y celulares tras los efectos.
e Validacion in vitro de las dianas predichas in silico:
e Anadlisis de la expresidn genética de las proteinas diana que intervienen en los
procesos o vias de sefalizacidn obtenidos en los analisis in silico.
e Uso de inhibidores especificos de vias o proceso obtenidos in silico para verificar que

los efectos se deben a la activacion de los mismos.
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ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LA COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL Ocotea quixos.

ANEXO |

Tabla S1. Analisis cromatografico del aceite esencial de O. quixos

CHROMATOGRAPHIE PHASE GAZEUSE (selon la norme NF ISO 11024)

Conditions d'analyse :

. GC/MS Agilent 7890 / 5977 — Colonne : VF WAX (polaire) 60 m * 0.25 mm * 0.25 pm
. GC/FID Agilent 6890 — Colonne : VF WAX (polaire) 60 m * 0.25 mm * 0.25 pm

. Program. de T° : 5 min a 60°C - 2°C/min jusqu'a 250°C - 15 min a 250°C

. Gaz vecteur : He (23 psis/MS — 30 psis/FID)
. Injection / split : 1 pl d'une solution a 10 % dans I'hexane
. Gamme de masse : 30 2 350 - Les composés sont identifiés par une recherche combinée des temps de rétention et des spectres de
masse (bibliothéque interne + bibliothéque commercialeNIST).
. Les pourcentages sont calculés a partir des surfaces de pics données par le GC/FID sans I’utilisation de facteur de correction

Tableau des résultats : CANNELLE AMAZONIENNE - LOT N° 2
Pics | TR (min) Constituants % Ng;:;le Alleézj‘;)e):nes
1 6.90 |TRICYCLENE 0.01
2 7.24 |alpha-PINENE 2.88
3 7.30 |alpha-THUYENE 0.09
4 8.17 |alpha-FENCHENE 0.01
5 8.42 |CAMPHENE 0.22
6 9.79 |beta-PINENE 2.30
7 10.25 |SABINENE 0.55
8 11.95 |[beta-MYRCENE 0.21
9 12.07 |alpha-PHELLANDRENE 0.02
10 | 12.72 |alpha-TERPINENE 0.11
11 13.66 [LIMONENE 1.46 1.46
12 | 14.10 [1,8-CINEOLE 1.10
13 | 14.12 |beta-PHELLANDRENE 0.14
14 | 16.04 |gamma-TERPINENE 0.17
15 16.37 |Trans-beta-OCIMENE 0.04
16 | 16.59 [STYRENE 0.03
17 | 17.36 |p-CYMENE 0.04
18 | 18.09 |TERPINOLENE 0.06
19 | 19.58 |(4,8-DIMETHYL-1,3,7-NONATRIENE 0.07
20 | 21.33 |6-METHYL-5-HEPTENE-2-ONE 0.01
21 28.97 |alpha-CUBEBENE 0.26
22 | 29.30 [SESQUITERPENE 0.01
23 | 29.58 |SESQUITERPENE 0.01
24 | 29.70 |BICYCLOELEMENE 0.01
25 | 30.30 [delta-ELEMENE 0.06
26 | 30.36 [CYCLOSATIVENE + ISOLEDENE 0.04
27 | 30.52 |YLANGENE 0.04
28 | 31.16 |alpha-COPAENE 1.70
29 | 32.26 |CAMPHRE 0.02
30 | 32.72 |BENZALDEHYDE 0.30
31 33.39 |alpha-GURJUNENE 0.02
32 | 34.01 |beta1-CUBEBENE 0.10
33 | 34.57 |LINALOL 0.23 0.23
34 | 35.22 |alpha-cis-BERGAMOTENE 0.15
35 | 35.53 |PINOCARVONE 0.03
36 | 35.75 |Trans-p-MENTH-2-EN-1-OL 0.02




37 | 35.93 |alpha-CEDRENE 0.07
38 | 36.18 |ISOCARYOPHYLLENE 0.07
39 | 37.09 |alpha-trans-BERGAMOTENE 0.10
40 | 37.35 |beta-ELEMENE 0.44
41 37.79 |beta-CARYOPHYLLENE 16.02
42 | 37.88 |TERPINENE-4-OL 0.25
43 | 38.02 |[SESQUITERPENE 0.02
44 | 38.23 |AROMADENDRENE 0.11
45 | 38.49 |SESQUITERPENE 0.04
46 | 38.70 |GURJUNENE ISOMERE 0.02
47 | 38.89 |SESQUITERPENE 0.02
48 | 39.12 |[Cis-p-MENTH-2-EN-1-OL 0.01
49 | 39.28 |MYRTENAL 0.02
50 | 39.44 |CADINA-3,5-DIENE 0.04
51 39.71 |GERMACRENE A 0.05
52 | 40.18 |FARNESENE ISOMERE 0.08
53 | 40.49 |[ALLO-AROMADENDRENE 0.08
54 | 40.93 |SESQUITERPENE 0.03
55 | 41.47 |[ZONARENE 0.10
56 | 42.00 |alpha-HUMULENE 3.80
57 | 42.05 |E-beta-FARNESENE 0.20
58 | 42.12 |gamma-SELINENE 0.06
59 | 42.33 |4,5-di-épi-ARISTOLOCHENE 0.02
60 | 42.59 |Z-beta-FARNESENE 0.07
61 43.15 |SESQUITERPENE 0.24
62 | 43.35 [gamma-CURCUMENE 0.1
63 | 43.59 [LEDENE 0.14
64 | 43.64 |alpha-TERPINEOL 0.27
65 | 43.69 |[BORNEOL 0.05
66 | 43.93 |SESQUITERPENE 0.02
67 | 44.33 |GERMACRENE D 0.26
68 | 44.65 [CADINENE ISOMERE 0.10
69 | 44.94 |beta-SELINENE 2.54
70 | 45.24 |alpha-SELINENE 0.81
71 45.50 |alpha-MUUROLENE 0.38
72 | 45.79 |BICYCLOGERMACRENE 1.48
73 | 45.98 |EUDESMATRIENE ISOMERE Mw=202 0.02
74 | 46.28 |beta-CURCUMENE 0.13
75 | 46.44 [2-METHYL BENZOFURANE 0.03
76 | 46.86 |alpha-FARNESENE 0.10
77 | 47.19 |delta-CADINENE 0.97
78 | 47.28 |FARNESENE ISOMERE 1.75
79 | 47.42 |[SALICYLATE DE METHYLE 0.14
80 | 47.98 |beta-SESQUIPHELLANDRENE 0.10
81 48.24 |alpha-BISABOLENE + BENZEPROPANAL 0.26
82 | 48.62 [CADINA-1,4-DIENE 0.06
83 | 50.06 |ALCOOL AROMATIQUE 0.06
84 | 50.30 |ESTER ALIPHATIQUE 0.19
85 | 51.08 |Trans-ANETHOL 0.05
86 | 51.17 |GERMACRENE B 0.09
87 | 51.44 |CALAMENENE 0.07
88 | 54.60 |[Z-CINNAMALDEHYDE 0.04 0.04
89 | 54.66 |épi-CUBEBOL 0.03
90 | 55.93 |ALCOOL PHENYLETHYLIQUE 0.02
91 55.98 |alpha-CALACORENE 0.13
92 | 56.34 |OXYDE D'HUMULENE 0.07
93 | 56.80 |ACETATE DE BENZENE PROPANOL 0.09
94 | 57.02 [PALUSTROL 0.05
95 | 57.36 |TETRADECANAL 0.04




96 | 57.51 |CUBEBOL 0.03
97 | 57.95 [COMPOSE AROMATIQUE 0.03
98 | 58.31 |beta-CALACORENE 0.06
99 | 58.67 [COMPOSE AROMATIQUE 0.05
100| 59.15 |OXYDE D'ISOCARYOPHYLLENE 0.05
101| 59.69 |OXYDE DE CARYOPHYLLENE 2.64
102 | 60.63 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.09
103 | 61.18 |E-METHYLEUGENOL 0.08
104 | 61.37 |SESQUITERPENOL 0.09
105| 62.15 |épi-GLOBULOL 0.03
106 | 62.52 |E-CINNAMALDEHYDE 5.66 5.66
107 | 62.58 |3-PHENYL-2-PROPENAL 0.42
108 | 62.75 |époxy-6,7-HUMULENE 0.29
109 | 63.25 |NEROLIDOL 0.12
110| 63.57 |alpha-COPAENE-8-OL 0.12
111| 63.85 |LEVOJUNENOL 0.05
112 63.98 |[épi-CUBENOL 0.10
113 | 64.44 |METHYL CINNAMATE 7.68
114 64.52 |ELEMOL 0.15
115| 64.91 |GLOBULOL 0.09
116| 65.01 [VIRIDIFLOROL 0.06
117 | 65.22 |GUAIOL 0.22
118 | 65.43 |METHYLISOEUGENOL ISOMERE 0.05
119 66.03 |[10-épi-gamma-EUDESMOL 0.05
120| 66.34 |ROSIFOLIOL 0.03
121| 66.51 |BENZOATE DE cis-3-HEXENYLE 0.05
122 | 66.94 |SPATHULENOL 0.53
123 | 67.47 |COMPOSE AROMATIQUE 0.05
124 67.62 |[COMPOSE AROMATIQUE 0.05
125| 67.88 |SESQUITERPENOL Mw=222 0.07
126 | 68.31 |ACETATE DE CINNAMYLE 27.83
127 | 68.65 |SESQUITERPENOL 0.05
128 | 68.91 |gamma-EUDESMOL 0.02
129 69.22 |T-CADINOL 0.04
130| 69.62 |SESQUITERPENOL 0.04
131| 69.76 |[METHYLISOEUGENOL 4.54
132| 69.98 |alpha-MUUROLOL 0.08
133| 70.59 [delta-CADINOL 0.05
134| 70.78 |SESQUITERPENOL 0.11
135| 70.83 |SESQUITERPENOL 0.04
136| 71.14 |BULNESOL 0.06
137| 71.46 |épi-alpha-BISABOLOL 0.09
138 71.59 |alpha-BISABOLOL 0.16
139| 71.85 |alpha-EUDESMOL 0.06
140| 72.05 |beta-EUDESMOL 0.05
141| 72.16 |alpha-CADINOL 0.07
142 72.91 |COMPOSE Mw=188 0.05
143 | 73.13 |EUDESMA-7(11)-EN-4-OL 0.13
1441 74.28 |ALCOOL CINNAMIQUE 0.37 0.37
145| 74.57 |COMPOSE AROMATIQUE 0.12
146| 74.87 |CARYOPHYLLADIENOL ISOMERE 0.12
147 | 75.15 |CARYOPHYLLA-2,6-DIEN-5-alpha-OL 0.45
148 | 75.77 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.05
149 | 76.77 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.11
150 | 76.94 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.15
151| 78.76 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.32
152 | 79.88 |ELEMICINE 0.02
153 | 81.55 |Trans-o-METHOXY-CINNAMALDEHYDE 0.05




154| 84.60 |COMPOSE Mw=206 0.06
155| 89.65 |BENZOATE DE BENZYLE 0.52 0.52
TOTAL 99.93 8.28




ANEXO Il

ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LA COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL Melaleuca viridifolia

Tabla S2. Analisis cromatografico del aceite esencial de M. viridifolia

CHROMATOGRAPHIE PHASE GAZEUSE (selon la norme NF ISO 11024)

Conditions d'analyse :

. GC/MS Agilent 7890 / 5977 — Colonne : VF WAX (polaire) 60 m * 0.25 mm * 0.25 pm
. GC/FID Agilent 6890 — Colonne : VF WAX (polaire) 60 m * 0.25 mm * 0.25 pm

. Program. de T° : 5 min a 60°C - 2°C/min jusqu'a 250°C - 15 min a 250°C

. Gaz vecteur : He (23 psis/MS — 30 psis/FID)
. Injection / split : 1 pl d'une solution a 10 % dans I'hexane
. Gamme de masse : 30 2 350 - Les composés sont identifiés par une recherche combinée des temps de rétention et des spectres de
masse (bibliothéque interne + bibliothéque commercialeNIST).
. Les pourcentages sont calculés a partir des surfaces de pics données par le GC/FID sans I’utilisation de facteur de correction

Tableau des résultats : NIAOULI - LOT N° 2470

Pics | TR (min) Constituants % Ng;:;le All(zl;i;:nes
1 7.26 |alpha-PINENE 7.42
2 7.31 |alpha-THUYENE 0.31
3 7.66 |TOLUENE 0.20
4 8.18 |alpha-FENCHENE 0.01
5 8.42 |CAMPHENE 0.07
6 9.81 |beta-PINENE 4,98
7 10.25 |SABINENE 0.07
8 11.96 |[beta-MYRCENE 0.74
9 12.08 |alpha-PHELLANDRENE 0.06
10 | 12.25 |psi-LIMONENE 0.03
11 12.74 |alpha-TERPINENE 0.36
12 | 13.75 |LIMONENE 10.74 10.74
13 | 14.34 |1,8-CINEOLE 35.35
14 | 16.06 |gamma-TERPINENE 1.01
15 | 16.38 [trans-beta-OCIMENE 0.10
16 | 17.38 |p-CYMENE 0.33
17 | 18.10 |TERPINOLENE 0.36
18 | 29.31 |trans-THUYANOL 0.05
19 | 30.27 |CITRONELLAL 0.02
20 | 31.11 |alpha-COPAENE 0.02
21 32.76 |BENZALDEHYDE 0.09
22 | 33.39 |alpha-GURJUNENE 0.06
23 | 34.50 |[cis-THUYANOL 0.09
24 | 34.56 |[LINALOL 0.19 0.19
25 | 35.44 |[trans-p-MENTH-2-EN-1-OL 0.07
26 | 35.55 |PINOCARVONE 0.01
27 | 35.92 |[ISOPULEGOL 0.04
28 | 36.69 |FENCHOL 0.04
29 | 37.20 |beta-CUBEBENE 0.02
30 | 37.54 |beta-CARYOPHYLLENE 0.92
31 37.89 |TERPINENE-4-OL 1.17
32 | 37.97 |SESQUITERPENE 0.02
33 | 38.20 |AROMADENDRENE 0.1
34 | 38.45 |SESQUITERPENE 0.01
35 | 38.70 |COPACAMPHENE 0.02
36 | 38.88 |BENZOATE DE METHYLE 0.04




37 | 39.28 |[MYRTENAL 0.10
38 | 39.44 |cis-p-MENTH-2-EN-1-OL 0.06
39 | 40.48 |ALLO-AROMADENDRENE 0.22
40 | 40.92 |trans-PINOCARVEOL 0.05
41 41.08 |SESQUITERPENE 0.01
42 | 41.42 |ZONARENE 0.02
43 | 41.91 |alpha-HUMULENE 0.29
44 12.10 |ESTRAGOLE 0.05
45 | 42.11 |delta-TERPINEOL 0.06
46 | 42.39 |trans-VERBENOL 0.03
47 | 42.44 |cis-PIPERITOL 0.01
48 | 42.74 |NERAL 0.02 0.02
49 | 43.01 |ACETATE DE MYRTENYLE 0.12
50 | 43.09 |4,5-di-epi-ARISTOLOCHENE 0.01
51 43.29 |gamma-MUUROLENE 0.03
52 | 43.37 |CALARENE 0.02
53 | 43.72 |alpha-TERPINEOL 712
54 | 44.00 |BORNEOL 0.02
55 | 44.35 |GERMACRENE D 0.02
56 | 44.88 |beta-SELINENE 0.09
57 | 45.26 |alpha-SELINENE 0.07
58 | 45.28 |alpha-MUUROLENE 0.04
59 | 45.74 |CARVONE 0.01
60 | 45.75 |BICYCLOGERMACRENE 0.03
61 45.76 |GERANIAL 0.03 0.03
62 | 46.44 |[trans-PIPERITOL 0.02
63 | 47.15 |delta-CADINENE 0.16
64 | 47.21 |gamma-CADINENE 0.06
65 | 47.72 |CITRONELLOL 0.09 0.09
66 | 48.62 |CADINA-1,4-DIENE 0.02
67 | 49.04 |MYRTENOL 0.16
68 | 49.19 |alpha-AMORPHENE 0.01
69 | 49.33 |SESQUITERPENE Mw=202 0.02
70 | 49.61 |NEROL 0.02
71 51.09 |trans-ANETHOL 0.02
72 | 51.45 |CALAMENENE 0.01
73 51.53 |trans-CARVEOL 0.01
74 | 52.28 |GERANIOL 0.58 0.58
75 | 52.87 |cissMYRTANOL 0.01
76 | 53.40 |[trans-MYRTANOL 0.02
77 | 54.43 |cis-CARVEOL 0.02
78 | 56.11 |[METHYL THIO BENZOATE 0.04
79 | 56.83 |PALUSTROL 0.37
80 | 59.64 |OXYDE DE CARYOPHYLLENE 0.73
81 60.49 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.02
82 | 60.63 |GLEENOL ISOMERE 0.02
83 | 61.34 |Epi-GLOBULOL 0.09
84 | 62.21 |LEDOL 4.34
85 | 62.60 |EPOXY-6,7-HUMULENE 0.12
86 | 62.72 |GERMACRENE D-4-OL 0.01
87 | 62.86 [NEROLIDOL 0.02
88 | 63.28 |CARYOPHYLLENOL 0.01
89 | 63.45 |GLEENOL 0.16
90 | 63.60 |Epi-CUBENOL 0.06
91 63.96 |CUBENOL 0.09
92 | 64.52 |GLOBULOL 1.03
93 | 65.07 |VIRIDIFLOROL 12.56
94 | 65.24 |GUAIOL 1.38
95 | 65.44 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.03




96 | 65.84 |SESQUITERPENONE 0.04
97 | 66.04 [10-epi-gamma-EUDESMOL 0.08
98 | 66.51 |ROSIFOLIOL 0.18
99 | 66.85 |EUDESMOL ISOMERE 0.02
100| 66.91 |SPATHULENOL 0.13
101| 67.53 |SESQUITERPENOL 0.01
102| 67.58 |EUDESMOL ISOMERE 0.02
103 | 68.10 |COMPOSE Mw=220 0.05
104 | 68.76 |EUGENOL 0.08 0.08
105| 69.12 |gamma-EUDESMOL 0.22
106 | 69.22 |T-CADINOL 0.15
107 | 69.36 |COMPOSE Mw=236 0.03
108 | 69.53 |AGAROSPIROL 0.19
109 | 69.98 |SESQUITERPENOL 0.11
110| 70.09 |alpha-MUUROLOL 0.07
111| 70.52 |SESQUITERPENOL 0.01
112 70.58 |delta-CADINOL 0.04
113 | 70.77 |SESQUITERPENOL 0.01
114 | 70.87 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.02
115| 71.16 |BULNESOL 0.45
116 | 71.27 |SESQUITERPENOL 0.01
117| 71.583 |CARVACROL 0.02
118 | 71.68 |alpha-EUDESMOL 0.68
119 71.86 |alpha-NOOTKATOL 0.04
120| 72.06 |beta-EUDESMOL 0.80
121 72.14 |alpha-CADINOL 0.04
122 | 72.30 |SESQUITERPENOL 0.01
123| 73.12 |EUDESMA-7(11)-EN-4-OL 0.06
124 | 74.56 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.03
125| 74.88 |CARYOPHYLLADIENOL ISOMERE 0.02
126 | 75.14 |CARYOPHYLLA-2,6-DIEN-5-alpha-OL 0.08
127 76.18 |SESQUITERPENOL 0.01
128 76.94 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.02
129 | 77.96 |FARNESOL 0.13 0.13
130| 78.76 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.03
131] 81.19 |[EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.02
132| 88.89 |ACIDE CUMINIQUE 0.02
133| 89.45 |PHYTOL 0.01
134 100.91 | COMPOSE Mw=166 0.01
TOTAL 99.95 11.86




ANEXO Il

ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LA COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL Morella pubescens

Tabla S3. Analisis cromatografico del aceite esencial de M. pubescens

CHROMATOGRAPHIE PHASE GAZEUSE (selon la norme NF ISO 11024)

Conditions d'analyse :

. GC/MS Agilent 7890 / 5975 — Colonne : VF WAX (polaire) 60 m * 0.25 mm * 0.25 pm
. GC/FID Agilent 6890 — Colonne : VF WAX (polaire) 60 m * 0.25 mm * 0.25 pm

. Program. de T° : 5 min a 60°C - 2°C/min jusqu'a 250°C - 15 min a 250°C

. Gaz vecteur : He (23 psis/MS — 30 psis/FID)
. Injection / split : 1 pl d'une solution a 10 % dans 1'hexane
. Gamme de masse : 30 2 350 - Les composés sont identifiés par une recherche combinée des temps de rétention et des spectres de
masse (bibliotheque interne + bibliothéque commercialeNIST).
. Les pourcentages sont calculés a partir des surfaces de pics données par le GC/FID sans 1’utilisation de facteur de correction

Tableau des résultats : MORELLA PUBESCENS - LOT N° 2507
Pics | TR (min) Constituants % Nz;)l;le A“‘Eﬁ}j’)‘)’“es
1 7.85 |alpha-PINENE 4.91
2 7.91 |alpha-THUYENE 0.20
3 8.88 |alpha-FENCHENE 0.01
4 9.16 |CAMPHENE 0.11
5 10.70 |beta-PINENE 0.48
6 11.22 |SABINENE 0.18
7 13.13 |beta-MYRCENE 0.79
8 13.25 |alpha-PHELLANDRENE 0.04
9 13.98 [alpha-TERPINENE 0.09
10 | 15.20 [LIMONENE 14.21 14.21
11 15.41 |1,8-CINEOLE 0.26
12 | 15.50 |beta-PHELLANDRENE 0.06
13 | 16.96 |Cis-beta-OCIMENE 0.04
14 | 17.66 |gamma-TERPINENE 1.96
15 | 17.95 |Trans-beta-OCIMENE 0.06
16 | 19.05 |p-CYMENE 0.91
17 | 19.81 |TERPINOLENE 0.15
18 | 20.11 |[OCTANAL 0.23
19 | 21.75 |2,2,6-TRIMETHYL-CYCLOHEXANONE 0.04
20 | 25.44 |FENCHONE 0.01
21 26.72 |COMPOSE AROMATIQUE 0.08
22 | 27.32 |PERILLENE 0.02
23 | 28.45 |alpha,p-DIMETHYLSTYRENE 0.01
24 | 31.03 |alpha-CUBEBENE 0.16
25| 32.03 |ACETATE D'OCTYLE 0.07
26 | 32.23 |SESQUITERPENE 0.03
27 | 32.65 |YLANGENE 0.03
28 | 32.82 |ISOLEDENE 0.01
29 | 33.22 |alpha-COPAENE 0.13
30 | 33.52 |CAMPHRE 0.16
31 34.31 |alpha-PINOCAMPHONE 0.05
32 | 34.89 |beta-PINOCAMPHONE 0.04
33 | 35.62 |alpha-GURJUNENE 0.04
34 | 36.50 |LINALOL 0.28 0.28
35 | 37.10 |1-OCTANOL 0.02




36 | 37.25 |SESQUITERPENE 0.24
37 | 38.42 [ISOCARYOPHYLLENE 0.11
38 | 38.54 |ACETATE DE BORNYLE 0.15
39 | 38.76 |SESQUITERPENE 0.04
40 | 39.54 |beta-ELEMENE 0.69
41 | 40.29 |beta-CARYOPHYLLENE 26.16
42 | 40.46 |6,9-GUAIADIENE 0.12
43 | 40.87 |GURJUNENE ISOMERE 0.06
44 | 41.39 |SESQUITERPENE 0.07
45 | 41.97 |CADINA-3,5-DIENE 0.02
46 | 42.46 |GERMACRENE A 2.16
47 | 42.77 |ALLO-AROMADENDRENE 0.06
48 | 43.39 |ESTRAGOL 0.07
49 | 43.71 |SESQUITERPENE 0.07
50 | 43.95 |ZONARENE 0.09
51 | 44.23 |alpha-HUMULENE 0.76
52 | 44.67 |gamma-SELINENE 1.18
53 | 44.92 |E-beta-FARNESENE 0.21
54 | 45.19 [SESQUITERPENE 0.14
55 | 45.44 [SESQUITERPENE 0.19
56 | 45.67 |gamma-MUUROLENE 0.20
57 | 46.44 |GERMACRENE D 0.69
58 | 46.78 |EREMOPHILENE 0.62
59 | 47.36 |beta-SELINENE 6.12
60 | 47.74 |alpha-SELINENE 6.87
61 | 47.82 |alpha-MUUROLENE 0.77
62 | 48.16 |VALENCENE 1.78
63 | 49.02 |SESQUITERPENE 0.27
64 | 49.30 |ACETATE DE GERANYLE 0.17
65 | 49.60 |delta-CADINENE 1.12
66 | 49.76 |gamma-CADINENE 0.19
67 | 50.22 [delta-SELINENE 0.71
68 | 50.47 |alpha-CURCUMENE 0.21
69 | 50.96 |SELINADIENE-4,7 7.69
70 | 51.63 |CADINA-1,4-DIENE 0.05
71 | 51.96 |alpha-AMORPHENE 0.04
72 | 52.40 |2-TRIDECANONE 0.08
73 | 53.31 |Trans-ANETHOL 0.37
74 | 53.71 |GERMACRENE B 6.36
75 | 54.29 |GERANIOL 0.07 0.07
76 | 54.91 [SESQUITERPENE Mw=202 0.05
77 | 58.03 |alpha-CALACORENE 0.05
78 | 58.85 [COMPOSE AROMATIQUE 0.06
79 | 60.82 |EUDESMATRIENE-3,5-11-TRIENE 0.11
80 | 61.77 |OXYDE DE CARYOPHYLLENE 1.58
81 | 62.62 |[EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.07
82 | 63.32 |E-METHYLEUGENOL 0.11
83 | 63.76 |SESQUITERPENOL 0.04
84 | 64.65 |SESQUITERPENOL 0.05
85 | 64.79 |époxy-6,7-HUMULENE 0.03
86 | 65.31 [COMPOSE AROMATIQUE Mw=178 0.18
87 | 65.53 |EUDESMOL ISOMERE 0.22
88 | 65.96 |CUBENOL 0.08
89 | 66.56 |SESQUITERPENOL 0.09
90 | 67.10 [COMPOSE AROMATIQUE Mw=178 0.06
91 | 67.53 [COMPOSE Mw=222 0.15
92 | 69.35 [COMPOSE AROMATIQUE 0.03
93 | 69.48 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.03
94 | 69.59 |EUDESMOL ISOMERE 0.21




95 | 69.96 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.04
96 | 70.12 |[EUGENOL 0.04 0.04
97 | 70.72 |gamma-EUDESMOL 0.06
98 | 70.84 [COMPOSE AROMATIQUE 0.03
99 | 71.04 |ESTER ALIPHATIQUE 0.04
100| 71.22 |T-CADINOL 0.12
101| 72.00 |alpha-MUUROLOL 0.07
102 | 72.52 |delta-CADINOL 0.08
103 | 72.90 |alpha-EUDESMOL 0.21
104 | 73.09 [ISOSPATHULENOL 0.11
105| 73.81 |COMPOSE AROMATIQUE 0.17
106 | 74.13 |SESQUITERPENOL 0.12
107 | 74.94 |COMPOSE Mw=220 0.13
108 | 75.10 |COMPOSE AROMATIQUE 0.46
109| 75.26 |EUDESMATRIENE ISOMERE 0.64
110| 75.87 |SESQUITERPENONE Mw=218 0.06
111 76.77 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.03
112| 76.90 |CARYOPHYLLADIENOL ISOMERE 0.04
113 | 77.04 |CARYOPHYLLA-2,6-DIEN-5-alpha-OL 0.09
1141 77.19 |SESQUITERPENOL Mw=222 0.58
115| 78.93 |EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0.09
116| 80.51 |[COMPOSE AROMATIQUE 0.10
117 | 80.75 |SESQUITERPENOL 0.07
118 | 80.94 |ALCOOL ALIPHATIQUE 0.04
119 83.15 |SESQUITERPENOL 0.02
120| 84.33 |COMPOSE AROMATIQUE 0.02
121| 85.47 |COMPOSE Mw=220 0.05
122| 86.03 |COMPOSE Mw=220 0.04
123 | 86.94 |SESQUITERPENONE Mw=218 0.03
1241 90.91 |PHYTOL 0.03
125| 92.80 |COMPOSE Mw=286 0.02
126 | 94.42 |ACIDE MYRISTIQUE 0.02
127 | 102.62 |ACIDE PALMITIQUE 0.12
TOTAL 99.81 14.60




ANEXO IV
PROCESOS BIOLOGICOS ENRIQUECIDOS DEL CLUSTER 1 FORMADO POR COMPUESTOS DEL ACEITE M. pubescens

Tabla S4. Procesos bioldgicos enriquecidos asociados a las dianas moleculares predichas para el claster 1
formado por compuestos del esencial de Morella Pubescens

Term Fold Enrichment WPx PValue FDR
G0:0045944~positive regulation of

transcription from RNA polymerase Il 3.0 1.86E-01 1.42E-12 3.94E-10
promoter

G0:0007268~chemical synaptic transmission 10.8 1.52E-01 1.45E-28 1.82E-25
g;;gﬁg;iiha'ap;c’tem coupled receptor 2.8 1.43E-01 1.70E-08 1.42E-06
G0:0000122~negative regulation of

transcription from RNA polymerase Il 2.7 1.32E-01 2.92E-08 2.15E-06
promoter

G0:0007165~signal transduction 2.0 1.21E-01 1.04E-04 2.28E-03
G0:0007187~G-protein coupled receptor

signaling pathway, coupled to cyclic 32.5 1.20E-01 3.66E-38 9.16E-35
nucleotide second messenger

GO:9008%84~p05|t|ve regulation of cell 38 1.11E-01 6.23E-10 9.18E-08
proliferation

G0:0006954~inflammatory response 4.8 1.05E-01 1.55E-11 3.24E-09
nge(g?::s positive regulation of gene 36 9.47E-02 4.26E-08 2.81E-06
G0:0009410~response to xenobiotic stimulus 7.3 9.47E-02 1.80E-14 9.00E-12
G0:0042493~response to drug 6.3 9.42E-02 2.15E-13 8.99E-11
G0:0032496~response to lipopolysaccharide 10.5 9.17E-02 8.29E-17 5.19E-14
G0:0045893~positive regulation of 26 9.13E-02 5 09E-05 6.24E-04

transcription, DNA-templated

G0:0006508~proteolysis 4.3 9.07E-02 1.91E-09 2.00E-07

GO0:0043066~negative regulation of

. 3.4 7.28E-02 2.64E-07 1.38E-05
apoptotic process
GO:(.)0082.85 negative regulation of cell 34 7 92E-02 1.23E-06 5 61E-05
proliferation
G0:0030154~cell differentiation 2.4 7.14E-02 1.80E-04 3.55E-03
G0:0006915~apoptotic process 2.9 7.08E-02 3.55E-06 1.41E-04
GO:OQO7189~adenyIate cyc.:lase.-actlvatlng G- 9.4 6.99E-02 7 49E-12 1.70E-09
protein coupled receptor signaling pathway
G0:0006468~protein phosphorylation 3.8 6.78E-02 6.39E-09 5.93E-07
G0:0006955~immune response 2.9 6.45E-02 4.11E-05 1.12E-03
G0:0001666~response to hypoxia 6.0 6.33E-02 7.94E-08 4.62E-06
GO0:0043410~positive regulation of MAPK 79 6.09E-02 1.80E-09 1.96E-07
cascade
GO:00986§4~q-prote|n coupled serotonin 365 6.08E-02 4.98E-19 4.16E-16
receptor signaling pathway S
G0:0010629~negative regulation of gene 38 5 .99E-02 1.35E-05 4.91E-04

expression




G0:0007204~positive regulation of cytosolic

. . 7.3 5.90E-02 1.64E-09 1.87E-07
calcium ion concentration
G0:0043065~positive regulation of apoptotic 31 5 85E-02 3.63E-04 6.13E-03
process
G0:0032355~response to estradiol 7.9 5.70E-02 9.26E-08 5.27E-06
G0:0070374~positive regulation of ERK1 and 48 5 48E-02 1.45E-06 6.36E-05
ERK2 cascade
G0:0007568~aging 4.9 5.17E-02 5.96E-06 2.19E-04
G0:0006730~0one-carbon metabolic process 20.8 5.16E-02 7.03E-11 1.32E-08
G0:0001525~angiogenesis 3.8 5.06E-02 9.32E-05 2.12E-03
G0:0006874~cellular calcium ion homeostasis 9.3 4.96E-02 7.91E-10 1.10E-07
G0:0019233~sensory perception of pain 17.3 4.61E-02 9.06E-13 3.24E-10
G0:0045471~response to ethanol 8.2 4.56E-02 1.09E-09 1.36E-07
G0:0006805~xenobiotic metabolic process 9.0 4.53E-02 2.04E-08 1.65E-06
G0:0008203~cholesterol metabolic process 10.0 4.31E-02 3.05E-08 2.18E-06
G_O:00.30335 positive regulation of cell 35 4.16E-02 4.15E-04 6.97E-03
migration
G0:0045776~negative regulation of blood 535 4.10E-02 2 11E-10 3.53E.08
pressure
G0:0042220~response to cocaine 20.9 4.09E-02 6.37E-12 1.60E-09
GO:0071§80 adenyla.te cy'clase-act|vat|ng 34.0 4.03E-02 7 39E-11 1.32E-08
adrenergic receptor signaling pathway
G0:0009636~response to toxic substance 10.2 3.99E-02 5.15E-09 5.15E-07
G0:0007565~female pregnancy 7.1 3.95E-02 1.16E-05 3.73E-04
G0:0060079~excitatory postsynaptic potential 10.6 3.93E-02 3.71E-07 1.86E-05
004 - -
60:0043406™positive regulation of MAP 9.4 3.89E-02 2.58E-07 1.38E-05
kinase activity
G0:0018105~peptidyl-serine phosphorylation 6.4 3.77E-02 1.08E-08 9.64E-07
G0:0030574~collagen catabolic process 18.3 3.72E-02 2.91E-10 4.55E-08
G0:0007193~ad -inhibiti -
. adenylate cyclase-inhibiting G 13.6 3.71E-02 6.33E-09 5.93E-07
protein coupled receptor signaling pathway
G0:0008202~steroid metabolic process 12.8 3.64E-02 6.88E-08 4.10E-06
G0:0050727~ i i
regulation of inflammatory 5.1 3.51E-02 9.51E-04 1.38E-02
response
: 2922~ci i i
GO 003. 922~circadian regulation of gene 3.6 3.49E-02 9.17E-06 3.10E-04
expression
G0:0007613~memory 6.3 3.49E-02 2.89E-04 5.09E-03
G0:0022617~extracellular matrix disassembly 16.3 3.49E-02 9.91E-10 1.31E-07
: 755~ - - - -
G0:0009755~hormone-mediated signaling 13.3 3.46E-02 4.84E-08 3.11E-06
pathway
GO:OO§1992 positive rggulatmn of NF-kappaB 38 3.46E-02 5 52E-03 5 98E-02
transcription factor activity
GO:OO§2760 positive rfegulatlon of tumor 6.3 3.40E-02 3.01E-05 8.56E-04
necrosis factor production
G0:0045907~positi i
)7"positive regulation of 16.1 3.38E-02 6.40E-08 4.01E-06
vasoconstriction
: 1482~ positi i i
G0:0051482~positive regulation of cytosolic 18.0 3.386-02 5 50E-08 1.96E-06

calcium ion concentration involved in




phospholipase C-activating G-protein coupled
signaling pathway

G0:0007197~adenylate cyclase-inhibiting G-

protein coupled acetylcholine receptor 68.0 3.37E-02 1.06E-12 3.32E-10
signaling pathway
G0:0030522~intracellular receptor signaling 19.4 3.36E-02 1.38E-09 1 65E-07
pathway
60:0071222"cellular response to 3.5 3.31E-02 2.22E-03 2.66E-02
lipopolysaccharide
G0:0008584~male gonad development 4.9 3.28E-02 1.31E-03 1.74E-02
G0:0071456~cellular response to hypoxia 5.3 3.28E-02 4.17E-05 1.12E-03
0:0045766"positive regulation of 41 3.19E-02 7.15E-04 1.09E-02
angiogenesis
G0:0006629~lipid metabolic process 3.6 3.15E-02 1.06E-03 1.50E-02
G0:0042738~exogenous drug catabolic 997 3.14E-02 3.75E-08 5 61E-06
process
G0:0042178~xenobiotic catabolic process 23.7 3.14E-02 2.69E-08 2.04E-06
G0:0001934 .posmve regulation of protein 33 3.14E-02 3.78E-03 4.03E-02
phosphorylation
G0:0035094~response to nicotine 11.9 3.13E-02 2.36E-05 6.88E-04
GO':0033138 posmye regulation of peptidyl- 55 3.12E-02 2 20E-03 5 65E-02
serine phosphorylation
G0:0007611~learning or memory 9.3 3.09E-02 5.27E-06 2.00E-04
60:0032755~positive regulation of 5.9 3.08E-02 1.37E-04 2.88E-03
interleukin-6 production
G0:0016575~histone deacetylation 10.3 3.04E-02 1.16E-05 3.73E-04
G0:0019722~calcium-mediated signaling 7.4 3.02E-02 8.19E-06 2.93E-04
G0:0032526~response to retinoic acid 10.5 3.01E-02 1.02E-05 3.41E-04
G0:0008217~regulation of blood pressure 6.0 2.96E-02 1.13E-03 1.60E-02
G0:0042593~glucose homeostasis 5.4 2.95E-02 2.76E-04 4.94E-03
G0:0001975~response to amphetamine 11.9 2.91E-02 2.36E-05 6.88E-04
G0:0070588~ i i

calcium fon transmembrane 5.2 2.82E-02 3.29E-04 5.77E-03
transport
G0:0007626~locomotory behavior 6.3 2.80E-02 2.89E-04 5.09E-03
G0:2000300~ i i i

300 regulation of synaptic vesicle 10.3 2.79E-02 1.16E-05 3.73E-04
exocytosis
:0042 ~ i

GO 00. 391~regulation of membrane 53 2 78E-02 7 57E-04 1.14E-02
potential
GO:OQO7200 phosphollpas.e C—éctlvatmg G- 9.4 2 78E-02 4.69E-06 1.84E-04
protein coupled receptor signaling pathway
G0:0042632~cholesterol homeostasis 5.2 2.76E-02 8.50E-04 1.24E-02
G0:0006694~steroid biosynthetic process 13.6 2.76E-02 6.86E-05 1.65E-03
G0:0007623~circadian rhythm 6.8 2.74E-02 5.59E-04 8.98E-03
G0:1904707~positi lati

positive regulation of vascular 11.1 2.67E-02 1.28E-06 5.75E-05
smooth muscle cell proliferation
G0:0070932~histone H3 deacetylation 29.8 2.67E-02 6.62E-08 4.04E-06
G0:0046777~protein autophosphorylation 5.3 2.65E-02 2.80E-06 1.13E-04
G0:0006816~calcium ion transport 5.3 2.65E-02 2.08E-03 2.53E-02




G0:0007249~I-kappaB kinase/NF-kappaB

. . 7.8 2.65E-02 2.64E-04 4.82E-03
signaling
G0:0030324~lung development 5.2 2.63E-02 2.20E-03 2.65E-02
§0:9051209~release of sequestered calcium 12.7 2 62E-02 > 75E-06 1.13E-04
ion into cytosol
G0:0019222~regulation of metabolic process 18.6 2.60E-02 1.40E-05 4.26E-04
60:0018108"peptidyl-tyrosine 4.9 2.56E-02 2.13E-04 4.10E-03
phosphorylation
G0:0021766~hippocampus development 5.7 2.55E-02 4.09E-03 4.30E-02
G0:1904645~response to beta-amyloid 31.8 2.47E-02 4.19E-08 2.81E-06
G0:0019369~arachidonic acid metabolic 11.7 2 47E-02 1.47E-04 3.056-03
process
60:0042759~long-chain fatty acid 20.4 2.46E-02 8.42E-06 2.93E-04
biosynthetic process
G0:0042752~regulation of circadian rhythm 10.3 2.43E-02 4.86E-07 2.39E-05
GO:O(?07188~adenyIate cyFIase.-moduIatlng G- 8.7 5 43E-02 1.48E-04 3.056-03
protein coupled receptor signaling pathway
GO:OOO72'13”G.-prote|n coupled acetylcholine 997 2 42E-02 5 41E-05 1.40E-03
receptor signaling pathway
G0:0050796~regulation of insulin secretion 10.1 2.42E-02 6.07E-05 1.49E-03
G0:0043627~response to estrogen 6.6 2.41E-02 6.50E-04 9.93E-03
60:0032757~positive regulation of 6.3 2.41E-02 2.62E-03 3.05E-02
interleukin-8 production
G0:0018107"peptidyl-threonine 7.7 2.40E-02 8.01E-05 1.87E-03
phosphorylation
GO:00.14059 regulation of dopamine 13.6 5 38E-02 6.86E-05 1.65E-03
secretion
GO:OQ70301”ceIIuIar response to hydrogen 74 5 38E-02 1.04E-04 5 98E-03
peroxide
GO:OOO7198”adenyIf5te cyclase-lnhlbltlng 583 2 37E-02 1.33E-08 1.15E-06
serotonin receptor signaling pathway
G0:0048384~retinoic acid receptor signaling 997 2 36E-02 4.76E-06 1.84E-04
pathway
G0:0017144~drug metabolic process 16.3 2.35E-02 2.72E-05 7.82E-04
60:0034765"regulation of ion 4.1 2.31E-02 3.63E-03 3.88E-02
transmembrane transport
GC_):004.5429 pos.ltlve regulation of nitric 97 2 31E-02 7 71E-05 1.82E-03
oxide biosynthetic process
G0:0048511~rhythmic process 8.0 2.30E-02 1.68E-05 5.07E-04
G0:0070933~histone H4 deacetylation 40.8 2.30E-02 1.54E-07 8.59E-06
G0:0006809~nitric oxide biosynthetic process 12.4 2.28E-02 3.89E-03 4.11E-02
G0:0043278~response to morphine 17.6 2.26E-02 2.61E-07 1.38E-05
G0:0006476~protein deacetylation 27.2 2.25E-02 1.73E-06 7.23E-05
G0:0001516~prostaglandin biosynthetic 17.9 2 24E-02 1.47E-04 3.056-03
process
G0:0031641~regulation of myelination 15.5 2.23E-02 2.67E-04 4.82E-03
G0:0048661~positive regulation of smooth 6.8 2 21E-02 5 59E-04 8.98E-03

muscle cell proliferation




G0:0061370~testosterone biosynthetic

56.7 2.18E-02 6.60E-07 3.06E-05
process
GO:00305'18'“|r.1traceIIuIar steroid hormone 371 5 18E-02 5 80E-07 1.43E-05
receptor signaling pathway
GO:19013§6~negat|ve reg'ul'atlon of voltage- 20.4 2 18E-02 8.42E-06 5 93E-04
gated calcium channel activity
G0:0000086~G2/M transition of mitotic cell 79 5 18E-02 2 41E-04 4.50E-03
cycle
G0:0001662~behavioral fear response 13.2 2.17E-02 8.09E-05 1.87E-03
G0:0042311~vasodilation 8.3 2.17E-02 2.98E-03 3.40E-02
§0:0051926~negat|ve regulation of calcium 19.4 2 14E-02 1.00E-03 1.44E-02
ion transport
G0:0008542~visual learning 8.2 2.14E-02 8.04E-04 1.18E-02
GO':0'007190~act|vat|on of adenylate cyclase 124 2 11E-02 1.10E-04 5 38E-03
activity
60:0003376"sphingosine-1-phosphate 27.2 2.11E-02 1.73E-06 7.23E-05
signaling pathway
G0:0048148~behavioral response to cocaine 27.2 2.09E-02 1.73E-06 7.23E-05
G0:0042310~vasoconstriction 20.4 2.08E-02 8.42E-06 2.93E-04
G0:0042789~mRNA transcription from RNA 10.6 2 03E-02 4.72E-05 1.26E-03
polymerase Il promoter
G0:0042136~neurotransmitter biosynthetic 297 2 07E-02 6.20E-04 9.75E-03
process
G0:1902894~negative regulation of pri-
miRNA transcription from RNA polymerase II 16.2 2.01E-02 2.21E-04 4.20E-03
promoter
G0:0046677~response to antibiotic 12.8 2.01E-02 9.47E-05 2.14E-03
G0:0006706~steroid catabolic process 56.7 2.00E-02 6.60E-07 3.06E-05
60:0032735"positive regulation of 7.9 1.99E-02 3.55E-03 3.81E-02
interleukin-12 production
G0:0016098~monoterpenoid metabolic 567 1.99E-02 6.60E-07 3.06E-05
process
G0:0071320~cellular response to cAMP 6.8 1.98E-02 1.84E-03 2.37E-02
G0:0050482~arachidonic acid secretion 13.1 1.97E-02 5.22E-04 8.49E-03
G0:0019229~regulation of vasoconstriction 17.0 1.95E-02 1.81E-04 3.55E-03
G0:0042572~retinol metabolic process 7.7 1.95E-02 1.05E-03 1.49E-02
GO:OF)51930~reguIat|on of sensory perception 12.0 1.94E-02 1.28E-04 5 71E-03
of pain
G0:0009409~response to cold 11.3 1.92E-02 3.15E-05 8.77E-04
G0:0002028~regulation of sodium ion 143 1.92E-02 5 53E-03 5 98E-02
transport
G0:0048856~anatomical structure 32 1.91E-02 3.04E-04 1.18E-02
development
G0:0008210~estrogen metabolic process 11.0 1.90E-02 1.04E-03 1.48E-02
G0:0043518~negative regulation of DNA
damage response, signal transduction by p53 22.7 1.90E-02 5.41E-05 1.40E-03
class mediator
G0:0032870~cellular response to hormone 113 1.90E-02 9.14E-04 1.33E-02

stimulus




G0:0045931~positive regulation of mitotic cell

10.6 1.88E-02 1.17E-03 1.64E-02
cycle
G0:0006702~androgen biosynthetic process 27.2 1.83E-02 3.46E-04 5.89E-03
GQ:0071466”ceIIuIar response to xenobiotic 6.3 1.81E-02 2 62E-03 3.05E-02
stimulus
G0:0019226~transmission of nerve impulse 13.0 1.80E-02 3.40E-03 3.71E-02
G0:0006939~smooth muscle contraction 15.5 1.80E-02 2.67E-04 4.82E-03
G0:0071498~cellular response to fluid shear 997 1.78E-02 5 41E-05 1.40E-03
stress
GO:OO71549~ceIIu.Iar response to 11.0 1.78E-02 1.93E-04 3.75E-03
dexamethasone stimulus
G0:0006527~arginine catabolic process 29.2 1.77E-02 4.28E-03 4.37E-02
G0:0019371~cyclooxygenase pathway 30.2 1.73E-02 2.45E-04 4.50E-03
G0:0019373~epoxygenase P450 pathway 13.6 1.72E-02 2.95E-03 3.38E-02
G0:0019228~neuronal action potential 10.3 1.70E-02 1.32E-03 1.74E-02
GQ:OO71391 cellular response to estrogen 143 1.69E-02 5 53E-03 5 98E-02
stimulus
G0:0060158"phospholipase C-activating 34.0 1.67E-02 1.65E-04 3.30E-03
dopamine receptor signaling pathway
60:0001963synaptic transmission, 27.2 1.67E-02 3.46E-04 5.89E-03
dopaminergic
'GO:004.2307'"p05|t|ve regulation of protein 93 167E-02 4.49E-04 7 39E-03
import into nucleus
GO:000719.4"‘negat|ve regulation of adenylate 13.0 1.67E-02 3.40E-03 3.71E-02
cyclase activity
GO:0042.053 regulation of dopamine 279 1.67E-02 3 46E-04 5 89E-03
metabolic process
GO:004.2177~negat|ve regulation of protein 76 1 66E-02 4.19E-03 4.37E-02
catabolic process
G0:0046483~heterocycle metabolic process 45.4 1.66E-02 6.02E-05 1.49E-03
G0:0006704~glucocorticoid biosynthetic 389 1.66E-02 1.04E-04 5 98E-03
process
G0:0006082~organic acid metabolic process 13.0 1.65E-02 3.40E-03 3.71E-02
G0:0060134~prepulse inhibition 20.9 1.65E-02 7.97E-04 1.18E-02
GO:009706? cellular response to thyroid 50.0 1.65E-02 9.99E-05 5 19E-03
hormone stimulus
G0:0001542~ovulation from ovarian follicle 30.2 1.63E-02 2.45E-04 4.50E-03
G0:0007212~dopamine receptor signaling 136 1.62E-02 5 95E-03 338E-02
pathway
G0:0040012~regulation of locomotion 38.9 1.62E-02 1.04E-04 2.28E-03
G0:0035624~receptor transactivation 40.8 1.61E-02 2.08E-03 2.53E-02
G0:0032811"negative regulation of 40.8 1.61E-02 2.08E-03 2.53E-02
epinephrine secretion
G0:0071492~cellular response to UV-A 30.9 1.61E-02 1.37E-05 4.24E-04
§0:0914065 phosphatidylinositol 3-kinase 91 1.58E-02 4.92E-04 8.05E-03
signaling
GO:00_14063~negat|ve regulation of serotonin 544 1.57E-02 3.04E-05 8.56E-04
secretion
G0:0042755~eating behavior 14.1 1.57E-02 5.79E-05 1.48E-03




G0:0086010~membrane depolarization

) . . 213 1.56E-02 7.13E-05 1.70E-03

during action potential
G0:0006693~prostaglandin metabolic process 13.0 1.54E-02 3.40E-03 3.71E-02
G0:0048149~behavioral response to ethanol 37.8 1.53E-02 5.35E-06 2.00E-04
G0:0042417~dopamine metabolic process 18.1 1.51E-02 1.24E-03 1.68E-02
G0:0034983~peptidyl-lysine deacetylation 34.0 1.51E-02 1.65E-04 3.30E-03
G0:0070989~oxidative demethylation 18.1 1.49E-02 1.24E-03 1.68E-02
G0:0042737~drug catabolic process 45.4 1.49E-02 6.02E-05 1.49E-03
G0:0042596~fear response 45.4 1.49E-02 6.02E-05 1.49E-03
§0:0943401 steroid hormone mediated 16.2 1.47E-02 5 91E-04 4.20E-03
signaling pathway
G0:0008209~androgen metabolic process 143 1.47E-02 2.53E-03 2.98E-02
G.O:003QSO.1 positive regulation of bone 79 1. 46E-02 355603 3.81E-02
mineralization
G0:0042531~positive regulation of tyrosine
phosphorylation of STAT protein 5.9 1.45E-02 3.40E-03 3.71E-02
G0:0002068~glandular epithelial cell 34.0 1.44E-02 3.08E-03 3.45E-02
development
G0:0031644~ i i

regulation of neurological 68.0 1.44E-02 6.35E-04 9.75E-03
system process
GO:OO!.51583 do.pa.mlne uptake involved in 340 1.43E-02 3 08E-03 3.45E-02
synaptic transmission
G0:0032310~prostaglandin secretion 40.8 1.42E-02 2.08E-03 2.53E-02
G0:0015872~dopamine transport 51.0 1.40E-02 1.26E-03 1.68E-02
G0:0051481~ i i i

0051481"negative regulation of cytosolic 24.3 1.39E-02 4.01E-05 1.10E-03

calcium ion concentration
G0:0051492~regulation of stress fiber 18.9 1.39E-02 1.17E-04 5 51E-03
assembly
G0:0019370~leukotriene biosynthetic process 24.7 1.37E-02 4.70E-04 7.74E-03
GO:00§1967 negative reg.ulatlon of synaptic 4.7 1.37E-02 4.70E-04 7 74E-03
transmission, glutamatergic
G0:0001659~temperature homeostasis 13.0 1.36E-02 3.40E-03 3.71E-02
GO_:2.000273 positive regulation of receptor 997 1.36E-02 6.20E-04 9.75E-03
activity
G0:1901216~positive regulation of neuron 79 1.35E-02 3.55E-03 3.81E-02
death
G0:0014070~ i i

response to organic cyclic 6.8 1.33E-02 1.84E-03 2.37E-02
compound
G0:0030540~female genitalia development 34.0 1.33E-02 3.08E-03 3.45E-02
G0:0030183~B cell differentiation 5.5 1.31E-02 1.65E-03 2.16E-02
GO:007137§ cellular response to peptide 17.0 1.31E-02 1.81E-04 3.556.03
hormone stimulus
G0:0007567~parturition 34.0 1.31E-02 8.82E-06 3.03E-04
G0:0050955~thermoception 68.0 1.27E-02 1.23E-05 3.90E-04
G0:0055093~response to hyperoxia 13.6 1.26E-02 2.95E-03 3.38E-02
G0:2001225~regulation of chloride transport 51.0 1.25E-02 1.26E-03 1.68E-02
G0:0038171~cannabinoid signaling pathway 51.0 1.23E-02 1.26E-03 1.68E-02
G0:0071872~cellul i i

cellular response to epinephrine 20.9 1.23E-02 7.97E-04 1.18E-02

stimulus




G0:1990776~response to angiotensin 29.2 1.20E-02 4.28E-03 4.37E-02
G0:0050795~regulation of behavior 27.2 1.19E-02 3.46E-04 5.89E-03
G0:0010613~positive regulation of cardiac 12.4 1.19E-02 3.89E-03 411E-02
muscle hypertrophy

G0:0007617~mating behavior 34.0 1.18E-02 3.08E-03 3.45E-02
G0:0034651~cortisol biosynthetic process 68.0 1.18E-02 6.35E-04 9.75E-03
G0:0032342~aldosterone biosynthetic 63.0 1.18E-02 6.35E-04 9.75E-03
process

G0:0006346™methylation-dependent 29.2 1.18E-02 4.28E-03 4.37E-02
chromatin silencing

G0:0009913~epidermal cell differentiation 30.2 1.18E-02 2.45E-04 4.50E-03
0:0002031~G-protein coupled receptor 18.1 1.17E-02 1.24E-03 1.68E-02
internalization

G0:0014047~glutamate secretion 29.2 1.16E-02 4.28E-03 4.37E-02
GQ:2000757 r.wegatlve regulation of peptidyl- 408 1.14E-02 > 08E-03 5 53E-02
lysine acetylation

0:0051584"regulation of dopamine uptake 40.8 1.14E-02 2.08E-03 2.53E-02
involved in synaptic transmission

G0:0038003~opioid receptor signaling 34.0 1.12E-02 1.65E-04 3.30E-03
pathway

GO:OOQ7195'“adenyI:?te cyclase-lnhlbltlng 408 1.12E-02 5 08E-03 5 53E-02
dopamine receptor signaling pathway

G0:0034776~response to histamine 51.0 1.12E-02 1.26E-03 1.68E-02
60:0010513"positive regulation of 68.0 1.10E-02 6.35E-04 9.75E-03
phosphatidylinositol biosynthetic process

0:0007208~phospholipase C-activating 68.0 1.10E-02 6.35E-04 9.75E-03
serotonin receptor signaling pathway

G0:0034650~cortisol metabolic process 51.0 1.10E-02 1.26E-03 1.68E-02
G0:0044267~cellular protein metabolic 16.0 1.04E-02 1.81E-03 5 37E-02
process

GO:OOL}5759~negatlve regulation of action 408 1.03E-02 5 08E-03 5 53E-02
potential

§0:1?033£.l7'“negat|ve regulation of bicellular 34.0 9.62E-03 3.08E-03 3.45E-02
tight junction assembly

§010035§O9 negative regul.a’Flon of myosin- 108 9.62E-03 5 08E-03 5 53E-02
light-chain-phosphatase activity

G0:0007210~serotonin receptor signaling 292 9 47E-03 4.28E-03 4.37E-02
pathway

G0:0009624~response to nematode 29.2 9.43E-03 4.28E-03 4.37E-02
G0:0043266~regulation of potassium ion 408 8.66E-03 5 08E-03 5 53E-02
transport

G0:0050966~detection of mechanical

stimulus involved in sensory perception of 18.1 8.36E-03 1.24E-03 1.68E-02
pain

60:0071502"cellular response to 40.8 7.31E-03 2.08E-03 2.53E-02
temperature stimulus

G0:0007635~chemosensory behavior 40.8 4.95E-03 2.08E-03 2.53E-02




ANEXO V

RUTAS METABOLICAS ENRIQUECIDAS DEL CLUSTER 1 FORMADO POR COMPUESTOS DEL ACEITE M. pubescens

Tabla SS. Rutas metabdlicas enriquecidas asociadas a las dianas moleculares predichas para el clister 1 formado por
compuestos del aceite esencial de Morella pubescens mediante David Bioinformatics Resources

Term Fold Enrichment WPx PValue FDR
hsa01100:Metabolic pathways 1.3 2.66E-01 7.15E-03 3.88E-02
hsa04080:Neuroactive ligand-receptor
interaction 5.7 2.50E-01 2.89E-32 6.28E-30
hsa05200:Pathways in cancer 2.5 1.26E-01 7.60E-08 2.06E-06
hsa04020:Calcium signaling pathway 3.9 1.15E-01 4.10E-10 1.78E-08
hsa04726:Serotonergic synapse 6.8 1.00E-01 1.02E-13 1.11E-11
hsa04024:cAMP signaling pathway 4.3 9.77E-02 5.48E-11 2.97E-09
hsa05207:Chemical carcinogenesis - receptor
activation 4.0 8.79E-02 2.55E-09 9.21E-08
hsa05417:Lipid and atherosclerosis 3.1 6.29E-02 1.48E-05 2.92E-04
hsa00140:Steroid hormone biosynthesis 7.7 6.17E-02 4.43E-09 1.37E-07
hsa04151:PI3K-Akt signaling pathway 1.9 6.06E-02 4.23E-03 2.96E-02
hsa05206:MicroRNAs in cancer 1.9 5.90E-02 9.78E-03 4.73E-02
hsa04728:Dopaminergic synapse 3.3 5.41E-02 2.74E-04 3.13E-03
hsa05202:Transcriptional misregulation in
cancer 2.6 5.34E-02 1.19E-03 1.07E-02
hsa00910:Nitrogen metabolism 20.3 5.16E-02 1.40E-11 1.02E-09
hsa00590:Arachidonic acid metabolism 6.2 5.14E-02 2.74E-06 6.60E-05
hsa04919:Thyroid hormone signaling pathway 3.9 5.05E-02 2.71E-05 4.90E-04
hsa04725:Cholinergic synapse 3.6 4.95E-02 2.33E-04 2.94E-03
hsa05163:Human cytomegalovirus infection 2.2 4.79E-02 5.20E-03 3.36E-02
hsa05215:Prostate cancer 4.5 4.75E-02 1.07E-05 2.31E-04
hsa04071:Sphingolipid signaling pathway 3.7 4.31E-02 9.59E-05 1.49E-03
hsa05203:Viral carcinogenesis 2.2 4.24E-02 1.28E-02 5.71E-02
hsa05222:Small cell lung cancer 3.8 4.20E-02 6.38E-04 6.02E-03
hsa05030:Cocaine addiction 5.8 4.18E-02 1.35E-04 1.96E-03
hsa05205:Proteoglycans in cancer 2.1 4.16E-02 1.33E-02 5.77E-02
hsa05031:Amphetamine addiction 4.5 4.06E-02 3.06E-04 3.32E-03
hsa04210:Apoptosis 3.2 3.92E-02 3.68E-04 3.80E-03
hsa04659:Th17 cell differentiation 3.5 3.92E-02 6.05E-04 5.97E-03
hsa04371:Apelin signaling pathway 2.5 3.87E-02 1.29E-02 5.71E-02
hsa05418:Fluid shear stress and
atherosclerosis 2.5 3.74E-02 1.29E-02 5.71E-02
hsa00982:Drug metabolism - cytochrome
P450 3.9 3.64E-02 1.91E-03 1.48E-02
hsa04931:Insulin resistance 3.8 3.27E-02 1.51E-04 2.05E-03
hsa04742:Taste transduction 3.6 3.19E-02 1.55E-03 1.30E-02
hsa05145:Toxoplasmosis 2.8 3.16E-02 9.10E-03 4.59E-02
hsa04750:Inflammatory mediator regulation
of TRP channels 4.2 3.13E-02 5.83E-05 9.74E-04




hsa04913:0varian steroidogenesis 4.3 3.10E-02 5.26E-03 3.36E-02
hsa05204:Chemical carcinogenesis - DNA

adducts 3.6 2.98E-02 6.05E-03 3.64E-02
hsa04923:Regulation of lipolysis in adipocytes 4.5 2.94E-02 1.84E-03 1.48E-02
hsa04917:Prolactin signaling pathway 3.6 2.93E-02 6.54E-03 3.80E-02
hsa04068:FoxO signaling pathway 2.6 2.77E-02 8.69E-03 4.49E-02
hsa04540:Gap junction 3.2 2.74E-02 6.66E-03 3.80E-02
hsa05221:Acute myeloid leukemia 4.7 2.73E-02 2.44E-04 2.94E-03
hsa04657:1L-17 signaling pathway 3.0 2.72E-02 9.81E-03 4.73E-02
hsa00980:Metabolism of xenobiotics by

cytochrome P450 3.2 2.67E-02 1.16E-02 5.49E-02
hsa00350:Tyrosine metabolism 5.2 2.56E-02 5.23E-03 3.36E-02
hsa00591:Linoleic acid metabolism 6.5 2.54E-02 1.97E-03 1.48E-02
hsa04976:Bile secretion 3.2 2.52E-02 7.12E-03 3.88E-02
hsa04933:AGE-RAGE signaling pathway in

diabetic complications 2.8 2.46E-02 1.39E-02 5.93E-02
hsa04920:Adipocytokine signaling pathway 4.1 2.38E-02 1.45E-03 1.26E-02
hsa05223:Non-small cell lung cancer 3.5 2.32E-02 7.62E-03 4.03E-02
hsa03320:PPAR signaling pathway 3.8 2.26E-02 2.49E-03 1.80E-02
hsa04614:Renin-angiotensin system 6.8 1.69E-02 5.46E-03 3.39E-02




ANEXO VI
PROCESOS BIOLOGICOS ENRIQUECIDOS DEL CLUSTER 1 FORMADO POR COMPUESTOS DEL ACEITE M. pubescens

Tabla S6. Procesos bioldgicos enriquecidos asociados a las dianas moleculares predichas para el cluster 2
formado por compuestos del esencial de Morella Pubescens

Fold

Term Enrichment WPx PValue FDR
G0:0021762~substantia nigra development 4.88 5.56E-03 | 4.83E-02 2.49E-01
G0:0007274~neuromuscular synaptic transmission 8.36 5.16E-03 | 4.91E-02 2.49E-01
G0:0080111~DNA demethylation 8.36 3.28E-03 | 4.91E-02 2.49E-01
G0:0043651~linoleic acid metabolic process 8.36 2.50E-03 | 4.91E-02 2.49E-01
G0:0070498"~interleukin-1-mediated signaling
pathway 8.36 7.21E-03 | 4.91E-02 2.49E-01
G0:0010288~response to lead ion 8.36 6.21E-03 | 4.91E-02 2.49E-01
G0:0006470~protein dephosphorylation 2.64 7.28E-03 | 4.98E-02 2.49E-01
G0:1905906~regulation of amyloid fibril formation 39.02 2.88E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0071887~leukocyte apoptotic process 39.02 4.17E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0055092~sterol homeostasis 39.02 7.27E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0070561~vitamin D receptor signaling pathway 39.02 2.86E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0051615~histamine uptake 39.02 7.27E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0032787~monocarboxylic acid metabolic process 39.02 9.58E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0009822~alkaloid catabolic process 39.02 4.89E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0002154~thyroid hormone mediated signaling
pathway 39.02 6.03E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0021697~cerebellar cortex formation 39.02 7.27E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0007418~ventral midline development 39.02 5.52E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0060309~elastin catabolic process 39.02 6.08E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0023021~termination of signal transduction 39.02 1.02E-02 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0051586~positive regulation of dopamine uptake
involved in synaptic transmission 39.02 7.27E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0007207~phospholipase C-activating G-protein
coupled acetylcholine receptor signaling pathway 39.02 8.88E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:1902033~regulation of hematopoietic stem cell
proliferation 39.02 7.58E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:2001303~lipoxin A4 biosynthetic process 39.02 7.27E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0061198~fungiform papilla formation 39.02 5.29E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0050968~detection of chemical stimulus involved
in sensory perception of pain 39.02 4.28E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0036315~cellular response to sterol 39.02 5.40E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0018894~dibenzo-p-dioxin metabolic process 39.02 1.52E-02 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0010814~substance P catabolic process 39.02 2.22E-02 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0060748~tertiary branching involved in mammary
gland duct morphogenesis 39.02 1.14E-02 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0090042~tubulin deacetylation 39.02 1.50E-02 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0046717~acid secretion 39.02 7.52E-03 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0099553~trans-synaptic signaling by
endocannabinoid, modulating synaptic transmission 39.02 4.22E-03 | 5.02E-02 2.49E-01




G0:1990418~response to insulin-like growth factor

stimulus 39.02 2.20E-02 | 5.02E-02 2.49E-01
G0:0007595~lactation 4.98 9.25E-03 | 4.58E-02 2.42E-01
G0:0051899~membrane depolarization 8.78 8.40E-03 | 4.49E-02 2.37E-01
G0:0044849~estrous cycle 8.78 1.01E-02 | 4.49E-02 2.37E-01
G0:0007263~nitric oxide mediated signal transduction 8.78 6.91E-03 | 4.49E-02 2.37E-01
G0:0007212~dopamine receptor signaling pathway 8.78 1.23E-02 | 4.49E-02 2.37E-01
G0:0035994~response to muscle stretch 8.78 9.92E-03 | 4.49E-02 2.37E-01
G0:0050730~regulation of peptidyl-tyrosine

phosphorylation 8.78 6.63E-03 | 4.49E-02 2.37E-01
G0:0043277~apoptotic cell clearance 8.78 6.17E-03 | 4.49E-02 2.37E-01
G0:0030539~male genitalia development 8.78 1.78E-02 | 4.49E-02 2.37E-01
G0:0007267~cell-cell signaling 2.29 1.49E-02 | 4.38E-02 2.35E-01
G0:0032147~activation of protein kinase activity 3.80 1.34E-02 | 4.25E-02 2.28E-01
G0:0032720~negative regulation of tumor necrosis

factor production 3.80 9.01E-03 | 4.25E-02 2.28E-01
G0:0001938~positive regulation of endothelial cell

proliferation 3.80 7.18E-03 | 4.25E-02 2.28E-01
G0:0032868~response to insulin 3.80 1.18E-02 | 4.25E-02 2.28E-01
G0:0032722~positive regulation of chemokine

production 5.20 1.48E-02 | 4.11E-02 2.23E-01
G0:0008283~cell proliferation 2.52 9.77E-03 | 4.03E-02 2.22E-01
G0:0097190~apoptotic signaling pathway 3.85 1.51E-02 | 4.08E-02 2.22E-01
G0:0009267~cellular response to starvation 3.85 1.29E-02 | 4.08E-02 2.22E-01
G0:0007584~response to nutrient 3.85 1.39E-02 | 4.08E-02 2.22E-01
G0:0002076~osteoblast development 9.24 1.24E-02 | 4.09E-02 2.22E-01
G0:0030220~platelet formation 9.24 1.93E-02 | 4.09E-02 2.22E-01
G0:0007548~sex differentiation 9.24 3.67E-02 | 4.09E-02 2.22E-01
G0:0097202~activation of cysteine-type

endopeptidase activity 9.24 1.21E-02 | 4.09E-02 2.22E-01
G0:0048169~regulation of long-term neuronal

synaptic plasticity 9.24 9.21E-03 | 4.09E-02 2.22E-01
G0:0032869~cellular response to insulin stimulus 3.22 8.54E-03 | 3.88E-02 2.14E-01
G0:0060048~cardiac muscle contraction 5.32 9.93E-03 | 3.88E-02 2.14E-01
G0:1901216~positive regulation of neuron death 5.44 6.46E-03 | 3.66E-02 2.05E-01
G0:0045454~cell redox homeostasis 5.44 9.85E-03 | 3.66E-02 2.05E-01
G0:0043523~regulation of neuron apoptotic process 9.75 1.77E-02 | 3.70E-02 2.05E-01
G0:0051044~positive regulation of membrane protein

ectodomain proteolysis 9.75 8.68E-03 | 3.70E-02 2.05E-01
G0:0051770~positive regulation of nitric-oxide

synthase biosynthetic process 9.75 1.31E-02 | 3.70E-02 2.05E-01
G0:0006940~regulation of smooth muscle contraction 9.75 1.01E-02 | 3.70E-02 2.05E-01
G0:0048545~response to steroid hormone 9.75 1.75E-02 | 3.70E-02 2.05E-01
G0:0045722~positive regulation of gluconeogenesis 9.75 1.47E-02 | 3.70E-02 2.05E-01
G0:0050868~negative regulation of T cell activation 9.75 1.00E-02 | 3.70E-02 2.05E-01
G0:0071318~cellular response to ATP 9.75 7.30E-03 | 3.70E-02 2.05E-01
G0:0000187~activation of MAPK activity 4.01 9.32E-03 | 3.60E-02 2.03E-01




G0:1990090~cellular response to nerve growth factor

stimulus 5.57 1.34E-02 | 3.45E-02 1.96E-01
G0:0086091~regulation of heart rate by cardiac

conduction 5.57 8.65E-03 | 3.45E-02 1.96E-01
G0:0032728~positive regulation of interferon-beta

production 5.57 1.59E-02 | 3.45E-02 1.96E-01
G0:0071392~cellular response to estradiol stimulus 5.57 1.19E-02 | 3.45E-02 1.96E-01
G0:0007416~synapse assembly 4.18 8.09E-03 | 3.15E-02 1.93E-01
G0:0033574~response to testosterone 5.71 8.73E-03 | 3.24E-02 1.93E-01
G0:0042311~vasodilation 5.71 6.56E-03 | 3.24E-02 1.93E-01
G0:0071276~cellular response to cadmium ion 5.71 3.29E-03 | 3.24E-02 1.93E-01
G0:0002407~dendritic cell chemotaxis 10.33 1.09E-02 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0070848~response to growth factor 10.33 9.44E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0044267~cellular protein metabolic process 10.33 9.03E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0050995~negative regulation of lipid catabolic

process 10.33 7.27E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0055089~fatty acid homeostasis 10.33 8.22E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0016486~peptide hormone processing 10.33 2.34E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0010469~regulation of receptor activity 10.33 9.95E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0042119~neutrophil activation 10.33 4.17E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0097067~cellular response to thyroid hormone

stimulus 10.33 7.28E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0045598~regulation of fat cell differentiation 10.33 5.04E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:2000310~regulation of NMDA receptor activity 10.33 4.72E-03 | 3.32E-02 1.93E-01
G0:0090325~regulation of locomotion involved in

locomotory behavior 58.53 7.08E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0032227~negative regulation of synaptic

transmission, dopaminergic 58.53 7.47E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0036269~swimming behavior 58.53 5.97E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0009820~alkaloid metabolic process 58.53 7.89E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0060032~notochord regression 58.53 8.52E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0008050~female courtship behavior 58.53 8.37E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:1902202~regulation of hepatocyte growth factor

receptor signaling pathway 58.53 6.79E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0060454~positive regulation of gastric acid

secretion 58.53 1.11E-02 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0031635~adenylate cyclase-inhibiting opioid

receptor signaling pathway 58.53 9.74E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0070671~response to interleukin-12 58.53 2.43E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0002157~positive regulation of thyroid hormone

mediated signaling pathway 58.53 5.24E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:1902437~positive regulation of male mating

behavior 58.53 6.19E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0035358~regulation of peroxisome proliferator

activated receptor signaling pathway 58.53 3.86E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0002017~regulation of blood volume by renal

aldosterone 58.53 8.84E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0010727~negative regulation of hydrogen

peroxide metabolic process 58.53 1.11E-02 | 3.38E-02 1.93E-01




G0:0070473~negative regulation of uterine smooth

muscle contraction 58.53 1.56E-02 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0046960~sensitization 58.53 1.90E-02 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:1901898~negative regulation of relaxation of

cardiac muscle 58.53 1.60E-02 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:1990748~cellular detoxification 58.53 1.01E-02 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0006581~acetylcholine catabolic process 58.53 1.59E-02 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:1902728~positive regulation of growth factor

dependent skeletal muscle satellite cell proliferation 58.53 9.78E-03 | 3.38E-02 1.93E-01
G0:0070555~response to interleukin-1 5.85 1.05E-02 | 3.04E-02 1.88E-01
G0:0043154~negative regulation of cysteine-type

endopeptidase activity involved in apoptotic process 4.24 8.06E-03 | 3.01E-02 1.86E-01
G0:0001501~skeletal system development 3.01 9.64E-03 | 2.91E-02 1.84E-01
G0:0046718~viral entry into host cell 3.48 9.18E-03 | 2.93E-02 1.84E-01
G0:0043171~peptide catabolic process 10.97 1.07E-02 | 2.97E-02 1.84E-01
G0:0019725~cellular homeostasis 10.97 1.76E-02 | 2.97E-02 1.84E-01
G0:0016572~histone phosphorylation 10.97 1.53E-02 | 2.97E-02 1.84E-01
G0:0045956~positive regulation of calcium ion-

dependent exocytosis 10.97 1.35E-02 | 2.97E-02 1.84E-01
G0:0032230~positive regulation of synaptic

transmission, GABAergic 10.97 2.05E-02 | 2.97E-02 1.84E-01
G0:0019395~fatty acid oxidation 10.97 1.34E-02 | 2.97E-02 1.84E-01
G0:0007216~G-protein coupled glutamate receptor

signaling pathway 10.97 7.09E-03 | 2.97E-02 1.84E-01
G0:0048265~response to pain 10.97 8.43E-03 | 2.97E-02 1.84E-01
G0:0051384~response to glucocorticoid 4.30 9.66E-03 | 2.87E-02 1.82E-01
G0:0010811~positive regulation of cell-substrate

adhesion 6.00 9.89E-03 | 2.85E-02 1.81E-01
G0:0034765~regulation of ion transmembrane

transport 3.06 8.64E-03 | 2.73E-02 1.74E-01
G0:2001240~negative regulation of extrinsic

apoptotic signaling pathway in absence of ligand 6.16 3.43E-03 | 2.66E-02 1.70E-01
G0:0007399~nervous system development 1.98 9.54E-03 | 2.59E-02 1.68E-01
G0:0071560~cellular response to transforming

growth factor beta stimulus 4.43 8.48E-03 | 2.61E-02 1.68E-01
G0:0002031~G-protein coupled receptor

internalization 11.71 6.84E-03 | 2.62E-02 1.68E-01
G0:1904385~cellular response to angiotensin 11.71 2.10E-02 | 2.62E-02 1.68E-01
G0:0036376~sodium ion export from cell 11.71 1.06E-02 | 2.62E-02 1.68E-01
G0:0032228~regulation of synaptic transmission,

GABAergic 11.71 1.56E-02 | 2.62E-02 1.68E-01
G0:0021756"~striatum development 11.71 1.91E-02 | 2.62E-02 1.68E-01
G0:0035865~cellular response to potassium ion 11.71 1.93E-02 | 2.62E-02 1.68E-01
G0:0045348~positive regulation of MHC class Il

biosynthetic process 11.71 1.10E-02 | 2.62E-02 1.68E-01
G0:0045820~negative regulation of glycolytic process 11.71 7.35E-03 | 2.62E-02 1.68E-01
G0:0030512~negative regulation of transforming

growth factor beta receptor signaling pathway 3.62 1.12E-02 | 2.51E-02 1.65E-01
G0:0006695~cholesterol biosynthetic process 6.33 7.97E-03 | 2.48E-02 1.63E-01




G0:2001237~negative regulation of extrinsic

apoptotic signaling pathway 6.33 8.25E-03 | 2.48E-02 1.63E-01
G0:0050804~modulation of synaptic transmission 4.50 1.31E-02 | 2.48E-02 1.63E-01
G0:0002931~response to ischemia 4.57 7.25E-03 | 2.36E-02 1.56E-01
G0:0032743~positive regulation of interleukin-2

production 6.50 1.88E-02 | 2.31E-02 1.54E-01
G0:0016310~phosphorylation 3.18 4.04E-02 | 2.32E-02 1.54E-01
G0:0045666~positive regulation of neuron

differentiation 3.70 1.13E-02 | 2.32E-02 1.54E-01
G0:0050731~positive regulation of peptidyl-tyrosine

phosphorylation 3.70 1.01E-02 | 2.32E-02 1.54E-01
G0:0007260~tyrosine phosphorylation of STAT

protein 12.54 1.59E-02 | 2.30E-02 1.54E-01
G0:0086004~regulation of cardiac muscle cell

contraction 12.54 1.26E-02 | 2.30E-02 1.54E-01
G0:0070102~interleukin-6-mediated signaling

pathway 12.54 1.38E-02 | 2.30E-02 1.54E-01
G0:0048598~embryonic morphogenesis 12.54 1.03E-02 | 2.30E-02 1.54E-01
G0:0009612~response to mechanical stimulus 4.65 1.86E-02 | 2.24E-02 1.51E-01
G0:0034612~response to tumor necrosis factor 6.69 1.02E-02 | 2.14E-02 1.45E-01
G0:0032008~positive regulation of TOR signaling 6.69 2.43E-02 | 2.14E-02 1.45E-01
G0:0001889~liver development 3.82 1.01E-02 | 2.05E-02 1.40E-01
G0:0030307~positive regulation of cell growth 3.82 9.34E-03 | 2.05E-02 1.40E-01
G0:0043433~negative regulation of sequence-specific

DNA binding transcription factor activity 3.86 1.13E-02 | 1.97E-02 1.36E-01
G0:0035025~positive regulation of Rho protein signal

transduction 6.89 9.94E-03 | 1.98E-02 1.36E-01
G0:0008016~regulation of heart contraction 6.89 9.61E-03 | 1.98E-02 1.36E-01
G0:0095500~acetylcholine receptor signaling

pathway 13.51 1.31E-02 | 1.99E-02 1.36E-01
G0:0050435~beta-amyloid metabolic process 13.51 4.94E-03 | 1.99E-02 1.36E-01
G0:2001020~regulation of response to DNA damage

stimulus 13.51 6.07E-03 | 1.99E-02 1.36E-01
G0:0002024~diet induced thermogenesis 13.51 5.21E-03 | 1.99E-02 1.36E-01
G0:0007254~JNK cascade 4.88 9.85E-03 | 1.91E-02 1.33E-01
G0:0042475~o0dontogenesis of dentin-containing

tooth 4.88 2.13E-02 | 1.91E-02 1.33E-01
G0:0043123~positive regulation of I-kappaB

kinase/NF-kappaB signaling 2.74 5.98E-03 | 1.73E-02 1.21E-01
G0:0045740~positive regulation of DNA replication 7.32 1.09E-02 | 1.69E-02 1.19E-01
G0:0060078~regulation of postsynaptic membrane

potential 7.32 1.56E-02 | 1.69E-02 1.19E-01
G0:0001764~neuron migration 3.41 1.91E-02 | 1.69E-02 1.19E-01
G0:0007600~sensory perception 14.63 9.48E-03 | 1.71E-02 1.19E-01
G0:0031284~positive regulation of guanylate cyclase

activity 14.63 1.59E-02 | 1.71E-02 1.19E-01
G0:0042711~maternal behavior 14.63 1.39E-02 | 1.71E-02 1.19E-01
G0:0071363~cellular response to growth factor

stimulus 5.05 8.28E-03 | 1.71E-02 1.19E-01




G0:0001822~kidney development 3.44 2.34E-02 | 1.63E-02 1.16E-01
G0:0050808~synapse organization 5.13 1.68E-02 | 1.61E-02 1.15E-01
G0:0070373~negative regulation of ERK1 and ERK2

cascade 4.08 1.13E-02 | 1.58E-02 1.13E-01
G0:0051968~positive regulation of synaptic

transmission, glutamatergic 7.55 9.21E-03 | 1.55E-02 1.11E-01
G0:2001235~positive regulation of apoptotic signaling

pathway 7.55 1.48E-02 | 1.55E-02 1.11E-01
G0:0050900~leukocyte migration 7.80 5.93E-03 | 1.42E-02 1.04E-01
G0:0007202~activation of phospholipase C activity 7.80 1.11E-02 | 1.42E-02 1.04E-01
G0:0071407~cellular response to organic cyclic

compound 5.32 1.40E-02 | 1.43E-02 1.04E-01
G0:0060348~bone development 5.32 7.57E-03 | 1.43E-02 1.04E-01
G0:0016241~regulation of macroautophagy 5.32 9.92E-03 | 1.43E-02 1.04E-01
G0:0010887~negative regulation of cholesterol

storage 15.96 1.44E-02 | 1.44E-02 1.04E-01
G0:0099527~postsynapse to nucleus signaling

pathway 15.96 6.27E-03 | 1.44E-02 1.04E-01
G0:0010248~establishment or maintenance of

transmembrane electrochemical gradient 15.96 1.96E-02 | 1.44E-02 1.04E-01
G0:0019896~axonal transport of mitochondrion 15.96 1.39E-02 | 1.44E-02 1.04E-01
G0:0051967~negative regulation of synaptic

transmission, glutamatergic 15.96 1.78E-02 | 1.44E-02 1.04E-01
G0:0071394~cellular response to testosterone

stimulus 15.96 5.74E-03 | 1.44E-02 1.04E-01
G0:0002446~neutrophil mediated immunity 15.96 1.21E-02 | 1.44E-02 1.04E-01
G0:0019372~lipoxygenase pathway 15.96 1.44E-02 | 1.44E-02 1.04E-01
G0:0045600~positive regulation of fat cell

differentiation 5.42 8.22E-03 | 1.34E-02 1.00E-01
G0:0043280~positive regulation of cysteine-type

endopeptidase activity involved in apoptotic process 5.42 5.89E-03 | 1.34E-02 1.00E-01
G0:0006919~activation of cysteine-type

endopeptidase activity involved in apoptotic process 4.28 9.30E-03 | 1.30E-02 9.81E-02
G0:0010971~positive regulation of G2/M transition of

mitotic cell cycle 8.07 1.76E-02 | 1.29E-02 9.71E-02
G0:0007257~activation of JUN kinase activity 8.07 9.62E-03 | 1.29E-02 9.71E-02
G0:0043124~negative regulation of I-kappaB

kinase/NF-kappaB signaling 5.52 8.93E-03 | 1.26E-02 9.52E-02
G0:0009408~response to heat 5.52 1.27E-02 | 1.26E-02 9.52E-02
G0:0034605~cellular response to heat 5.52 8.98E-03 | 1.26E-02 9.52E-02
G0:0008584~male gonad development 3.66 1.15E-02 | 1.24E-02 9.45E-02
G0:0070050~neuron cellular homeostasis 8.36 3.65E-03 | 1.17E-02 9.11E-02
G0:0048873~homeostasis of number of cells within a

tissue 8.36 1.17E-02 | 1.17E-02 9.11E-02
G0:2001243~negative regulation of intrinsic apoptotic

signaling pathway 8.36 7.91E-03 | 1.17E-02 9.11E-02
G0:0042448~progesterone metabolic process 17.56 8.90E-03 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0007191~adenylate cyclase-activating dopamine

receptor signaling pathway 17.56 8.06E-03 | 1.19E-02 9.11E-02




G0:0070244~negative regulation of thymocyte

apoptotic process 17.56 7.40E-03 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0043267~negative regulation of potassium ion

transport 17.56 3.28E-02 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0097066~response to thyroid hormone 17.56 1.79E-02 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0015695~organic cation transport 17.56 1.72E-02 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0097267~omega-hydroxylase P450 pathway 17.56 1.48E-02 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0031000~response to caffeine 17.56 1.09E-02 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0050795~regulation of behavior 17.56 8.43E-03 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0002003~angiotensin maturation 17.56 1.16E-02 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0034162~toll-like receptor 9 signaling pathway 17.56 1.33E-02 | 1.19E-02 9.11E-02
G0:0050729~positive regulation of inflammatory

response 3.72 1.40E-02 | 1.14E-02 9.07E-02
G0:0071356~cellular response to tumor necrosis

factor 3.27 6.36E-03 | 1.14E-02 9.07E-02
G0:0050877~neurological system process 5.74 3.81E-03 | 1.10E-02 8.82E-02
G0:0010875~positive regulation of cholesterol efflux 8.67 1.34E-02 | 1.06E-02 8.50E-02
G0:0043536~positive regulation of blood vessel

endothelial cell migration 5.85 9.41E-03 | 1.03E-02 8.29E-02
G0:0008630~intrinsic apoptotic signaling pathway in

response to DNA damage 5.85 1.44E-02 | 1.03E-02 8.29E-02
G0:0035725~sodium ion transmembrane transport 3.83 1.29E-02 | 1.00E-02 8.12E-02
G0:0051603~proteolysis involved in cellular protein

catabolic process 5.97 3.74E-03 | 9.59E-03 7.82E-02
G0:0042420~dopamine catabolic process 19.51 9.92E-03 | 9.62E-03 7.82E-02
G0:0070168~negative regulation of biomineral tissue

development 19.51 2.58E-02 | 9.62E-03 7.82E-02
G0:0002070~epithelial cell maturation 19.51 1.25E-02 | 9.62E-03 7.82E-02
G0:0007196~adenylate cyclase-inhibiting G-protein

coupled glutamate receptor signaling pathway 19.51 1.34E-02 | 9.62E-03 7.82E-02
G0:0034405~response to fluid shear stress 19.51 1.23E-02 | 9.62E-03 7.82E-02
G0:0060080~inhibitory postsynaptic potential 19.51 1.77E-02 | 9.62E-03 7.82E-02
G0:0046641~positive regulation of alpha-beta T cell

proliferation 19.51 2.15E-02 | 9.62E-03 7.82E-02
G0:0006198~cAMP catabolic process 19.51 2.57E-02 | 9.62E-03 7.82E-02
G0:0051122~hepoxilin biosynthetic process 19.51 1.69E-02 | 9.62E-03 7.82E-02
G0:0032091~negative regulation of protein binding 4.68 8.07E-03 | 9.08E-03 7.60E-02
G0:1902895~positive regulation of pri-miRNA

transcription from RNA polymerase Il promoter 6.10 1.06E-02 | 8.92E-03 7.49E-02
G0:0097194~execution phase of apoptosis 9.36 1.36E-02 | 8.53E-03 7.18E-02
G0:0032094~response to food 9.36 1.27E-02 | 8.53E-03 7.18E-02
G0:0051893~regulation of focal adhesion assembly 9.36 6.19E-03 | 8.53E-03 7.18E-02
G0:0097746~regulation of blood vessel diameter 9.36 9.64E-03 | 8.53E-03 7.18E-02
G0:0070509~calcium ion import 9.36 1.01E-02 | 8.53E-03 7.18E-02
G0:0006606~protein import into nucleus 3.98 1.53E-02 | 8.39E-03 7.17E-02
G0:1904646~cellular response to beta-amyloid 6.23 1.41E-02 | 8.29E-03 7.11E-02
G0:0010700~negative regulation of norepinephrine

secretion 21.95 1.28E-02 | 7.57E-03 6.54E-02




G0:0060509~Type | pneumocyte differentiation 21.95 1.02E-02 | 7.57E-03 6.54E-02
G0:0035095~behavioral response to nicotine 21.95 1.45E-02 | 7.57E-03 6.54E-02
G0:0060740~prostate gland epithelium

morphogenesis 21.95 9.28E-03 | 7.57E-03 6.54E-02
G0:0035356~cellular triglyceride homeostasis 21.95 1.53E-02 | 7.57E-03 6.54E-02
G0:0010906~regulation of glucose metabolic process 9.75 7.92E-03 | 7.60E-03 6.54E-02
G0:1900273~positive regulation of long-term synaptic

potentiation 9.75 1.08E-02 | 7.60E-03 6.54E-02
G0:0032331~negative regulation of chondrocyte

differentiation 9.75 1.53E-02 | 7.60E-03 6.54E-02
G0:0045821~positive regulation of glycolytic process 9.75 1.63E-02 | 7.60E-03 6.54E-02
G0:2000378~negative regulation of reactive oxygen

species metabolic process 9.75 1.24E-02 | 7.60E-03 6.54E-02
G0:0070542~response to fatty acid 9.75 1.35E-02 | 7.60E-03 6.54E-02
G0:0042127~regulation of cell proliferation 3.21 1.24E-02 | 7.18E-03 6.39E-02
G0:0009611~response to wounding 5.02 1.65E-02 | 6.82E-03 6.09E-02
G0:0016125~sterol metabolic process 10.18 8.09E-03 | 6.74E-03 6.03E-02
G0:0035235~ionotropic glutamate receptor signaling

pathway 10.18 1.34E-02 | 6.74E-03 6.03E-02
G0:0043507~positive regulation of JUN kinase activity 6.65 1.18E-02 | 6.56E-03 5.92E-02
G0:0061098~positive regulation of protein tyrosine

kinase activity 6.65 1.35E-02 | 6.56E-03 5.92E-02
G0:0097009~energy homeostasis 6.81 1.70E-02 | 6.05E-03 5.49E-02
G0:0030501~positive regulation of bone

mineralization 6.81 1.09E-02 | 6.05E-03 5.49E-02
G0:0010613~positive regulation of cardiac muscle

hypertrophy 10.64 2.56E-02 | 5.93E-03 5.42E-02
G0:1990776~response to angiotensin 25.08 1.07E-02 | 5.74E-03 5.26E-02
G0:0014047~glutamate secretion 25.08 1.56E-02 | 5.74E-03 5.26E-02
G0:0009624~response to nematode 25.08 1.11E-02 | 5.74E-03 5.26E-02
G0:0006527~arginine catabolic process 25.08 1.33E-02 | 5.74E-03 5.26E-02
G0:0008211~glucocorticoid metabolic process 25.08 1.58E-02 | 5.74E-03 5.26E-02
G0:0006346~methylation-dependent chromatin

silencing 25.08 1.23E-02 | 5.74E-03 5.26E-02
G0:0007210~serotonin receptor signaling pathway 25.08 1.31E-02 | 5.74E-03 5.26E-02
GO0:0007259~JAK-STAT cascade 7.14 1.79E-02 | 5.10E-03 4.87E-02
G0:0032467~positive regulation of cytokinesis 7.14 7.46E-03 | 5.10E-03 4.87E-02
G0:0031295~T cell costimulation 7.14 1.09E-02 | 5.10E-03 4.87E-02
G0:0038096~Fc-gamma receptor signaling pathway

involved in phagocytosis 11.15 1.01E-02 | 5.19E-03 4.87E-02
G0:1902004~positive regulation of beta-amyloid

formation 11.15 9.93E-03 | 5.19E-03 4.87E-02
G0:0006693~prostaglandin metabolic process 11.15 1.48E-02 | 5.19E-03 4.87E-02
G0:0006082~organic acid metabolic process 11.15 9.77E-03 | 5.19E-03 4.87E-02
G0:0001659~temperature homeostasis 11.15 1.12E-02 | 5.19E-03 4.87E-02
G0:0019226~transmission of nerve impulse 11.15 9.01E-03 | 5.19E-03 4.87E-02
G0:0032930~positive regulation of superoxide anion

generation 11.15 1.14E-02 | 5.19E-03 4.87E-02




G0:0032757~positive regulation of interleukin-8

production 5.40 1.43E-02 | 4.99E-03 4.84E-02
G0:0032731~positive regulation of interleukin-1 beta

production 5.40 1.34E-02 | 4.99E-03 4.84E-02
G0:0030324~lung development 4.50 1.33E-02 | 4.63E-03 4.52E-02
G0:0030335~positive regulation of cell migration 2.74 1.48E-02 | 4.60E-03 4.51E-02
G0:0055093~response to hyperoxia 11.71 8.93E-03 | 4.50E-03 4.43E-02
G0:0019373~epoxygenase P450 pathway 11.71 5.34E-03 | 4.50E-03 4.43E-02
G0:0031663~lipopolysaccharide-mediated signaling

pathway 7.50 8.24E-03 | 4.25E-03 4.21E-02
G0:0030073~insulin secretion 7.50 1.46E-02 | 4.25E-03 4.21E-02
G0:0002068~glandular epithelial cell development 29.26 1.45E-02 | 4.15E-03 4.14E-02
G0:0034440~lipid oxidation 29.26 4.24E-02 | 4.15E-03 4.14E-02
G0:0007617~mating behavior 29.26 2.48E-02 | 4.15E-03 4.14E-02
G0:0051583~dopamine uptake involved in synaptic

transmission 29.26 1.92E-02 | 4.15E-03 4.14E-02
G0:0030540~female genitalia development 29.26 1.77E-02 | 4.15E-03 4.14E-02
G0:0007612~learning 5.66 1.22E-02 | 4.07E-03 4.14E-02
G0:0070588~calcium ion transmembrane transport 4.00 9.55E-03 | 3.92E-03 4.00E-02
G0:0035335~peptidyl-tyrosine dephosphorylation 7.70 9.92E-03 | 3.87E-03 3.97E-02
G0:0010039~response to iron ion 12.32 1.28E-02 | 3.88E-03 3.97E-02
G0:0071391~cellular response to estrogen stimulus 12.32 1.31E-02 | 3.88E-03 3.97E-02
G0:0002028~regulation of sodium ion transport 12.32 1.60E-02 | 3.88E-03 3.97E-02
G0:0015711~organic anion transport 12.32 1.53E-02 | 3.88E-03 3.97E-02
G0:0030155~regulation of cell adhesion 5.76 1.47E-02 | 3.79E-03 3.96E-02
G0:0007626~locomotory behavior 471 1.58E-02 | 3.71E-03 3.88E-02
G0:0034614~cellular response to reactive oxygen

species 7.91 1.82E-02 | 3.50E-03 3.71E-02
G0:0022900~electron transport chain 5.85 1.74E-02 | 3.53E-03 3.71E-02
G0:0071320~cellular response to cAMP 5.85 1.09E-02 | 3.53E-03 3.71E-02
G0:0014070~response to organic cyclic compound 5.85 2.62E-02 | 3.53E-03 3.71E-02
G0:0019933~cAMP-mediated signaling 8.13 1.26E-02 | 3.17E-03 3.38E-02
G0:0007218~neuropeptide signaling pathway 4.22 1.25E-02 | 2.92E-03 3.13E-02
G0:0045892~negative regulation of transcription,

DNA-templated 2.08 1.74E-02 | 2.89E-03 3.11E-02
G0:0002027~regulation of heart rate 8.36 2.57E-02 | 2.85E-03 3.08E-02
G0:0006811~ion transport 3.76 1.19E-02 | 2.78E-03 3.03E-02
G0:0071548~response to dexamethasone 13.77 8.15E-03 | 2.79E-03 3.03E-02
G0:0071380~cellular response to prostaglandin E

stimulus 13.77 1.09E-02 | 2.79E-03 3.03E-02
G0:0006700~C21-steroid hormone biosynthetic

process 35.12 1.10E-02 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:0051584~regulation of dopamine uptake involved

in synaptic transmission 35.12 1.70E-02 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:0043266~regulation of potassium ion transport 35.12 9.21E-03 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:0032811~negative regulation of epinephrine

secretion 35.12 1.35E-02 | 2.80E-03 3.03E-02




G0:0014063~negative regulation of serotonin

secretion 35.12 6.64E-02 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:0032310~prostaglandin secretion 35.12 2.46E-02 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:0031999~negative regulation of fatty acid beta-

oxidation 35.12 1.39E-02 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:0007195~adenylate cyclase-inhibiting dopamine

receptor signaling pathway 35.12 1.30E-02 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:2000757~negative regulation of peptidyl-lysine

acetylation 35.12 2.24E-02 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:0035624~receptor transactivation 35.12 1.86E-02 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:0070857~regulation of bile acid biosynthetic

process 35.12 1.36E-02 | 2.80E-03 3.03E-02
G0:0051930~regulation of sensory perception of pain 8.61 1.70E-02 | 2.56E-03 2.93E-02
G0:0035249~synaptic transmission, glutamatergic 8.61 1.13E-02 | 2.56E-03 2.93E-02
G0:0008217~regulation of blood pressure 5.12 8.55E-03 | 2.44E-03 2.81E-02
G0:0031397~negative regulation of protein

ubiquitination 6.38 1.20E-02 | 2.41E-03 2.79E-02
G0:0034220~ion transmembrane transport 3.87 9.44E-03 | 2.33E-03 2.71E-02
G0:0086010~membrane depolarization during action

potential 14.63 8.35E-03 | 2.33E-03 2.71E-02
G0:0032729~positive regulation of interferon-gamma

production 5.19 2.88E-02 | 2.29E-03 2.69E-02
G0:0019228~neuronal action potential 8.87 8.68E-03 | 2.29E-03 2.69E-02
G0:0010507~negative regulation of autophagy 6.50 1.37E-02 | 2.22E-03 2.63E-02
G0:0042572~retinol metabolic process 6.63 1.03E-02 | 2.04E-03 2.43E-02
G0:0043491~protein kinase B signaling 6.63 2.58E-02 | 2.04E-03 2.43E-02
G0:0042542~response to hydrogen peroxide 6.63 2.07E-02 | 2.04E-03 2.43E-02
G0:0048511~rhythmic process 5.32 2.66E-02 | 2.01E-03 2.42E-02
G0:0032092~positive regulation of protein binding 5.32 1.37E-02 | 2.01E-03 2.42E-02
G0:0043518~negative regulation of DNA damage

response, signal transduction by p53 class mediator 15.61 1.42E-02 | 1.91E-03 2.33E-02
G0:0050966~detection of mechanical stimulus

involved in sensory perception of pain 15.61 1.27E-02 | 1.91E-03 2.33E-02
G0:0042417~dopamine metabolic process 15.61 2.12E-02 | 1.91E-03 2.33E-02
G0:0070989~oxidative demethylation 15.61 1.80E-02 | 1.91E-03 2.33E-02
G0:0009314~response to radiation 9.44 1.73E-02 | 1.81E-03 2.24E-02
G0:0046676~negative regulation of insulin secretion 9.44 1.28E-02 | 1.81E-03 2.24E-02
G0:0050890~cognition 6.89 1.78E-02 | 1.72E-03 2.15E-02
G0:0030218~erythrocyte differentiation 6.89 2.01E-02 | 1.72E-03 2.15E-02
G0:0038171~cannabinoid signaling pathway 43.90 1.84E-02 | 1.70E-03 2.14E-02
G0:2001225~regulation of chloride transport 43.90 1.45E-02 | 1.70E-03 2.14E-02
G0:0034650~cortisol metabolic process 43.90 8.79E-03 | 1.70E-03 2.14E-02
G0:0015872~dopamine transport 43.90 1.56E-02 | 1.70E-03 2.14E-02
G0:0034776~response to histamine 43.90 1.34E-02 | 1.70E-03 2.14E-02
G0:0048856~anatomical structure development 7.02 1.38E-02 | 1.57E-03 2.06E-02
G0:0010592~positive regulation of lamellipodium

assembly 9.75 1.09E-02 | 1.60E-03 2.06E-02
G0:0001774~microglial cell activation 9.75 2.46E-02 | 1.60E-03 2.06E-02




G0:0032870~cellular response to hormone stimulus 9.75 1.27E-02 | 1.60E-03 2.06E-02
G0:0014059~regulation of dopamine secretion 9.75 1.03E-02 | 1.60E-03 2.06E-02
G0:0051926~negative regulation of calcium ion

transport 16.72 1.20E-02 | 1.55E-03 2.04E-02
G0:0060326~cell chemotaxis 5.77 1.18E-02 | 1.32E-03 1.75E-02
G0:0070098~chemokine-mediated signaling pathway 5.85 1.80E-02 | 1.22E-03 1.64E-02
G0:0007623~circadian rhythm 5.85 1.99E-02 | 1.22E-03 1.64E-02
G0:0006935~chemotaxis 4.28 9.63E-03 | 1.23E-03 1.64E-02
G0:0031647~regulation of protein stability 5.03 1.55E-02 | 1.06E-03 1.43E-02
G0:0030163~protein catabolic process 6.03 1.12E-02 | 1.05E-03 1.43E-02
G0:0014065~phosphatidylinositol 3-kinase signaling 7.80 1.94E-02 | 9.72E-04 1.33E-02
G0:0042177~negative regulation of protein catabolic

process 7.80 1.81E-02 | 9.72E-04 1.33E-02
G0:0006703~estrogen biosynthetic process 19.51 1.48E-02 | 9.61E-04 1.32E-02
G0:0001934~positive regulation of protein

phosphorylation 3.36 2.28E-02 | 9.48E-04 1.31E-02
G0:0050482~arachidonic acid secretion 11.26 1.82E-02 | 9.19E-04 1.28E-02
G0:0051000~positive regulation of nitric-oxide

synthase activity 11.26 2.38E-02 | 9.19E-04 1.28E-02
G0:0042752~regulation of circadian rhythm 6.21 2.36E-02 | 8.98E-04 1.26E-02
G0:0042307~positive regulation of protein import

into nucleus 7.98 1.90E-02 | 8.76E-04 1.24E-02
G0:0006816~calcium ion transport 5.20 1.67E-02 | 8.70E-04 1.23E-02
G0:0010513~positive regulation of

phosphatidylinositol biosynthetic process 58.53 1.82E-02 | 8.58E-04 1.22E-02
G0:0072530~purine-containing compound

transmembrane transport 58.53 1.92E-02 | 8.58E-04 1.22E-02
G0:0034651~cortisol biosynthetic process 58.53 1.74E-02 | 8.58E-04 1.22E-02
G0:0015874~norepinephrine transport 58.53 1.38E-02 | 8.58E-04 1.22E-02
G0:0007208~phospholipase C-activating serotonin

receptor signaling pathway 58.53 3.58E-02 | 8.58E-04 1.22E-02
G0:0031644~regulation of neurological system

process 58.53 1.48E-02 | 8.58E-04 1.22E-02
G0:0032342~aldosterone biosynthetic process 58.53 1.62E-02 | 8.58E-04 1.22E-02
G0:0032735~positive regulation of interleukin-12

production 8.17 1.12E-02 | 7.87E-04 1.17E-02
G0:0007271~synaptic transmission, cholinergic 11.71 2.75E-02 | 7.88E-04 1.17E-02
G0:0030168~platelet activation 6.40 1.08E-02 | 7.62E-04 1.14E-02
G0:1901215~negative regulation of neuron death 6.40 1.32E-02 | 7.62E-04 1.14E-02
G0:0071492~cellular response to UV-A 21.28 1.12E-02 | 7.30E-04 1.10E-02
G0:0019370~leukotriene biosynthetic process 21.28 1.06E-02 | 7.30E-04 1.10E-02
G0:0071260~cellular response to mechanical stimulus 5.38 3.65E-03 | 7.11E-04 1.09E-02
G0:0009409~response to cold 8.36 1.08E-02 | 7.06E-04 1.08E-02
G0:0051247~positive regulation of protein metabolic

process 12.19 1.72E-02 | 6.71E-04 1.04E-02
G0:0045861~negative regulation of proteolysis 12.19 1.91E-02 | 6.71E-04 1.04E-02
G0:0098586~cellular response to virus 5.44 1.60E-02 | 6.63E-04 1.04E-02
G0:0007249~I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling 6.72 2.12E-02 | 5.89E-04 9.25E-03




G0:0007567~parturition 23.41 1.39E-02 | 5.38E-04 8.49E-03
G0:0042053~regulation of dopamine metabolic

process 23.41 1.15E-02 | 5.38E-04 8.49E-03
G0:0045766~positive regulation of angiogenesis 3.93 1.89E-02 | 5.20E-04 8.31E-03
G0:0006809~nitric oxide biosynthetic process 13.30 1.16E-02 | 4.74E-04 7.62E-03
G0:0006939~smooth muscle contraction 13.30 1.87E-02 | 4.74E-04 7.62E-03
G0:0016485~protein processing 5.78 1.40E-02 | 4.61E-04 7.50E-03
G0:0046627~negative regulation of insulin receptor

signaling pathway 9.24 2.36E-02 | 4.40E-04 7.19E-03
G0:0001974~blood vessel remodeling 9.24 1.56E-02 | 4.40E-04 7.19E-03
G0:0043406~positive regulation of MAP kinase

activity 5.85 1.66E-02 | 4.28E-04 7.07E-03
G0:0019371~cyclooxygenase pathway 26.01 1.42E-02 | 3.81E-04 6.54E-03
G0:0071875~adrenergic receptor signaling pathway 26.01 1.78E-02 | 3.81E-04 6.54E-03
G0:0009913~epidermal cell differentiation 26.01 3.09E-02 | 3.81E-04 6.54E-03
G0:0001542~ovulation from ovarian follicle 26.01 1.43E-02 | 3.81E-04 6.54E-03
G0:0071549~cellular response to dexamethasone

stimulus 9.49 1.64E-02 | 3.88E-04 6.54E-03
G0:0043524~negative regulation of neuron apoptotic

process 4.07 1.94E-02 | 3.88E-04 6.54E-03
G0:1990000~amyloid fibril formation 13.94 2.02E-02 | 3.93E-04 6.54E-03
G0:1902894~negative regulation of pri-miRNA

transcription from RNA polymerase Il promoter 13.94 1.79E-02 | 3.93E-04 6.54E-03
G0:0043401~steroid hormone mediated signaling

pathway 13.94 3.17E-02 | 3.93E-04 6.54E-03
G0:0007194~negative regulation of adenylate cyclase

activity 13.94 1.09E-02 | 3.93E-04 6.54E-03
G0:1904707~positive regulation of vascular smooth

muscle cell proliferation 7.45 1.30E-02 | 3.35E-04 5.93E-03
G0:0007188~adenylate cyclase-modulating G-protein

coupled receptor signaling pathway 7.45 2.08E-02 | 3.35E-04 5.93E-03
G0:0019229~regulation of vasoconstriction 14.63 2.07E-02 | 3.23E-04 5.78E-03
G0:0042310~vasoconstriction 14.63 2.27E-02 | 3.23E-04 5.78E-03
G0:0048167~regulation of synaptic plasticity 7.59 1.66E-02 | 3.03E-04 5.50E-03
G0:0019369~arachidonic acid metabolic process 10.03 1.14E-02 | 2.97E-04 5.42E-03
G0:0035556~intracellular signal transduction 2.60 1.88E-02 | 2.81E-04 5.16E-03
G0:0051402~neuron apoptotic process 6.33 1.54E-02 | 2.64E-04 4.89E-03
G0:0001516~prostaglandin biosynthetic process 15.40 2.38E-02 | 2.62E-04 4.88E-03
G0:0008209~androgen metabolic process 15.40 2.42E-02 | 2.62E-04 | 4.88E-03
G0:0006629~lipid metabolic process 3.64 1.57E-02 | 2.57E-04 | 4.87E-03
G0:0060158~phospholipase C-activating dopamine

receptor signaling pathway 29.26 3.16E-02 | 2.57E-04 4.87E-03
G0:0015844~monoamine transport 29.26 2.36E-02 | 2.57E-04 4.87E-03
G0:0034983~peptidyl-lysine deacetylation 29.26 2.21E-02 | 2.57E-04 4.87E-03
G0:0038003~0opioid receptor signaling pathway 29.26 1.97E-02 | 2.57E-04 4.87E-03
G0:0051966~regulation of synaptic transmission,

glutamatergic 10.33 1.73E-02 | 2.58E-04 4.87E-03
G0:0043627~response to estrogen 6.50 1.57E-02 | 2.23E-04 4.39E-03




G0:0007190~activation of adenylate cyclase activity 10.64 1.98E-02 | 2.23E-04 4.39E-03
G0:0043687~post-translational protein modification 10.64 1.79E-02 | 2.23E-04 4.39E-03
G0:0008542~visual learning 8.19 1.37E-02 | 1.97E-04 3.97E-03
G0:0051610~serotonin uptake 33.45 2.04E-02 | 1.63E-04 3.34E-03
G0:0040012~regulation of locomotion 33.45 1.27E-02 | 1.63E-04 3.34E-03
G0:0006704~glucocorticoid biosynthetic process 33.45 3.48E-02 | 1.63E-04 3.34E-03
G0:0001662~behavioral fear response 11.33 1.70E-02 | 1.64E-04 3.34E-03
G0:0008210~estrogen metabolic process 11.33 1.51E-02 | 1.64E-04 3.34E-03
G0:0043951~negative regulation of cAMP-mediated

signaling 17.21 1.55E-02 | 1.65E-04 3.34E-03
G0:0050796~regulation of insulin secretion 8.72 3.05E-02 | 1.39E-04 2.95E-03
G0:0018108~peptidyl-tyrosine phosphorylation 4.63 2.21E-02 | 1.37E-04 2.93E-03
G0:0071222~cellular response to lipopolysaccharide 3.94 1.11E-02 | 1.23E-04 2.64E-03
G0:0007613~memory 6.05 2.02E-02 | 1.18E-04 2.56E-03
GO0:0006955~immune response 2.62 2.18E-02 | 1.17E-04 2.54E-03
G0:0001525~angiogenesis 3.48 1.74E-02 | 1.14E-04 2.51E-03
G0:0030154~cell differentiation 2.32 1.43E-02 | 1.11E-04 2.47E-03
G0:0042789~mRNA transcription from RNA

polymerase Il promoter 9.10 8.25E-03 | 1.09E-04 2.43E-03
G0:0051092~positive regulation of NF-kappaB

transcription factor activity 4.39 3.52E-02 | 9.64E-05 2.19E-03
G0:0007213~G-protein coupled acetylcholine

receptor signaling pathway 19.51 2.22E-02 | 9.73E-05 2.19E-03
G0:0071498~cellular response to fluid shear stress 19.51 2.24E-02 | 9.73E-05 2.19E-03
G0:0046483~heterocycle metabolic process 39.02 1.75E-02 | 9.43E-05 2.18E-03
G0:0090494~dopamine uptake 39.02 7.44E-02 | 9.43E-05 2.18E-03
G0:1990962~drug transport across blood-brain

barrier 39.02 4.73E-02 | 9.43E-05 2.18E-03
G0:0042737~drug catabolic process 39.02 6.50E-02 | 9.43E-05 2.18E-03
G0:0042596~fear response 39.02 3.40E-02 | 9.43E-05 2.18E-03
G0:0050727~regulation of inflammatory response 5.52 2.35E-02 | 8.34E-05 2.02E-03
G0:0051209~release of sequestered calcium ion into

cytosol 9.53 1.77E-02 | 8.36E-05 2.02E-03
G0:0019221~cytokine-mediated signaling pathway 4.50 3.38E-02 | 7.68E-05 1.88E-03
G0:0050728~negative regulation of inflammatory

response 4.99 1.47E-02 | 7.36E-05 1.82E-03
G0:0042632~cholesterol homeostasis 5.63 1.06E-02 | 7.19E-05 1.80E-03
G0:0051481~negative regulation of cytosolic calcium

ion concentration 20.90 1.34E-02 | 7.23E-05 1.80E-03
G0:0042981~regulation of apoptotic process 3.66 8.26E-03 | 6.77E-05 1.72E-03
G0:0032755~positive regulation of interleukin-6

production 5.68 1.57E-02 | 6.67E-05 1.71E-03
G0:0042391~regulation of membrane potential 5.74 2.36E-02 | 6.18E-05 1.60E-03
G0:0017144~drug metabolic process 14.05 3.63E-02 | 5.58E-05 1.46E-03
G0:0001975~response to amphetamine 10.24 2.58E-02 | 5.50E-05 1.45E-03
G0:0060134~prepulse inhibition 22.51 1.58E-02 | 5.23E-05 1.39E-03
G0:0071872~cellular response to epinephrine

stimulus 22.51 2.80E-02 | 5.23E-05 1.39E-03




G0:0070374~positive regulation of ERK1 and ERK2

cascade 3.85 3.00E-02 | 3.88E-05 1.05E-03
G0:0007565~female pregnancy 6.10 3.69E-02 | 3.82E-05 1.05E-03
G0:0042136~neurotransmitter biosynthetic process 24.39 3.07E-02 | 3.67E-05 1.02E-03
G0:2000273~positive regulation of receptor activity 24.39 3.15E-02 | 3.67E-05 1.02E-03
G0:0021766~hippocampus development 7.32 1.48E-02 | 3.02E-05 8.67E-04
G0:2000300~regulation of synaptic vesicle exocytosis 8.83 2.85E-02 | 3.07E-05 8.67E-04
G0:0016575~histone deacetylation 8.83 2.07E-02 | 3.07E-05 8.67E-04
G0:0031641~regulation of myelination 15.96 1.76E-02 | 2.89E-05 8.40E-04
G0:0071456~cellular response to hypoxia 5.02 5.29E-02 | 2.85E-05 8.38E-04
G0:0032526~response to retinoic acid 9.00 3.82E-02 | 2.70E-05 8.04E-04
G0:0033138~positive regulation of peptidyl-serine

phosphorylation 6.43 1.48E-02 | 2.49E-05 7.48E-04
G0:0050955~thermoception 58.53 2.02E-02 | 1.93E-05 5.88E-04
G0:0045429~positive regulation of nitric oxide

biosynthetic process 9.56 3.01E-02 | 1.81E-05 5.57E-04
G0:0009636~response to toxic substance 6.73 3.36E-02 | 1.73E-05 5.43E-04
G0:1901386~negative regulation of voltage-gated

calcium channel activity 17.56 2.39E-02 | 1.75E-05 5.43E-04
G0:0071375~cellular response to peptide hormone

stimulus 17.56 2.95E-02 | 1.75E-05 5.43E-04
G0:0042759~long-chain fatty acid biosynthetic

process 17.56 2.67E-02 | 1.75E-05 5.43E-04
G0:0045893~positive regulation of transcription,

DNA-templated 2.45 2.66E-02 | 1.57E-05 5.20E-04
G0:0006702~androgen biosynthetic process 29.26 1.21E-02 | 1.60E-05 5.20E-04
G0:0060397~JAK-STAT cascade involved in growth

hormone signaling pathway 29.26 3.29E-02 | 1.60E-05 5.20E-04
G0:0001963~synaptic transmission, dopaminergic 29.26 3.13E-02 | 1.60E-05 5.20E-04
G0:0045931~positive regulation of mitotic cell cycle 12.80 2.21E-02 | 1.46E-05 4.96E-04
G0:0008285~negative regulation of cell proliferation 2.93 1.93E-02 | 1.41E-05 4.87E-04
G0:0007200~phospholipase C-activating G-protein

coupled receptor signaling pathway 8.10 1.59E-02 | 1.41E-05 4.87E-04
G0:0048149~behavioral response to ethanol 32.52 2.20E-02 | 9.74E-06 3.51E-04
G0:0006694~steroid biosynthetic process 13.66 8.58E-03 | 9.81E-06 3.51E-04
G0:0048384~retinoic acid receptor signaling pathway 19.51 1.82E-02 | 9.93E-06 3.51E-04
G0:0051492~regulation of stress fiber assembly 19.51 3.29E-02 | 9.93E-06 3.51E-04
G0:0000122~negative regulation of transcription from

RNA polymerase Il promoter 2.24 8.90E-02 | 9.32E-06 3.47E-04
G0:0042755~eating behavior 14.13 2.29E-02 | 7.96E-06 3.01E-04
G0:0006836~neurotransmitter transport 11.15 3.16E-02 | 6.31E-06 2.42E-04
G0:0035094~response to nicotine 11.71 7.19E-02 | 4.49E-06 1.74E-04
G0:0007193~adenylate cyclase-inhibiting G-protein

coupled receptor signaling pathway 9.58 1.47E-02 | 3.95E-06 1.55E-04
G0:0006476~protein deacetylation 23.41 3.14E-02 | 3.63E-06 1.45E-04
G0:0003376~sphingosine-1-phosphate signaling

pathway 23.41 2.51E-02 | 3.63E-06 1.45E-04
G0:0018107~peptidyl-threonine phosphorylation 8.24 1.23E-01 | 3.19E-06 1.31E-04




G0:0032922~circadian regulation of gene expression 8.24 1.62E-02 | 3.19E-06 1.31E-04
G0:0008202~steroid metabolic process 9.94 1.84E-02 | 2.96E-06 1.25E-04
G0:0007198~adenylate cyclase-inhibiting serotonin

receptor signaling pathway 41.81 1.93E-02 | 2.78E-06 1.19E-04
G0:0042738~exogenous drug catabolic process 17.07 3.04E-02 | 2.42E-06 1.06E-04
G0:0032760~positive regulation of tumor necrosis

factor production 6.50 3.36E-02 | 2.35E-06 1.04E-04
G0:0042178~xenobiotic catabolic process 17.81 1.80E-02 | 1.84E-06 8.32E-05
G0:0010629~negative regulation of gene expression 3.80 2.28E-02 | 1.54E-06 7.05E-05
G0:0019222~regulation of metabolic process 18.62 3.52E-02 | 1.38E-06 6.44E-05
G0:0043525~positive regulation of neuron apoptotic

process 9.29 3.64E-02 | 1.14E-06 5.72E-05
G0:0051620~norepinephrine uptake 48.77 2.54E-02 | 1.21E-06 5.72E-05
G0:0016098~monoterpenoid metabolic process 48.77 1.89E-02 | 1.21E-06 5.72E-05
G0:0006706~steroid catabolic process 48.77 3.30E-02 | 1.21E-06 5.72E-05
G0:0061370~testosterone biosynthetic process 48.77 1.97E-02 | 1.21E-06 5.72E-05
G0:0022617~extracellular matrix disassembly 11.45 2.54E-02 | 9.67E-07 5.00E-05
G0:0006805~xenobiotic metabolic process 7.17 5.95E-02 | 8.88E-07 4.68E-05
G0:0043278~response to morphine 15.10 2.45E-02 | 7.22E-07 3.88E-05
G0:0030518~intracellular steroid hormone receptor

signaling pathway 31.92 2.25E-02 | 5.91E-07 3.24E-05
G0:0042593~glucose homeostasis 6.67 2.10E-02 | 5.70E-07 3.19E-05
G0:0046777~protein autophosphorylation 5.17 1.79E-02 | 5.17E-07 2.95E-05
G0:0070301~cellular response to hydrogen peroxide 8.70 1.32E-02 | 4.91E-07 2.86E-05
G0:0019722~calcium-mediated signaling 7.63 2.92E-02 | 4.66E-07 2.80E-05
G0:0032355~response to estradiol 6.79 2.25E-02 | 4.70E-07 2.80E-05
G0:0007186~G-protein coupled receptor signaling

pathway 2.47 2.50E-02 | 3.26E-07 2.03E-05
G0:0070933~histone H4 deacetylation 35.12 3.94E-02 | 3.27E-07 2.03E-05
G0:0045907~positive regulation of vasoconstriction 13.86 2.56E-02 | 2.04E-07 1.33E-05
G0:0006915~apoptotic process 2.99 3.68E-02 | 1.95E-07 1.30E-05
G0:0070932~histone H3 deacetylation 25.61 2.75E-02 | 1.62E-07 1.11E-05
G0:0007611~learning or memory 9.75 2.18E-02 | 1.63E-07 1.11E-05
G0:0043066~negative regulation of apoptotic process 3.23 5.10E-02 | 1.12E-07 8.01E-06
G0:1904645~response to beta-amyloid 27.31 1.37E-01 | 1.03E-07 7.62E-06
G0:0048148~behavioral response to cocaine 27.31 2.26E-02 | 1.03E-07 7.62E-06
G0:0043410~positive regulation of MAPK cascade 5.85 3.06E-02 | 1.04E-07 7.62E-06
G0:0051482~positive regulation of cytosolic calcium

ion concentration involved in phospholipase C-

activating G-protein coupled signaling pathway 15.49 3.25E-02 | 8.03E-08 6.42E-06
G0:0045471~response to ethanol 6.60 3.46E-02 | 6.49E-08 5.49E-06
GO0:0010628~positive regulation of gene expression 3.31 7.36E-02 | 6.68E-08 5.49E-06
G0:0007165~signal transduction 2.31 2.63E-02 | 5.94E-08 5.19E-06
G0:0043065~positive regulation of apoptotic process 4.10 6.85E-02 | 5.29E-08 4.77E-06
G0:0046677~response to antibiotic 16.46 5.93E-02 | 4.79E-08 4.47E-06
G0:0030574~collagen catabolic process 14.28 2.41E-02 | 2.35E-08 2.26E-06
G0:0008284~positive regulation of cell proliferation 3.30 2.38E-02 | 2.15E-08 2.15E-06




G0:0008203~cholesterol metabolic process 9.28 3.03E-02 | 1.39E-08 1.44E-06
G0:0060079~excitatory postsynaptic potential 10.97 9.19E-02 | 9.86E-09 1.06E-06
G0:0007568~aging 5.73 4.13E-02 | 6.38E-09 7.13E-07
G0:0006874~cellular calcium ion homeostasis 7.98 1.29E-01 | 5.54E-09 6.45E-07
G0:0018105~peptidyl-serine phosphorylation 6.14 3.29E-02 | 2.10E-09 2.64E-07
G0:0048661~positive regulation of smooth muscle

cell proliferation 10.87 2.59E-02 | 2.15E-09 2.64E-07
G0:0006508~proteolysis 4.01 6.15E-02 | 2.17E-09 2.64E-07
G0:0042220~response to cocaine 16.51 4.05E-02 | 7.36E-10 1.12E-07
G0:0009755~hormone-mediated signaling pathway 13.77 4.13E-02 | 7.69E-10 1.12E-07
G0:0045776~negative regulation of blood pressure 20.18 1.06E-01 | 8.03E-10 1.12E-07
G0:0006730~one-carbon metabolic process 17.88 5.00E-02 | 3.08E-10 5.34E-08
G0:0001666~response to hypoxia 6.43 5.16E-02 | 3.25E-10 5.34E-08
G0:0071880~adenylate cyclase-activating adrenergic

receptor signaling pathway 29.26 8.78E-02 | 2.46E-10 4.58E-08
G0:0007204~positive regulation of cytosolic calcium

ion concentration 7.36 2.93E-02 | 3.07E-11 6.14E-09
G0:0019233~sensory perception of pain 14.90 3.22E-02 | 6.12E-12 1.32E-09
G0:0007197~adenylate cyclase-inhibiting G-protein

coupled acetylcholine receptor signaling pathway 58.53 3.74E-02 | 3.08E-12 7.17E-10
G0:0006468~protein phosphorylation 4.21 3.63E-02 | 1.59E-12 4.03E-10
G0:0007189~adenylate cyclase-activating G-protein

coupled receptor signaling pathway 9.00 6.62E-02 | 8.05E-13 2.36E-10
G0:0006954~inflammatory response 4.70 4.00E-02 | 8.44E-13 2.36E-10
G0:0045944~positive regulation of transcription from

RNA polymerase Il promoter 2.88 4.69E-02 | 4.57E-13 1.59E-10
G0:0030522~intracellular receptor signaling pathway 21.74 4.13E-02 | 2.87E-13 1.15E-10
G0:0042493~response to drug 5.99 6.19E-02 | 2.45E-14 1.14E-11
G0:0009410~response to xenobiotic stimulus 6.80 4.59E-02 | 9.45E-15 5.28E-12
G0:0032496~response to lipopolysaccharide 9.00 3.45E-02 | 2.43E-15 1.70E-12
G0:0098664~G-protein coupled serotonin receptor

signaling pathway 31.35 6.40E-02 | 4.18E-18 3.90E-15
G0:0007268~chemical synaptic transmission 9.72 9.87E-02 | 3.09E-28 4.31E-25
G0:0007187~G-protein coupled receptor signaling

pathway, coupled to cyclic nucleotide second

messenger 27.01 6.81E-02 | 2.08E-34 5.80E-31




RUTAS METABOLICAS ENRIQUECIDAS DEL CLUSTER 2 FORMADO POR COMPUESTOS DEL ACEITE M. pubescens

ANEXO VI

Tabla S7. Rutas metabdlicas enriquecidas asociadas a las dianas moleculares predichas para el clister 2 formado por
compuestos del aceite esencial de Morella pubescens mediante David Bioinformatics Resources

Fold
Term Enrichment WPx PValue FDR
hsa04080:Neuroactive ligand-receptor interaction 5.04861509 | 2.95E-02 | 2.85E-29 | 5.95E-27
hsa04726:Serotonergic synapse 6.4043042 1.25E-02 3.42E-14 3.57E-12
hsa04024:cAMP signaling pathway 4.07312459 | 1.56E-02 | 1.55E-11 | 1.08E-09
hsa00910:Nitrogen metabolism 17.6502066 | 2.35E-02 | 5.66E-11 | 2.96E-09
hsa05207:Chemical carcinogenesis - receptor
activation 3.98870449 2.77E-02 1.25E-10 5.24E-09
hsa00140:Steroid hormone biosynthesis 7.60195186 | 3.14E-02 | 3.10E-10 | 1.08E-08
hsa04020:Calcium signaling pathway 3.52335563 | 1.83E-02 | 2.68E-09 | 8.00E-08
hsa05200:Pathways in cancer 2.4144008 2.10E-02 2.62E-08 6.84E-07
hsa00590:Arachidonic acid metabolism 5.81325731 | 1.20E-02 | 1.59E-06 | 3.68E-05
hsa04750:Inflammatory mediator regulation of TRP
channels 44534844 | 4.85E-02 | 2.29E-06 | 4.79E-05
hsa05417:Lipid and atherosclerosis 3.0449405 | 2.15E-02 | 3.34E-06 | 6.35E-05
hsa04919:Thyroid hormone signaling pathway 3.83238895 | 2.19E-02 | 7.51E-06 | 1.31E-04
hsa05223:Non-small cell lung cancer 4,92512077 | 1.55E-02 | 9.76E-06 | 1.57E-04
hsa04725:Cholinergic synapse 3.86231391 | 1.95E-02 | 1.38E-05| 2.02E-04
hsa04933:AGE-RAGE signaling pathway in diabetic
complications 4.0916388 | 2.43E-02 1.45E-05 2.02E-04
hsa04071:Sphingolipid signaling pathway 3.66757539 | 2.35E-02 | 2.60E-05| 3.39E-04
hsa04659:Th17 cell differentiation 3.78855444 | 1.91E-02 | 3.52E-05 | 4.33E-04
hsa05205:Proteoglycans in cancer 2.79428991 2.25E-02 5.65E-05 6.41E-04
hsa05030:Cocaine addiction 5.5668555 | 4.27E-02 | 5.83E-05 | 6.41E-04
hsa05235:PD-L1 expression and PD-1 checkpoint
pathway in cancer 3.98436737 2.02E-02 8.65E-05 9.04E-04
hsa05222:Small cell lung cancer 3.85444234 | 2.12E-02 | 1.20E-04 | 1.19E-03
hsa04931:Insulin resistance 3.53598414 | 2.05E-02 1.45E-04 1.37E-03
hsa04923:Regulation of lipolysis in adipocytes 4.87099857 | 2.19E-02 | 1.72E-04 | 1.56E-03
hsa05031:Amphetamine addiction 434860162 | 1.21E-02 | 1.83E-04 | 1.59E-03
hsa05163:Human cytomegalovirus infection 2.54590858 | 1.28E-02 | 2.05E-04 | 1.71E-03
hsa04370:VEGF signaling pathway 462332067 | 1.12E-02 | 2.59E-04 | 2.08E-03
hsa04728:Dopaminergic synapse 3.09972636 | 2.32E-02 | 3.14E-04 | 2.43E-03
hsa05203:Viral carcinogenesis 2.54056004 | 8.24E-03 | 4.63E-04 | 3.45E-03
hsa04062:Chemokine signaling pathway 2.55727425 | 1.88E-02 | 6.37E-04 | 4.59E-03
hsa05221:Acute myeloid leukemia 4,07128238 | 3.32E-02 | 6.81E-04 | 4.75E-03
hsa05215:Prostate cancer 3.37454746 | 1.02E-02 | 7.79E-04 | 5.25E-03
hsa05161:Hepatitis B 2.69408316 | 3.36E-02 | 8.30E-04 | 5.42E-03
hsa04614:Renin-angiotensin system 7.11589356 1.85E-02 1.23E-03 7.80E-03
hsa04210:Apoptosis 2.80798741 | 1.81E-02 | 1.36E-03 | 8.38E-03
hsa04976:Bile secretion 3.37138777 | 1.96E-02 | 1.44E-03 | 8.59E-03




hsa04611:Platelet activation 2.85974755 | 2.00E-02 | 1.86E-03 | 1.08E-02
hsa04913:0varian steroidogenesis 4.27883796 | 4.45E-02 2.36E-03 1.33E-02
hsa04670:Leukocyte transendothelial migration 2.87132547 | 2.54E-01 | 2.91E-03 | 1.55E-02
hsa05169:Epstein-Barr virus infection 2.29563893 | 2.12E-02 2.92E-03 1.55E-02
hsa05231:Choline metabolism in cancer 3.06177053 | 2.43E-02 | 2.97E-03 | 1.55E-02
hsa04920:Adipocytokine signaling pathway 3.55794678 | 2.79E-02 | 3.48E-03 | 1.78E-02
hsa00591:Linoleic acid metabolism 5.64363972 | 3.56E-02 | 3.63E-03 | 1.81E-02
hsa04917:Prolactin signaling pathway 3.50711897 1.96E-02 | 3.81E-03 1.85E-02
hsa05164:Influenza A 2.39277123 | 6.95E-02 | 3.89E-03 1.85E-02
hsa04613:Neutrophil extracellular trap formation 2.29706038 | 2.75E-02 | 4.02E-03 | 1.85E-02
hsa04722:Neurotrophin signaling pathway 2.75068154 | 2.52E-02 | 4.06E-03 | 1.85E-02
hsa00982:Drug metabolism - cytochrome P450 3.409699 | 3.60E-02 | 4.54E-03 | 2.02E-02
hsa05206:MicroRNAs in cancer 1.93582911 4.28E-02 4.67E-03 2.03E-02
hsa04371:Apelin signaling pathway 2.5511417 | 4.95E-02 | 4.79E-03 | 2.04E-02
hsa05167:Kaposi sarcoma-associated herpesvirus

infection 2.24969831 3.04E-02 4.87E-03 2.04E-02
hsa04010:MAPK signaling pathway 1.94839943 | 1.35E-02 | 5.32E-03 | 2.18E-02
hsa05212:Pancreatic cancer 3.23024115 3.06E-02 6.31E-03 2.49E-02
hsa04971:Gastric acid secretion 3.23024115 8.38E-02 6.31E-03 2.49E-02
hsa05145:Toxoplasmosis 2.67904921 | 1.36E-02 | 7.68E-03 | 2.97E-02
hsa01521:EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 3.10757377 | 2.64E-02 | 7.94E-03 3.02E-02
hsa05022:Pathways of neurodegeneration - multiple

diseases 1.6618701 | 1.69E-02 | 8.34E-03 | 3.11E-02
hsa04666:Fc gamma R-mediated phagocytosis 2.81212288 | 2.33E-02 | 8.79E-03 | 3.17E-02
hsa04713:Circadian entrainment 2.81212288 | 4.24E-02 8.79E-03 3.17E-02
hsa01522:Endocrine resistance 2.78342775 | 3.78E-02 | 9.38E-03 3.32E-02
hsa05202:Transcriptional misregulation in cancer 2.1200201 | 3.38E-02 | 1.10E-02 | 3.84E-02
hsa04915:Estrogen signaling pathway 2.37196452 | 5.93E-02 | 1.21E-02 | 4.13E-02
hsa05204:Chemical carcinogenesis - DNA adducts 3.16261936 | 3.25E-02 | 1.26E-02 | 4.14E-02
hsa05162:Measles 2.35490003 3.97E-02 1.27E-02 4.14E-02
hsa05418:Fluid shear stress and atherosclerosis 2.35490003 1.99E-02 1.27E-02 | 4.14E-02
hsa05010:Alzheimer disease 1.7048495 | 2.67E-02 | 1.32E-02 | 4.25E-02
hsa04625:C-type lectin receptor signaling pathway 2.62284538 | 3.64E-02 | 1.36E-02 | 4.29E-02
hsa05152:Tuberculosis 2.12159049 2.06E-02 1.45E-02 4.53E-02
hsa04540:Gap junction 2.78975372 2.45E-02 1.48E-02 4.54E-02
hsa01100:Metabolic pathways 1.27614465 | 2.37E-02 | 1.76E-02 | 5.29E-02
hsa05032:Morphine addiction 2.69778382 | 3.25E-02 | 1.78E-02 | 5.29E-02
hsa04066:HIF-1 signaling pathway 2.50253137 | 1.45E-02 | 1.80E-02 | 5.29E-02
hsa04022:cGMP-PKG signaling pathway 2.12340536 3.13E-02 1.92E-02 5.56E-02
hsa05140:Leishmaniasis 2.83403553 3.18E-02 2.20E-02 6.29E-02
hsa05135:Yersinia infection 2.19017162 | 2.95E-02 2.82E-02 7.97E-02
hsa04929:GnRH secretion 2.98348662 | 3.41E-02 | 2.88E-02 | 8.02E-02
hsa04914:Progesterone-mediated oocyte

maturation 2.40684635 | 1.87E-02 | 3.27E-02 | 8.99E-02
hsa05415:Diabetic cardiomyopathy 1.88121324 | 2.92E-02 | 3.50E-02 | 9.50E-02
hsa05131:Shigellosis 1.76696952 | 4.20E-02 | 3.70E-02 | 9.86E-02




hsa04664:Fc epsilon Rl signaling pathway 2.80798741 | 2.13E-02 | 3.73E-02 | 9.86E-02
hsa04924:Renin secretion 2.76729194 | 3.70E-02 | 3.96E-02 | 1.01E-01
hsa05211:Renal cell carcinoma 2.76729194 | 4.53E-02 | 3.96E-02 1.01E-01
hsa04928:Parathyroid hormone synthesis, secretion

and action 2.31602196 | 4.93E-02 | 3.98E-02 | 1.01E-01
hsa05120:Epithelial cell signaling in Helicobacter

pylori infection 2.7277592 | 2.07E-02 | 4.21E-02 | 1.06E-01
hsa04072:Phospholipase D signaling pathway 2.02738859 | 5.07E-02 | 4.43E-02 | 1.09E-01
hsa00900:Terpenoid backbone biosynthesis 495956218 | 3.88E-02 | 4.45E-02 | 1.09E-01
hsa04960:Aldosterone-regulated sodium

reabsorption 3.68616108 | 2.92E-02 | 4.48E-02 | 1.09E-01




