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RESUMEN  
 
La enfermedad de Chagas es una enfermedad mortal, provocada por el 

protozoario Trypanosoma cruzi. Para combatirla se han usado compuestos 

tripanocidas, pero éstos han mostrado efectos secundarios. Recientemente, se 

sintetizaron dos nuevos tripanocidas, GHPM y GHPMF; sin embargo, como parte 

de su desarrollo hacia nuevos fármacos, se deben estimar sus efectos adversos 

en diferentes modelos biológicos. El objetivo de este trabajo fue evaluar los 

efectos tóxicos y genotóxicos de ambos tripanocidas en Drosophila melanogaster. 

Se realizó la prueba CL50 de GHPM y GHPMF a las concentraciones 0, 1.9, 3.8, 

7.9, 15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 y 508 μM/EtOH 2% en las cepas flare y Oregon-

flare de D. melanogaster en tres experimentos independientes con cinco réplicas 

por concentración y 10 larvas por réplica; los resultados fueron analizados con 

ANOVA factorial. El efecto genotóxico fue evaluado en las cruzas estándar (CE) y 

bioactivación elevada (CBE) de SMART en ala de D. melanogaster, exponiendo 

larvas de 72 ± 4 h a los tratamientos crónicos: agua miliQ, EtOH 2 %, DMN 76 µM, 

GHPM o GHPMF 2, 4, 8 y 16 μM. Todos los tratamientos fueron realizados por 

triplicado y en tres experimentos independientes. Las alas de fenotipo silvestre 

fueron revisadas por “doble ciego”, bajo microscopio a 40X y los resultados de la 

frecuencia de manchas fue analizada con las pruebas Kastenbaum-Bowman y U 

de Mann-Whitney, y la frecuencia acumulada de las distribuciones de tamaño de 

clones mwh fue analizada con las pruebas Kolmogorov-Smirnov y Wald-Wolfowitz. 

Adicionalmente, dos grupos de 150 moscas tratadas con GHPM y GHPMF 

respectivamente, fueron analizados por HPLC para determinar el metabolismo de 

los tripanocidas. Nuestros resultados indicaron que GHPM mostró una toxicidad 

media de 40 %, mientras GHPMF sólo mostró ese efecto a concentraciones bajas. 

En la CE del SMART el GHPM fue genotóxico porque incrementó la frecuencia de 

manchas grandes a 16 µM y alteró la distribución de las frecuencias acumuladas 

de clones mwh; mientras GHPMF sólo alteró la distribución de clones. En la CBE 

no se encontraron diferencias entre los tratamientos con tripanocidas y EtOH 2%. 

Sin embargo, encontramos diferencias entre las cruzas E y BE para la 
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genotoxicidad de GHPM y diferencias en la distribución de clones en ambos 

tripanocidas. El análisis HPLC no mostró trazas de ninguno de los tripanocidas o 

sus metabolitos. Se concluye que la diferencia en nuestros resultados es debido a 

la estructura química de GHPM y GHPMF ya que ambos resultaron subtóxicos, 

pero solo GHPM fue genotóxico. Las evidencias también indican la participación 

del sistema enzimático Cyp450s en el metabolismo de ambos tripanocidas. Se 

sugiere realizar estudios con otros modelos experimentales y la utilización de 

análisis molecular y bioquímico para confirmar lo anterior.   

 
 

Abstract  
 

The Chagas disease is a fatal one, it is caused by the protozoan Trypanosoma 

cruzi. To combat it trypanocidal compounds have been used, but these have 

shown side effects. Recently, two new Trypanocides were synthesized, GHPM and 

GHPMF; however, as part of its development into new drugs, their adverse effects 

must be assessed on different biological models. The aim of this work was 

evaluate the toxic and genotoxic effects of both Trypanocides in Drosophila 

melanogaster. CL50 tests of GHPM and GHPMF were perform at concentrations 0, 

1.9, 3.8, 7.9, 15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 and 508 µM/EtOH 2% in the flare and 

Oregon-flare strains of D. melanogaster in three independent experiments with five 

replicates per concentration and 10 larvae per replicate; the results were analyzed 

with factorial ANOVA. The genotoxic effect was evaluated in the standard (ST) and 

high bioactivation (HB) crosses of the Drosophila wing spot test, exposing third 

instar larvae (72 ± 4 h) to chronic treatments: miliQ water, EtOH 2%, DMN 76 mM, 

GHPM or GHPMF 2, 4, 8 and 16 µM. All treatments were performed by triplicate 

and in three independent experiments. Wings of wild phenotype were scored 

“double-blind" under the microscope at 40X and the results of the frequency of 

spots were analyzed with the Kastenbaum-Bowman and U Mann-Whitney tests, 

and the cumulative frequency of the mwh clones size distribution was analyzed 

with the Kolmogorov-Smirnov and Wald-Wolfowitz tests. In addition, two batches of 
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150 flies each, treated with GHPM and GHPMF respectively, were analyzed by 

HPLC to determine these trypanocides metabolism. Our results indicated that 

GHPM showed a mean toxicity of 40%, while GHPMF only showed this effect at 

low concentrations. In the ST cross GHPM was genotoxic because it increased the 

frequency of large spots at 16 µM and altered the cumulative frequency of mwh 

clones distribution; while GHPMF only altered the clones distribution. In the HB 

cross, there were no differences between trypanocides treatments and EtOH 2%. 

However, we found differences between the ST and HB crosses for the 

genotoxicity GHPM and differences in the clones distribution in both trypanocides. 

The HPLC analysis did not find traces of any of the trypanocides or their 

metabolites. It is concluded that the differences in our results are due to the 

chemical structure of GHPM and GHPMF since both resulted subtoxic but only 

GHPM was genotoxic. All these evidences also indicate the participation of the 

CYP450s enzyme system in the metabolism of both trypanocides. It is suggested 

to conduct studies with other experimental models and the use of molecular and 

biochemical analysis to confirm the above. 
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I. INTRODUCCIÓN  
 

La enfermedad de Chagas es una infección causada por el protozoario 

Trypanosoma cruzi, organismo flagelado transmitido a los seres humanos 

principalmente por vía de las heces de triatominos infectados (vector transmisor en 

zonas endémicas), por la transfusión de sangre infectada, donadores de órganos 

infectados, o la transmisión congénita de madre a hijo (Carabarin-Lima et al., 

2013; Senkovich et al., 2009).  

 

La enfermedad de Chagas fue descrita en 1909 por el doctor brasileño Carlos 

Chagas; debido a la distribución de los parásitos a través de Norte, Centro y 

Sudamérica, la enfermedad es comúnmente conocida como “Tripanosomiasis 

Americana”, y es considerada endémica en 21 países de América Latina (Figura 

1). Esta enfermedad está estrechamente vinculada con aspectos 

socioeconómicos-culturales, siendo reconocida por la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) como una de las 17 enfermedades tropicales desatendidas en el 

mundo (Roca et al., 2015). 
 

 
Fig. 1. Distribución de la enfermedad de Chagas en el continente americano  

(Tomado de www.highlabperu.net). 

 

La OMS en el 2010 reportó alrededor de 10 millones de personas infectadas, y 

más de 25 millones de personas en riesgo de ser infectadas en las zonas 

endémicas (Carabarin-Lima et al., 2013).  
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La enfermedad de Chagas ha tomado mucha importancia, ya que históricamente 

los procesos de migración e importación han sido los principales factores de 

diseminación de esta enfermedad, encontrándose hoy en día de manera 

importante, en zonas no endémicas tales como Canadá, Estados Unidos y varias 

ciudades de Europa, solamente en esta última, se estiman de 68 a 123 mil 

personas infectadas por T. cruzi (Pinazo y Gascon, 2015; Nunes et al., 2013). 

 

En México, existen 18 zonas endémicas, pero se han reportado casos en todos los 

estados de la República, incluida la Ciudad de México, donde no se ha reportado 

la presencia del vector. Entre los estados más afectados destacan Jalisco, 

Yucatán, Chiapas, Veracruz, Puebla, Guerrero, Hidalgo y Morelos, con un reporte 

final de 5.5 millones de mexicanos afectados por esta enfermedad (Ramos-Ligonio 

et al., 2012; Cruz-Reyes y Pickering-López, 2006). 

 
 
1.1. Manifestaciones clínicas 
 
1.1.1. Fase aguda 
 

La mayoría de las veces, la fase aguda de la enfermedad de Chagas es 

asintomática o está acompañada de síntomas menores, tales como inflamación 

del sitio de inoculación (chagoma) (Figura 2), edema, fiebre, dolor de cabeza, 

anorexia, vómito, diarrea y apatía, lo que provoca la falta de atención médica, 

pues estos síntomas se confunden con otras enfermedades. Esta fase tiene un 

periodo de duración de 2-4 meses; sin embargo, en algunos casos (2-6 %) puede 

causar la muerte, principalmente debido a miocarditis y meningoencefalitis (Malik 

et al., 2015; Carabarin-Lima et al., 2013). 
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Fig. 2. Manifestaciones clínicas de la fase aguda  

(Tomado de maiquiflores.over-blog.es y www.oei.es).  

 
1.1.2. Fase crónica 
 

De los pacientes sobrevivientes de la fase aguda, 40-50 % pasan a una fase 

crónica de larga duración, la cual es irregular presentando síntomas en algunos 

casos y en otros no, efecto dependiente de la cepa de T. cruzi. En el caso de las 

cepas presentes en México, la fase es asintomática y los síntomas se presentan 

hasta su etapa final después de 10-30 años de la primera infección, con severas 

complicaciones cardiacas y gastrointestinales (megasíndromes), hasta la muerte 

súbita por colapso visceral (Nunes et al., 2013; Cencig et al., 2012). 

 
1.2. Vía de transmisión vectorial 
 

Trypanosoma cruzi infecta alrededor de 180 especies de 25 familias de 

mamíferos, puede ubicarse en diversos ecosistemas y a diferentes latitudes y 

altitudes, desde la Patagonia hasta el sur de Canadá. Como ya se comentó, su 

transmisión generalmente es a través de triatominos (orden Hemiptera, familia 

Reduviidae, subfamilia Triatominae) que pueden transmitir fácilmente el parásito 

por vía dérmica a través de la contaminación de la piel de mamíferos con sus 

heces fecales (de Noya y González, 2015). Los triatominos son insectos conocidos 

como “vinchuca” en Bolivia, Argentina y Chile, “chipo” en Colombia, “chinche 

besucona” en México (Figura 3) o “barbeiro” en Brasil (Roca et al., 2015). En 

Norteamérica se han reportado 40 especies de triatominos como posibles vectores 

(Carabarin-Lima et al., 2013).  
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Fig. 3. Triatoma infestan “chinche besucona”  

(Tomado de www.milenio.com). 

 

 
1.2.1. Ciclo de vida de T. cruzi 

 
Trypanosoma cruzi está adaptado a la variedad de microambientes de sus 

hospederos y presenta diferentes transformaciones (mastigonte, epimastigonte, y 

tripomastigonte), que ocasionan cambios estructurales y metabólicos, lo cual 

posibilita la viabilidad del parásito. Los hospederos animales del ciclo de vida de T. 

cruzi incluyen un mamífero y un invertebrado hematófago que actúa como vector 

(Martins et al., 2012). 

 

El ciclo de vida de T. cruzi (Figura 4) inicia cuando un triatomino infectado pica a 

un mamífero para alimentarse con su sangre, cuando su sistema digestivo se 

encuentra lleno sincrónicamente se fuerza la eliminación de la masa de excreta 

acumulada, constando de heces fecales y orina. La excreta es depositada en la 

superficie de la piel del mamífero, la cual puede llegar a contener de 3000 a 4000 

tripomastigotes metacíclicos por microlitro de heces (de Noya y González, 2015). 

Los tripomastigotes metacíclicos por movimiento activo y por la liberación de 

enzimas histolíticas pueden penetrar la piel o las mucosas. Una vez que el 

tripomastigote metacíclico está en el tejido del hospedero vertebrado, es 

endocitado por el sistema fagocítico mononuclear, en un proceso de fagocitosis 

inducida. Después el tripomastigote se libera al segregar la proteína citotóxica (Tc-

TOX), que actúa de manera similar a las perforinas de los linfocitos T citotóxicos 

(Martins et al., 2012).  
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Fig. 4. Ciclo de vida de T. cruzi  

(Tomado de updatesaude.wordpress.com). 

 
El tripomastigote liberado en el citoplasma de las células se transforma en 

amastigote (reduce su tamaño, desaparece el flagelo libre y porta una membrana 

ondulante redonda). Esta forma se multiplica por fisión binaria, produciendo de 50 

a 500 copias. Después los amastigotes se transforman en tripomastigotes 

sanguíneos, rompen la membrana de la célula infectada e invaden nuevas células 

nucleadas del hospedero vertebrado, especialmente de musculo liso, esquelético, 

cardiaco y nervioso. Debido a la circulación de la forma tripomastigote sanguíneo, 

puede ocurrir la transmisión de la enfermedad por vía transfusional y congénita. Si 

el vertebrado hospedero es picado por otro triatomino, éste puede ingerir los 

tripomastigotes sanguíneos, que llegan al estómago, intestino medio y posterior 

del insecto, transformándose en epimastigote, éste se multiplica y luego se 

transforman en tripomastigotes metacíclicos (metaciclogénesis). Luego se 

adhieren por el flagelo externo a la superficie de la pared del intestino posterior, y 

parte de éstos serán llevados al exterior por la excreta, seguido por su depósito en 
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la superficie de la piel en un nuevo mamífero cerrando con esto el ciclo (Martins et 

al., 2012).  

 
1.2.2. Vía de transmisión vectorial en México 
 

En nuestro país la diversidad de vectores es bastante abundante debido a la 

enorme variedad de hábitats que proporcionan las condiciones naturales del 

territorio nacional. Al menos 32 especies de triatominos son conocidos y todos son 

vectores potenciales; éstos se encuentran distribuidos en siete géneros: Belminus, 

Dipetalogaster, Eratyrus, Paratriatoma, Panstrongylus, Rhodnius y Triatoma. De 

todos éstos, diez especies son los mayores vectores (Triatoma barberi, T. 

dimidiata, T. gerstaeckeri, T. longipennis, T. mazzottii, T. infestan, T. mexicana, T. 

pallidipennis, T. phyllosoma y T. picturata) (Carabarin-Lima et al., 2013; Cruz-

Reyes y Pickering-López, 2006). 

 

Además de esto, numerosas especies de mamíferos silvestres y domésticos 

pueden actuar como reservorios para T. cruzi. De acuerdo a los reportes de 15 

estados, los mayores reservorios silvestres son tres especies de zarigüeya 

(Didelphis virginiana, D. marsupialis y Philander oposum), mientras que en los 

mamíferos domésticos los más importantes son el perro, el gato y la rata (Cruz-

Reyes y Pickering-López, 2006). 

 
 
1.3. Vías de transmisión no vectorial 
 

Además de la transmisión asociada a un vector, la enfermedad también puede ser 

transmitida por diversas vías no vectoriales tal como transmisión oral por comida y 

bebida contaminada, transmisión congénita, por transfusiones sanguíneas o por 

trasplante de órganos (Figura 5) (Faral-Tello et al., 2014). 
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Transmisión oral por comida y bebida contaminada  

 

Se ha reportado que una mayor concentración de las formas tripomastigotes 

sanguíneas y metacíclicas, pueden ingresar al huésped por vía oral, convirtiéndola 

en una de las vías de infección más eficientes. Ésta forma de transmisión está 

relacionada con el consumo de jugos caseros o bebidas artesanales 

contaminadas con triatominos infectados o con sus heces fecales (Pinazo y 

Gascon, 2015), ya que el protozoario en la forma de tripomastigote puede ser 

viable en jugos de 6 a 72 h y en leche por 6 h (de Noya y González, 2015).  

 

Transmisión congénita  
 

Esta transmisión se da de madre a hijo y es provocada por la libre circulación de la 

forma tripomastigote sanguínea en el hospedero (Martins et al., 2012). De acuerdo 

a estimaciones recientes de la OMS, en América Latina existen 1,125,000 mujeres 

en edad fértil infectadas con T. cruzi, con una incidencia de infección congénita de 

8,668 casos por año, de éstos 50 % son distribuidos en tres países: México, 

Argentina y Colombia (Carlier y Truyens, 2015).  

 

En México, se tienen reportes en los estados de Oaxaca y Jalisco con 20 y 11.9 % 

de transmisión, respectivamente (Cardoso et al., 2012). Estos datos no parecen 

alarmantes; sin embargo, la importancia de esta vía de infección radica, según los 

expertos, en que es el único tipo de transmisión que, difícilmente puede ser 

prevenido (Bua et al., 2012). 

 

Transfusiones sanguíneas 
 

Se estiman 69,000 nuevas infecciones anuales de la enfermedad de Chagas en 

México, de las cuales menos del 10 % son debido a la donación de sangre. En 

nuestro país existen regulaciones oficiales para la donación de sangre, las cuales 

se incluyen en la Norma Oficial Mexicana (NOM-003-SSA2-1993), que señala la 
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necesidad de los análisis pertinentes para la disposición de sangre humana y sus 

componentes con objetivos terapéuticos; sin embargo, estas pruebas (en el caso 

de la enfermedad de Chagas) sólo son realizadas en donadores con historial de 

residencia de origen en zonas endémicas de T. cruzi. En otros países de América 

Latina, la prevalencia de la enfermedad de Chagas en los bancos de sangre es 

mucho mayor, por ejemplo para Argentina el 17 %, Bolivia 51 %, Brasil y Chile el 

14 %, Perú 12 % y Honduras 11 %, como los más sobresalientes (Carabarin-Lima 

et al., 2013). 

 

Trasplante de órganos  

 

El trasplante de órganos es más frecuente en regiones no endémicas que en los 

países endémicos, y esto ha abierto otra vía de transmisión del parásito. El 

manejo de esta condición clínica es especialmente importante, debido a la 

condición de inmunosupresión requerida durante el trasplante (Pinazo y Gascon, 

2015).  

 

1.4. Tratamiento 
 

El tratamiento de la enfermedad de Chagas incluye los medicamentos nifurtimox 

(Nfx) (4[(5-nitrofurfuriliden)amino]-3-metiltiomorflin-1,1-dioxido), sintetizado en 

1967 por Bayer (Lampit®), y el benznidazol (Bnz) (N-bencil-2-(2-nitroimidazol-il) 

acetamida), generado en 1972 por la casa Roche (Rochangan® o Radanil®), pero 

transferida la licencia y los derechos de este último fármaco en el 2003 a los 

laboratorios farmacéuticos del estado Brasileño de Pernambuco (LAFEPE) 

(Honorato et al., 2014).  
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Fig. 5. Tipos de transmisión de la enfermedad de Chagas 

(Tomado de enfermedaddechagasnorte.blogspot.com). 

 

Los tripanocidas Nfx y Bnz fueron descubiertos empíricamente hace más de tres 

décadas y proporcionan un excelente índice de cura en la fase aguda de la 

enfermedad (60–80 %). Sin embargo, en la fase crónica 80 % de los pacientes no 

obtienen el mismo efecto (Malik et al., 2015).  

 

Ambos fármacos han sido asociados con varios efectos secundarios, y 40 % de 

los pacientes tratados presentan reacciones adversas, por ejemplo, el Bnz puede 

provocar reacciones de hipersensibilidad, toxicidad medular, y neuropatías 

periféricas al final del tratamiento, mientras que el Nfx puede inducir síntomas 

digestivos, tales como nauseas, vómito, diarrea, anorexia, pérdida de peso y 

síntomas neuropsiquiátricos como irritabilidad, desorden del sueño y neuropatías 

periféricas (Lescure et al., 2010).  

 

Posiblemente, los efectos secundarios de ambos tripanocidas se deben a que al 

ser profármacos, necesitan ser activados por nitroreductasas o por citocromos 

p450 (Cyp450s) específicos del parásito en un proceso dependiente de NADPH.  
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Aunque se cree que este mecanismo es la base de la selectividad del parásito, 

también es posible que puedan provocar toxicidad en el tejido hospedero, ya que 

en algunos casos también podrían activarse por las enzimas presentes en el tejido 

de mamíferos (Cancado, 1999, citado en Faral-Tello et al., 2014). 

 

Es importante mencionar que a la fecha, ambos tripanocidas no están totalmente 

validados por evidencia médica y son recomendados, pero no permitidos, por la 

Food and Drug Admininistration de los EE.UU. y la European Medicines Agency 

(Rassi et al., 2010). 

 
1.5. Desarrollo de nuevos fármacos 
 

Como se mencionó anteriormente, para el tratamiento de la enfermedad de 

Chagas sólo se disponen de los tripanocidas Nfx y Bnz, que presentan una 

eficacia variable, toxicidad y un pobre efecto sobre la fase crónica de la 

enfermedad. Dadas las limitaciones de los fármacos disponibles para combatir la 

enfermedad se justifica la investigación de nuevos agentes tripanocidas que 

puedan reemplazar las actuales terapias o proporcionar una alternativa de mejor 

calidad.  

 
1.5.1. Compuestos tripanocidas sintéticos con efecto tóxico 
 

Faral-Tello y colaboradores, (2014), investigaron el efecto de quince compuestos 

imidazol en concentraciones de 0.9 a 50 µM, con diferentes sustituciones y 

patrones de oxidación en sus estructuras, contra T. cruzi. Los resultados 

mostraron que cinco de los compuestos probados fueron efectivos contra las tres 

formas morfológicas de T. cruzi, aunque también presentaron baja toxicidad en 

células Vero (línea celular de mono verde Africano, ATCC).  

 

Cardoso y colaboradores, (2014), estudiaron el efecto tripanocida de varios 

derivados de 2-piridina tiosemicarbazona. La mayoría de los compuestos 
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presentaron excelente inhibición del tripomastigote. Sin embargo, un derivado 

fluorado exhibió toxicidad para las células HepG2 a la concentración de 18.2 µM y 

los demás compuestos mostraron niveles bajos de citotoxicidad a 85.11 µM.  

 

Velásquez y colaboradores, (2014), evaluaron la actividad tripanocida de 

bencilaminas (N1,N2-dibenciletano-1,2-diamina) y ferrocenildiaminas (N1-bencil,N2-

metiferroceniletano-1,2-diamina) a las concentraciones 0.35 a 10.9 µM contra T. 

cruzi y T. brucei. En ese trabajo demostraron que las aminas tienen buena 

actividad tripanocida y que la modificación de la estructura de la bencildiamina, 

introduciendo un grupo ferroceno, incrementa dicha actividad. Sin embargo, todos 

los tripanocidas presentaron toxicidad leve, principalmente el compuesto con el 

grupo ferroceno, en el ensayo de citotoxicidad en células HepG2.  

 

Gutiérrez y colaboradores, (2013), evaluaron la actividad tripanocida de varios 

compuestos glicosil disulfuro aromático oligovalentes y diglicosil disulfuros a las 

concentraciones 4 a 11 µM. Los resultados indicaron un buen efecto de los 

compuestos contra tripomastigotes; aunque en las pruebas de citotoxicidad en 

cultivos celulares HeLa, Vero y macrófagos peritoneales, se mostró citotoxicidad 

leve de todos los compuestos a concentraciones > 240 µM.  

 

Suryadevara y colaboradores, (2013), trabajaron con compuestos modificados de 

dialquilimidazol, cuyo efecto se basa en la inhibición de 14α-desmetilasa (Cyp51), 

esencial en la biosíntesis de esteroles relacionados con el ergosterol, 

componentes esenciales para la membrana del parásito; esto lo hicieron en 

cultivos in vitro de T. cruzi, encontrando una Concentración Efectiva 50 < 1 nM. 

Sin embargo, también encontraron efectos citotóxicos a las concentraciones 5 a 

10 µM en líneas celulares linfocíticas de mamífero CRL-8155.  

 

Cencig y colaboradores, (2012), investigaron el efecto tripanocida de la 

combinación de varios compuestos (benznidazol, nifurtimox, posaconazol  y/o 

AmBisome) en ratones hembras BALB/cJ en fase aguda y crónica de la 
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enfermedad, con cepas de T. cruzi sensibles y resistentes al benznidazol. Los 

resultados indicaron que el co-tratamiento de benznidazol y posaconazol o 

nifurtimox a dosis de 100 mg/Kg/día, durante un periodo de tiempo corto, curó 

ambas fases de la enfermedad en los ratones infectados; sin embargo, los 

tratamientos a largo plazo presentan un efecto tóxico acumulativo dependiente de 

la dosis.  

 

Díaz-Chiguer y colaboradores, (2012), evaluaron el efecto tripanocida de cinco 

derivados de bencimidazol en pruebas in vitro e in vivo contra dos cepas de T. 

cruzi (NINOA y INC5). En la prueba in vitro se evaluó el porcentaje de lisis de 

tripomastigotes sanguíneos. Los resultados indicaron que el compuesto 5-cloro-

1H-bencimidazol-2-tiol fue el que presentó mejor efecto con una Concentración 

Lítica 50 de 0.014 mM (cepa NINOA) y 0.32 mM (cepa INC5). Mientras que en la 

prueba in vivo realizada en un modelo murino, con etapa aguda de la enfermedad 

de Chagas, mostró también efecto tripanocida similar. Sin embargo, todos los 

derivados mostraron toxicidad leve en una línea celular epitelial de riñón de mono 

(células Vero), con el ensayo colorimétrico MTT.  

 

Por otro lado, De Souza y colaboradores, (2011), estudiaron seis aminas 

aromáticas (nombradas DB1201, DB1470, DB829C, DB1540, DB820D, DB1282) 

contra los estados infectivo e intracelular de T. cruzi. Los resultados indicaron que 

las arilimidaminas DB1470 y DB1201 fueron más efectivas con una Concentración 

Letal Media (CL50) de 2.6 y 8.4 µM, respectivamente. Sin embargo, también se 

demostró toxicidad de todas las aminas con el ensayo MTT en cultivos primarios 

de cardiomiocitos, por ejemplo, la DB1470 a la concentración 96 µM provocó 

pérdida de viabilidad celular a las 24 h, y la DB1540 a las concentraciones de 10.8 

y 24 µM mostraron pérdida a las 72 h de la incubación.  
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1.5.2. Compuestos tripanocidas de productos naturales con efecto tóxico 
 

Santos y colaboradores, (2012), reportaron que una alternativa para combatir la 

tripanosomiasis es el uso de productos naturales aislados de plantas usadas en la 

medicina tradicional. Estos autores evaluaron el extracto etanólico de Eugenia 

uniflora (conocida en Brasil como “Pitanga”) a las concentraciones 1, 10 y 100 

µg/mL contra los epimastigotes de T. cruzi (cepa CL-B5). Los resultados indicaron 

un excelente efecto tripanocida de 80 % con la concentración de 100 µg/mL. Pero 

por otra parte, el estudio de toxicidad con macrófagos J774 indicó una toxicidad 

leve (8%) a la misma concentración.  

 

Kato y colaboradores, (2012), reportaron que el diterpeno ácido pimaradienoico 

(PA), encontrado en las raíces de la planta brasileña Viguiera arenaria Baker 

(Asteraceae), produjo daños al DNA a concentraciones 2.5 y 5 µg/mL en el ensayo 

cometa en fibroblastos de pulmón de hámster chino (V79).  

 

Niwa y colaboradores, (2013), demostraron el efecto citotóxico en células de 

hepatoma de Rattus norvegicus a la concentración 280 mM de la (-)-Cubebina, 

lignano extraída de las semillas de la pimienta (Piper cubeba). 

 
1.5.3. Compuestos tripanocidas con efecto genotóxico 
 

Cabrera y colaboradores, (2009), analizaron seis derivados de 5-fenil-etenil-benzo-

furoxanos en varias pruebas in vitro; en la prueba Ames uno de ellos resultó 

mutagénico con y sin activación metabólica, y cuatro fueron mutagénicos sólo 

después de su activación; en el ensayo cometa dos derivados fueron genotóxicos 

a la concentración 100 µM.  

 

Buschini y colaboradores, (2007), encontraron que el 5-nitromegazol y su análogo 

el 5-nitroimidazol-tiosemicarbazona causaron daños al DNA de leucocitos 

humanos por estrés oxidante en el ensayo cometa.  
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1.6. Alternativa de tratamiento  
 

En la actualidad, algunas terapias están enfocadas en la inhibición de dos enzimas 

muy importantes para la sobrevivencia de T. cruzi, la dihidrofolato reductasa 

(DHFR) y la pteridin reductasa (PTR). En ese sentido, en el Departamento de 

Farmacia de la Facultad de Química de la UNAM, Hernández Luis y sus 

colaboradores, han desarrollado fármacos con actividad tripanocida, derivados de 

la quinazolina, haciendo uso de la estrategia de ensamblamiento de fragmentos 

farmacofóricos a partir de la molécula 2,4,6-triaminquinazolina (TAQ), que es 

inhibidora de la DHFR y la PTR. Entre sus resultados están los compuestos N6-(4 

metoxibencil) quinazolina-2,4,6-triamina (GHPM) (Figura 6) y N6-[4-

(trifluorometoxi)bencil]quinazolina-2,4,6-triamina (GHPMF) (Figura 7). 

 
Fig. 6. Estructura química de N6-(4 metoxibencil) quinazolina-2,4,6-triamina (GHPM). 

 

N

N

NH2

NH2
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Fig. 7. Estructura química de N6-[4-(trifluorometoxi)bencil]quinazolina-2,4,6-triamina 

(GHPMF). 

 
1.6.1. DHFR 
 

La DHFR es una enzima dependiente de NADPH que cataliza la reducción del 

folato (FA), nutriente esencial para la sobrevivencia de los organismos, a 7,8-

dihidrofolato (DHF) y de DHF a 5,6,7,8- tetrahidrofolato (THF) (Senkovich et al., 

2009).  
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El metabolismo del folato y la producción de THF son necesarios para la 

transferencia de una unidad de carbono en la biosíntesis de purinas, timidilato y 

varios aminoácidos, todos necesarios para la síntesis de ácidos nucleicos y 

proteínas (Affleck et al., 2006).  

 

La inhibición de la DHFR por compuestos conocidos como antifolatos puede inhibir 

la síntesis del DNA, evitando la proliferación celular y eventualmente llevando a la 

muerte celular; razón por la cual los antifolatos, tales como el metotrexato, que 

inhiben las DHFRs de mamíferos, se han utilizado en el tratamiento contra el 

cáncer y otras enfermedades como la artritis reumatoide (Affleck et al., 2006).   

 

Por otra parte, los cambios evolutivos que determinan la síntesis de la DHFR en 

varios grupos taxonómicos de organismos inducen diferencias en su inhibición por 

ciertos análogos de folatos. Esta selectividad es la base para el desarrollo de 

antifolatos específicos para el tratamiento de infecciones parasitarias (Senkovich 

et al., 2009). 

 

1.6.1.1. Interacción de la DHFR con los tripanocidas derivados de quinazolina 
 

Gilbert, (2002), comparó con el programa GRID las estructuras tridimensionales de 

los sitios de interacción de la enzima DHFR con el sustrato (folato) de T. cruzi y 

humano. Los resultados indicaron que existen ligeras diferencias en estos sitios, la 

enzima del protozoario tiene más residuos no polares en el sitio activo que la 

enzima del humano. En particular, los residuos Phe88 y Arg53 de la DHFR del 

parásito interactúan con la región glutamato del folato, mientras que la enzima 

humana lo hace en sus residuos Asn64 y Gln35. 

 

De manera más específica, Mendoza-Martínez y colaboradores, (2015), 

determinaron que la DHFR consta de tres regiones, la región I es no polar por la 

presencia de aminoácidos con cadenas alquil y aromáticas, la región II está 
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formada principalmente por aminoácidos polares y la región III porta una arginina 

capaz de unirse al hidrógeno del sustituyente 4-metoxilo del GHPM.  

 

Por otra parte, Senkovich y colaboradores, (2009), compararon las DHFR de 

humano y de T. cruzi  (Figura 8), encontrando diferencias importantes en la región 

I, donde la enzima del parásito tiene aminoácidos con anillos aromáticos (Phe o 

Tyr), mientras que la del humano es más hidrofílica (Asn64), esto es importante ya 

que la primera interacción de la estructura quinazolina con los compuestos, tales 

como el metotrexato y el GHPM, se lleva a cabo en la región I de la DHFR y la 

PTR (Mendoza-Martínez et al., 2015).  

 

Por otro lado, la DHFR es una proteína monofuncional en mamíferos, mientras 

que en T. cruzi y otros protozoarios parásitos tienen una forma bifuncional, el 

dominio DHFR está unido al dominio timidilato sintasa (TS) con una secuencia de 

unión de longitud variable dependiendo de un parásito a otro (Schormann et al., 

2010).  

 

 

 
Fig. 8.  Comparación del sitio de interacción del metotrexato con la  

DHFR de T. cruzi (izquierda) y humano (derecha)  

(Tomado de Senkovich et al., 2009). 
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1.6.1.2. DHFR de D. melanogaster 
 

La DHFR de Drosophila es una proteína monomérica de 17-22 kDa. Mediante 

experimentos de fracción subcelular se ha determinado que es una proteína 

citoplasmática, asociada a complejos supramoleculares que se involucran en la 

replicación del DNA. Por otra parte, se ha comprobado que su secuencia amino-

terminal de 23 residuos es similar en 60 % a la de mamíferos (Rancourt y Walker, 

1990). 

 

Se ha demostrado que la DHFR de Drosophila comparte muchas propiedades con 

la del humano, por ejemplo 17 de los residuos involucrados en la unión con el 

sustrato, inhibidor y cofactor son idénticos en ambos organismos y difieren de los 

de T. cruzi (Affleck et al., 2006). 

 
 
1.6.2. PTR 
 

La PTR es una enzima con actividad oxido-reductasa dependiente de NADPH, 

que parece ser importante para los mecanismos de resistencia de parásitos como 

Leshmania spp. y T. cruzi, bajo condiciones de estrés celular o cuando el 

metabolismo del folato es reducido por moléculas que inhiben la DHFR. La PTR 

puede reducir el folato, por lo que este último puede participar en la síntesis de 

DNA, y esto contribuye a la resistencia del parásito. Por eso, nuevas 

investigaciones se enfocan en encontrar antifolatos capaces de inhibir ambas 

enzimas (Mendoza-Martínez et al., 2015). De hecho, las DHFRs en protozoarios y 

plantas están relacionadas con la timidilato sintasa formando un complejo 

bifuncional dihidrofolato reductasa-timidilato sintasa (DHFR-TS). 
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1.6.3. Estudios de toxicidad con tripanocidas derivados de quinazolina  
 

Los estudios toxicológicos realizados con el derivado GHPM han mostrado 

resultados variables. Davoll y colaboradores, (1972), quienes sintetizaron por 

primera vez este compuesto, no encontraron efectos tóxicos de GHPM en perros y 

pollos a dosis orales de 25, 50, 100, 200 y 400 mg/Kg ni a dosis inyectadas de 

100, 200, 400 y 800 mg/Kg. Sólo encontraron cuadros clínicos de diarrea, vómito, 

anorexia y pérdida de peso a dosis mayores de 100 mg/Kg. Sin embargo, 

Hernández-Luis, (2013), encontró efecto tóxico del GHPM en ratones a una sola 

dosis oral de 99 mg/Kg (~334.6 µM) (comunicación personal). 

 

El Metotrexato (Mtx) (Figura 9), es un derivado de la quinazolina, usado como 

fármaco antineoplásico por sus efectos clastogénicos, indujo aberraciones 

cromosómicas y reducción del índice mitótico en células de médula ósea de ratón 

a la dosis de 10 mg/Kg por tres días (Sekeroglu y Sekeroglu, 2012). En la prueba 

SMART en ala de D. melanogaster el Mtx ha demostrado ser un potente agente 

recombinógenico (Graf et al., 1984). 

 
Fig. 9. Estructura química del Mtx 

(Tomado de www.selleckchem.com).  

 

Otros derivados de quinazolinas han mostrado efectos apoptóticos en líneas 

celulares cancerosas (HepG2, SH-SY5Y, DU145, MCF-7 y A549) (Chen et al., 

2011) y en una línea célular de epitelio gástrico (GES-1) (Li et al., 2013); así como 

efectos citotóxicos en las líneas L1210, HeLa y HT-29 y de leucemia (Jantová et 

al., 2016).  
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No obstante, los efectos adversos de los tripanocidas derivados de la quinazolina 

no han sido determinados completamente, ya que se tienen reportes del equipo de 

trabajo del Dr. Hernández-Luis que demuestran resultados diferentes. Mendoza-

Martínez y colaboradores, (2015), no encontraron toxicidad del GHPM y del 

GHPMF a las concentraciones 32 y 20 µM, respectivamente, en células de 

mamífero VERO, ni a dosis de 50 mg/Kg en modelos murinos de malaria cerebral 

ocasionada por Plasmodium bergei, y reportan que el GHPMF tiene un buen 

potencial antioxidante.  

 

Por ello es indispensable realizar más estudios sobre los efectos tóxicos y 

genotóxicos que estos tripanocidas puedan tener sobre los organismos, como 

parte de su desarrollo hacia nuevos fármacos.  

 
1.7. Pruebas para el análisis de la genotoxicidad 
 

Existen diferentes pruebas para identificar cambios genéticos inducidos por 

agentes químicos que tienen en cuenta, en última instancia, el riesgo potencial 

que puedan presentar para el ser humano (Cuadro 1).  

 

1.7.1. Prueba SMART en ala de D. melanogaster 
 

El SMART hace uso del modelo biológico Drosophila melanogaster, el cual tiene 

muchas ventajas, pero la principal es que realiza in vivo la mayoría de las 

funciones enzimáticas que se efectúan en los hepatocitos humanos (Yang et al., 

1992; Hälstrom et al., 1984), lugar donde se activan gran cantidad de 

cancerígenos y mutágenos indirectos (Guzmán y Graf, 1995), Danielson y 

colaboradores (1998) mostraron que hay una fuerte homología entre la familia 

Cyp6 de D. melanogaster y la familia CYP3 de vertebrados, por lo que los 

resultados obtenidos con este organismo no necesitan ser confirmados con otros 

modelos biológicos, como sucede por ejemplo con los ensayos realizados con 

bacterias.  
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Cuadro I. Pruebas genotóxicas  
ENSAYOS PARA MUTACIONES GÉNICAS. 

* Prueba de Ames (Salmonella typhimurium / microsomas de mamífero). 

* Prueba de mutaciones puntuales en Saccharomyces cerevisiae. 

* Letales recesivos ligados al sexo en Drosophila melanogaster. 

* Prueba de Mutación y Recombinación Somáticas (SMART) en Drosophila  

 melanogaster. 

* Prueba de mutación de los pelos estaminales de Tradescantia. 

 
ENSAYOS PARA MUTACIONES CROMOSÓMICAS. 
* Prueba citogenética in vitro en células de mamífero. 

* Prueba citogenética in vivo en ratones. 

* Prueba de micronúcleos (ratones y células de ovario de Criceto Chino: CHO). 

* Prueba de letales dominantes en ratones. 

* Prueba de Mutación y Recombinación Somáticas (SMART): deleciones y  

  aneuploidías parciales. 

* Prueba citogenética de las células meristemáticas de la raíz de Vicia faba. 

 
OTROS DAÑOS. 
* Prueba de segregación mitótica en Aspergillus nidulans. 

* Prueba de conversión génica y recombinación mitótica en Saccharomyces    

   cerevisiae. 

* Prueba de intercambio de cromátidas hermanas (ICH) in vitro con células  

   de mamífero. 
* Prueba de la morfología de la cabeza del espermatozoide en ratones. 

* Prueba de Mutación y Recombinación Somáticas (SMART): detección de  

  recombinación somática. 
 

Modificado de Sánchez Lamar et al., 2000. 
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El SMART se basa en el hecho de que al inicio del desarrollo larvario en D. 

melanogaster se encuentran dos linajes celulares: larval e imaginal. El primero 

implicado exclusivamente en el desarrollo larvario, mientras que el imaginal está 

formado por paquetes de células (discos imaginales). En el caso de los discos que 

formarán las alas, éstos permanecen en estado embrionario durante todo el 

desarrollo larvario, proliferando mitóticamente durante la metamorfosis desde un 

promedio inicial de 50 células por disco hasta alcanzar las 24,400 células. Durante 

la metamorfosis parte del material larvario degenera y las estructuras del adulto se 

derivan de cada disco imaginal (Soriano et al., 1995). Por esta razón, SMART 

tiene la posibilidad de exponer a tratamientos a grandes poblaciones de células, 

que se reproducen mitóticamente en los discos imaginales de la larva. Si una 

alteración genética ocurre en una de las células de los discos imaginales que 

originan las alas o los ojos, esta alteración estará presente en todas las células 

descendientes, lo que podría originar un clon o mancha de células mutantes en las 

alas o en los ojos (Graf et al., 1984). 

 

El fundamento de la prueba SMART es “la pérdida de heterocigosis de genes 

marcadores que se expresan como clones o manchas de cerdas múltiples o 

malformadas, derivadas de células mutantes en las alas de los organismos 

adultos” ocasionada por la actividad genotóxica de compuestos que inducen 

eventos genéticos como mutaciones puntuales, deleciones, recombinaciones 

somáticas y aneuploidías (Anexo 3) (Graf et al., 1984). 

 

La prueba SMART utiliza tres cepas mutantes de D. melanogaster con 

marcadores recesivos: 

 

multiple wing hairs  mwh / mwh: mutación autosómica recesiva localizada en el 

brazo izquierdo del cromosoma 3 a 0.3 unidades de mapa (3-0.3). En homocigosis 

total o en mosaicos somáticos tiene la expresión fenotípica de tres o más cerdas 

por célula (Figura 11) en lugar de una, como es el caso del fenotipo silvestre 

(Figura 10) (Graf et al., 1996).  
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Fig. 10. Expresión fenotípica de cerdas silvestres. 

 

 flare  flr3 / TM3, Bds: mutación autosómica recesiva ubicada en el cromosoma 3 

a 38.8 unidades de mapa (3-38.8). La expresión fenotípica son cerdas 

malformadas y cortas en forma de "flama" o "rosetas de maíz" (Figura 11). En 

condición homocigota es letal por lo que esta cepa posee el cromosoma 

balanceador TM3 con inversiones múltiples que le permiten mantener los 

marcadores en heterocigosis; este cromosoma balanceador se reconoce 

indirectamente por la presencia del gen dominante Bdser (Beaded Serratia), el cual 

se expresa presentando muescas en el borde de las alas (Graf et al., 1984).  

 

 
Fig. 11. Expresión fenotípica del marcador mwh (encerrado en color rojo) y flare 

(encerrado en color azul) 
 

Oregon-flare 
 ORR(1); ORR(2); flr3 / TM3, Bds: esta cepa presenta los 

cromosomas 1 y 2 de la cepa ORR (resistente a DDT). El marcador dominante Rst 

(2) DDT está localizado en el cromosoma 2 a 65 unidades de mapa (2-65) y 

provoca la expresión alta de los genes Cyp6a8 y Cyp6a9 del cromosoma 1 y 

Cyp6a2 del cromosoma 2 (Graf et al., 1998). Recientemente se demostró la 
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expresión alta, pero no constitutiva de los genes Cyp6g1 y Cyp6a2 en la cepa 

Oregon-flare de D. melanogaster (Vázquez-Gómez et al., 2010). 

 

Con estas cepas se realizan en SMART en ala, dos cruzas: la cruza estándar (CE) 

(hembras vírgenes flare con machos mwh) (Graf et al., 1989) y la cruza de 

bioactivación elevada (CBE) (hembras vírgenes Oregon-flare con machos mwh) 

(Graf y Van Schaik, 1992). 

 

En la CE se producen dos tipos de descendientes: trans-heterocigotos mwh +/+ 

flr3 con alas de tipo silvestre y heterocigotos mwh +/ TM3, Bds con alas de fenotipo 

Beaded Serratia; la CBE produce dos tipos de descendientes: trans-heterocigotos 

ORR(1); ORR(2); mwh +/+ flr3 con alas de fenotipo silvestre y heterocigotos 

ORR(1); ORR(2); mwh +/ TM3, Bds con alas de fenotipo Beaded Serratia. 

 

                                                                                                     

1.8. Dimetilnitrosamina (DMN) 
 

El compuesto químico DMN (Figura 12) se utiliza como disolvente industrial para 

fibras y plásticos, suavizante para copolímeros, aditivo para lubricantes y para 

condensadores eléctricos, se utiliza  en la síntesis de 1,1-dimetilhidrazina y como 

combustible para cohetes (IARC, 1972). 

 

En investigación experimental la DMN se emplea como testigo positivo en pruebas 

de genotoxicidad, ya que actúa como agente alquilante monofuncional indirecto 

(tiene que ser activado por los Cyp450s) y ha mostrado propiedades mutagénicas 

y cancerígenas en diferentes especies de animales y tejidos (Vogel, 1991; IARC, 

1972). Por ejemplo, en ratones tratados con 10 ppm de [14C]DMN, se encontró que 

genera alquilaciones 7-metilguanina (7-meG)  en el DNA (Den Engelse y Emmelot, 

1972), mientras que en hepatocitos de rata indujo rompimientos de cadena del 

DNA (Mendoza-Figueroa et al., 1983). 
 

26 



 
 

En la prueba SMART en ala de D. melanogaster la DMN ha demostrado ser 

genotóxica (Castañeda-Partida et al., 2011; Rodríguez-Arnaiz et al., 1996; Graf et 

al., 1984), y también se ha comprobado que en la activación metabólica de este 

promutágeno participan los Cyp450s, como lo reportó Castañeda-Partida y 

colaboradores (2011) al encontrar diferencias entre las CE y CBE de esta prueba; 

también demostrado por el aumento de la genotoxicidad de la DMN con el 

tratamiento previo con Fenobarbital, inductor de las enzimas Cyp450, en D. 

melanogaster (Hällström et al., 1982) y en hepatocitos de rata (Mendoza-Figueroa 

et al., 1983).  

  

 
Fig. 12. Estructura química de la Dimetilnitrosamina  

(Tomada de innovayemprendealimentos.blogspot.com). 
 

 

 
2. Hipótesis 
 

Debido a los reportes previos de toxicidad de los compuestos derivados de la 

quinazolina, se espera que el GHPM sea tóxico y genotóxico en el SMART en ala 

de D. melanogaster, mientras que se espera que estos efectos no se presenten en 

el GHPMF por la sustitución del grupo metoxilo por un trifluoro.  
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3. Objetivo General 
 
 Evaluar el efecto tóxico y genotóxico de los tripanocidas GHPM y GHPMF 

mediante las pruebas CL50 y SMART en ala de D. melanogaster. 

 

3.1. Objetivos Particulares 
 
 Delimitar la CL50 de los tripanocidas GHPM y GHPMF en las cepas flare y 

Oregon-flare de D. melanogaster. 

 

 Determinar la genotoxicidad de GHPM y GHPMF en las CE y CBE del 

SMART en ala de D. melanogaster. 

 

 Inferir la participación de los Cyp450s en el metabolismo de GHPM y  

GHPMF, mediante las diferencias entre las CE y CBE.  

 

 Definir y cuantificar los posibles metabolitos de GHPM y GHPMF, mediante 

HPLC.  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

4.1. MATERIALES 
 
4.1.1. Químicos 
 
 EtOH, CH3CH2OH, peso molecular 46.07 g/mol, No. CAS 64-17-5 (Marca 

Fermont, Productos Químicos Monterrey, MX).  

 

 Dimetilnitrosamina (DMN), C2H6N2O, peso molecular 74.1 g/mol, No. CAS 

62-75-9 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA).  

 

 Tripanocidas: N6-[4-(metoxibencil)quinazolin-2,4,6-triamina (GHPM), peso 

molecular 295.143 g/mol y N6-[4-(trifluorometoxi)bencil]quinazolin-2,4,6-

triamina (GHPMF), peso molecular 349.115 g/mol, sintetizados y donados 

por el Dr. Francisco Hernández Luis del Departamento de Farmacia de la 

Facultad de Química, UNAM.  

 

 Medio Instantáneo para Drosophila (DIM) (Carolina Biological Supply Co. 

Burlington N.C. USA). 

 

 Hojuela de papa Maggi® (Walmart, MX). 

 

 Propil parabeno (Tegosept), HOC6H4COOC3H7, peso molecular 180.2 

g/mol, CAS. 94-13-3 (Farmácia Paris, MX). 

 

 Ácido propiónico, C3H6O2, peso molecular 74.08 g/mol, No. CAS 79-09-4 

(Química Meyer, MX).  

 

 MEtOH °HPLC (MeOH), CH3OH, peso molecular 32.04 g/mol, No. CAS 67-

56-1 (JT Baker, MX).  
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 Ácido fosfórico °HPLC, H3PO4, peso molecular 98 g/mol, No. CAS 7664-38-

2 (JT Baker, MX).  

 

 Acetonitrilo °HPLC, C2H3N, peso molecular 41 g/mol, No. CAS 75-05-8 (JT 

Baker, MX). 

 
 
4.1.2. Biológicos 
 
 Cepas de D. melanogaster: Oregon-flare (ORR(1);ORR(2);flr3/TM3,Bds), 

flare (flr3/TM3,Bds) y multiple wing hairs (mwh/mwh) del Laboratorio de 

Genética Toxicológica de la FES Iztacala, UNAM, donadas originalmente 

por el Dr. Ulrich Graf del Instituto de Toxicología (Swiss Federal Institute of 

Technology) y de la Universidad de Zurich, Schwerzenbach, Suiza. 

 

 Levadura fresca La Florida® (Casa del Pastelero, MX). 
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4.2. MÉTODOS 
 

4.2.1. Cultivo y propagación de cepas de D. melanogaster. 
 

Las cepas Oregon-flare, flare y multiple wing hairs se cultivaron y propagaron en 

frascos de vidrio de 250 mL con 5 g de hojuela de papa y 20 mL de solución 

conservadora (5 mL de tegosept al 12% (EtOH) y 5 mL de ácido propiónico, 

aforados a 1 litro de agua), y los cultivos se incubaron a 25 °C y humedad relativa 

(HR) de 65 %. 

 

4.2.2. Prueba CL50 para el GHPM y GHPMF en las cepas flare y Oregon-flare 
de D. melanogaster. 
 

La prueba se realizó con las cepas flare y Oregon-flare de D. melanogaster, 

colocando 10 larvas de tercer estadio (72 ± 4 h) en tubos con 0.5 g de DIM y 2 mL 

de GHPM o GHPMF. Para ambos tripanocidas se evaluaron las concentraciones 

0, 1.9, 3.9, 7.9, 15.8, 31.7, 63.5, 127, 254 y 508 µM del compuesto disuelto en 

EtOH 2%. Se realizaron tres experimentos independientes con 5 réplicas por 

concentración. Las larvas tratadas permanecieron en una incubadora a 25°C y 65 

% HR hasta que emergieron los imagos. Posteriormente, se cuantificó la 

sobrevivencia de éstos y los datos se analizaron estadísticamente con ANOVA 

factorial utilizando el paquete de cómputo Minitab versión 15.  

 

4.2.2.1. Análisis estadístico 
 

4.2.2.1.1. Análisis de Varianza para un diseño experimental con dos factores 
(ANOVA Factorial) 
 

Este tipo de análisis se utiliza cuando nos interesa evaluar el efecto de dos o más 

factores (con varios tratamientos o niveles), sobre una determinada variable de 

respuesta o dependiente.  
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Hipótesis 

En este diseño experimental con dos factores cualesquiera (A y B) se deberá 

probar si existe o no interacción entre ellos. Por tanto, los juegos de hipótesis son 

los siguientes: 

 

a) Hipótesis nula (Ho): no existe efecto del factor A sobre la variable de 

respuesta.  

Hipótesis alterna (Ha): sí existe efecto del factor A sobre la variable de 

respuesta. 

b) Ho: no existe efecto del factor B sobre la variable de respuesta.  

Ha: sí existe efecto del factor B sobre la variable de respuesta. 

c) Ho: no existe interacción entre los factores A y B.  

          Ha: sí existe interacción entre los factores A y B. 

 

 
4.2.2.1.2. Prueba de Fisher o de la diferencia mínima significativa (LSD) 
 

La comparación múltiple de medias se realiza exclusivamente cuando en el 

ANOVA, la Ho es rechazada, y sirve para determinar cuál o cuáles pares de 

medias son las que difieren significativamente.  

 

 

Hipótesis 

1) Nula (Ho): Mx ≠ My < LSD 

2) Alternativa (Ha): Mx ≠ My > LSD  

 

Dónde: 

Mx ≠ My = La diferencia entre las medias de cada tratamiento experimental. 

LSD = valor de la diferencia mínima significativa.  

(Durán et al., 2004). 
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4.2.3. SMART en ala de D. melanogaster para GHPM y GHPMF 
 
4.2.3.1. Cruzas estándar (CE) y bioactivación elevada (CBE) 
 

Se realizó la CE con hembras vírgenes flare y machos multiple wing hairs y la CBE 

con hembras vírgenes Oregon-flare y machos multiple wing hairs. Cada cruza se 

trasvasó a frascos con levadura fresca activa suplementada con sacarosa para 

colectar huevos, durante 8 h a 25 °C y 65 % de HR. Terminado este tiempo las 

moscas adultas fueron retiradas y los frascos con la colecta de huevos se 

mantuvieron en incubación. Después de 72 ± 4 h se recuperaron las larvas 

diluyendo el medio de levadura en agua corriente a temperatura ambiente usando 

una coladera de malla fina de acero inoxidable. 

  

4.2.3.2. Diseño experimental 
 

Se realizaron tres experimentos independientes con cinco repeticiones por 

tratamiento colocando aproximadamente la misma cantidad de larvas de tercer 

estadio (72 ± 4 h) en viales con 0.5 g de DIM más 2 mL de las soluciones para los 

tratamientos: GHPM o GHPMF a las concentraciones 2, 4, 8 y 16 µM, agua como 

testigo negativo y disolvente de la DMN, EtOH 2% como testigo disolvente de los 

tripanocidas, y DMN 76 µM como testigo positivo, Ver Cuadro 2. Las larvas fueron 

expuestas a un tratamiento crónico de ~48 h. 

 

Las larvas tratadas permanecieron en la incubadora hasta que emergieron como 

imagos, estos se colectaron y conservaron en EtOH 70 %, posteriormente se 

disectaron las alas de los organismos trans-heterocigotos (mwh flr3+/ mwh+ flr3) y 

se montaron en preparaciones permanentes con la resina Entellan®. Se revisaron 

a 40x las superficies dorsal y ventral de las alas de un mínimo de 55 individuos por 

tratamiento (tamaño de muestra óptimo), registrando la frecuencia de manchas 

pequeñas, grandes y gemelas de acuerdo con Graf et al. (1984). La lectura se 

realizó bajo estricta clave para evitar prejuicios en la revisión. Para identificar las 
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diferencias estadísticas de las frecuencias de manchas entre el testigo negativo y 

los tratamientos experimentales se emplearon las pruebas Kastenbaum-Bowman y 

la prueba U de Mann-Whitney, con p<0.05; y para reconocer diferencias 

estadísticas entre las frecuencias acumuladas de las distribuciones de tamaño de 

clones mwh se usaron las pruebas Kolmogorov-Smirnov (KS) y Wald-Wolfowitz 

(W-W), ambas con p<0.05.  

 

Cuadro II. Distribución de los tratamientos crónicos (~48 h). 

Testigos y 
tratamientos 

Compuesto 
concentración 

GHPM 
 

GHPMF 
 

Agua 
miliQ 

EtOH  
2% 

DMN  

 
Testigo negativo 

 
Agua 

 
 

 
 

 
+ 

 
 

 

 

Testigo disolvente EtOH 2%    +  
Testigo positivo DMN 76 µM   +  + 

 
Tratamiento 1  GHPM 2 µM +   +  
Tratamiento 2  GHPM 4 µM +   +  
Tratamiento 3  GHPM 8 µM +   +  
Tratamiento 4  GHPM 16 µM +   +  

 
Tratamiento 5  GHPMF 2 µM  +  +  
Tratamiento 6  GHPMF 4 µM  +  +  
Tratamiento 7  GHPMF 8 µM  +  +  
Tratamiento 8  GHPMF 16 µM  +  +  

Dónde: + significa presente 

 

4.2.3.2.1. Análisis estadístico 
 

4.2.3.2.1.1. SMART para PC-versión 2.1 
 

El programa SMART analiza estadísticamente las diferencias que puedan existir 

entre los valores espontáneos del testigo y las series de tratamientos 

experimentales. El análisis está basado en la prueba Kastenbaum-Bowman, a 

p<0.05 y el efecto genotóxico es diagnosticado porque la frecuencia de manchas 

de los tratamientos es al menos el doble de la frecuencia obtenida en los testigos 
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negativos. Para manchas pequeñas y totales el factor de multiplicación es m = 2 y 

para manchas grandes y gemelas m = 5. 

 

La prueba Kastenbaum-Bowman, maneja la probabilidad de definir un riesgo 

genotóxico mínimo como inaceptable. Si se puede excluir este riesgo con una 

significancia estadística, entonces los resultados son negativos. Si la muestra no 

es lo suficientemente grande, los datos pueden ser insuficientes y el resultado es 

no concluyente; es decir, que en los casos no concluyentes no se puede excluir la 

hipótesis nula pero tampoco la alterna. Por lo anterior, los resultados con esta 

prueba tienen cuatro categorías: positivos, negativos, débiles positivos y no 

concluyentes. Para evitar los resultados no concluyentes en al menos 95 % de los 

casos se recomienda revisar como mínimo 110 alas (55 individuos) por 

tratamiento (Frei y Würgler, 1995). De esta manera las hipótesis que se trabajaron 

fueron: 

 

Hipótesis 

1) Nula (Ho): la frecuencia de mutación (inducida + espontánea) de las 

moscas tratadas no es mayor que la frecuencia de mutación espontánea 

del testigo negativo. 

2) Alterna (Ha): la frecuencia de mutación (inducida + espontánea) de las 

moscas tratadas no es menor que la frecuencia de mutación espontánea 

del testigo negativo. 

 

Cada hipótesis fue probada con P< 0.05. Con base en las hipótesis pueden ser 

posibles las siguientes decisiones: 

1) Aceptar ambas hipótesis: resultado no concluyente. 

2) Aceptar la primera hipótesis y rechazar la segunda: resultado negativo. 

3) Rechazar la primera hipótesis y aceptar la segunda: resultado positivo. 

4) Rechazar ambas hipótesis: efecto débil (Graf et al., 1984).  
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4.2.3.2.1.2. Prueba U de Mann-Whitney  
 

La prueba U es una de las alternativas a la prueba t-Student para comparar dos 

muestras independientes; se utiliza cuando se requiere conocer si dos poblaciones 

tienen la misma distribución de probabilidades, o bien, si tienen la misma mediana. 

Considera la variabilidad entre los individuos y no requiere que la distribución de 

los datos sea normal (prueba no paramétrica), puede estar basada en hipótesis 

unilateral o bilateral, por lo que se dice que puede realizarse con modificaciones 

para dos colas: 

 

Hipótesis unilateral:  

3) Nula (Ho): Mx ≥ My  

4) Alternativa (Ha): Mx < My  

 

Hipótesis unilateral:  

5) Nula (Ho): Mx ≤ My  

6) Alternativa (Ha): Mx > My  

 

Hipótesis bilateral:  

7) Nula (Ho): Mx = My  

8) Alternativa (Ha): Mx ≠ My  

  

Dónde: 

M = La distribución de probabilidades o la mediana de una población. 

x= Testigo 

y = Tratamiento experimental 

 

La prueba U se usa cuando no se puede definir el riesgo genotóxico mínimo 

inaceptable basándose en la frecuencia de las manchas en los testigos negativos; 

por lo tanto sólo se comparan los datos contra la hipótesis nula. Los resultados 

son significativos o no significativos. La ausencia de significancia nos dice que uno 
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no puede concluir que el tratamiento produjo un efecto genotóxico, sin embargo no 

se puede eliminar completamente esta posibilidad, por lo tanto es lo mismo que un 

resultado no concluyente. Los resultados significativos nos permiten concluir con 

certeza que los resultados son positivos (Frei y Würgler, 1995). La prueba se 

realizó con el programa estadístico STAT Graphics versión 6.0. 

 
4.2.3.2.1.3. Prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S)  
 

En la prueba K-S se hace un procedimiento de “bondad de ajuste”, que permite 

medir el grado de concordancia que existe entre la distribución del conjunto de 

datos y una distribución teórica específica. Su objetivo es señalar si los datos 

provienen de una población con distribución teórica específica. El procedimiento 

consiste en establecer frecuencias relativas acumuladas referentes a la 

información muestral Fo (xi) y compararlas con las teóricas (García Bellido et al., 

2010). 

 
4.2.3.2.1.4. Prueba Wald-Wolfowitz (W-W) 
 

La prueba W-W se utiliza cuando se desea hacer inferencias sobre dos 

poblaciones independientes. Mediante esta prueba se determina si las dos 

poblaciones difieren, en alguna medida de tendencia central, de dispersión o en su 

distribución de probabilidad. 

 

Para ambas pruebas (K-S y W-W) tenemos las siguientes hipótesis  

 

1) Nula (Ho): la distribución de las probabilidades de la variable de respuesta 

en las dos poblaciones es la misma, FA(x) = FB(x). Si la hipótesis se 

cumple quiere decir que las dos poblaciones son iguales con respecto a la 

característica que se está comparando.  
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2) Alternativa (Ha): La distribución de probabilidades de las dos poblaciones 

es diferente, FA(x) ≠ FB(x), por lo que las dos poblaciones difieren 

significativamente (Durán et al., 2004). 

 
4.2.4. Análisis HPLC de moscas tratadas con GHPM o GHPMF 
 

Se realizó una cromatografía líquida de alta presión (HPLC, por sus siglas en 

inglés) para determinar la remanencia de GHPM o GHPMF en moscas adultas de 

cada tratamiento 2, 4, 8 y 16 µM para las cepas flare y Oregon-flare o de sus 

metabolitos. 150 moscas adultas (hembras y machos) emergidas de cada 

tratamiento fue homogenizada en 500 µL de MeOH (°HPLC) y centrifugadas 

(Eppendorff 5415C) a 14,000 rpm por 10 min. Como patrones se usaron: GHPM a 

la concentración 40 μM, GHPMF a los 28 μM y MeOH 99% (°HPLC). Se 

analizaron 30 μL de cada patrón y tratamiento con una unidad HPLC Hewlett-

Packard serie 1100 USA y una columna Allsphere ODS-1 (longitud 250 X 2 mm, 

tamaño de partícula 5 μm) marca Grace. La fase móvil fue una mezcla de 25 % 

ácido fosfórico 0.005 %, 50 % MeOH y 25 % acetonitrilo. El índice de flujo fue de 1 

mL/min durante 18 min. La detección se llevó a cabo con un detector con arreglo 

de diodos HP marca Agilent Technologies, serie 1100, USA. Los datos fueron 

procesados con el sofware LC 3D Chemstation, USA. La identificación de los 

compuestos presentes se hizo: comparando el comportamiento cromatográfico, 

tiempo de retención y espectro UV-VIS, con los de los patrones en el rango de 200 

- 400 nm. 
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5. Resultados 
 

5.1. Prueba de toxicidad (CL50) 
 

5.1.1. CL50 del tripanocida GHPM 
 

Con los resultados de la prueba CL50 se realizó un ANOVA factorial, con un nivel 

p<0.05, en el que se calcularon las medidas descriptivas: media, desviación 

estándar (δ), valor mínimo, cuartil 1 (Q1), mediana, cuartil 3 (Q3) y valor máximo 

de los siguientes parámetros: a) comparación de los tratamientos con GHPM 1.9, 

3.9, 7.9, 15.8, 31.7, 63.5, 127, 254 y 508 µM disueltos en EtOH 2% y el testigo 

EtOH 2%, b) comparación de las cepas (flare y Oregon-flare) y c) interacción 

concentración-cepa. No se encontraron diferencias significativas entre los 

experimentos independientes (datos no mostrados), por lo que se trabajó sólo con 

las medias de éstos.  

 

5.1.1.1. Comparación de los tratamientos GHPM vs EtOH 2%  
 

A) Estadística descriptiva 
 

Los resultados de mortalidad de los tratamientos con GHPM 1.9, 3.9, 7.9, 15.8, 

31.7, 63.5, 127, 254 y 508 µM disueltos en EtOH 2%, y el testigo EtOH 2%, 

mostraron que las medias de todos los tratamientos GHPM son similares entre sí, 

y son diferentes con respecto al testigo EtOH 2%, además existe una gran 

dispersión en los datos (Cuadro III). Las mortalidades más altas se observaron a 

las concentraciones 31 y 508 μM de GHPM, con valores de 53.33 y 51.67 %, 

respectivamente.  
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Cuadro III. Medidas descriptivas por tratamiento del porcentaje de mortalidad 
de Drosophilas expuestas a GHPM. 

  
Tratamiento 

(μM) 
Media  Desviación 

estándar (δ)  
Valor 

Mínimo 
Q1 Mediana Q3 Valor 

Máximo 

EtOH 2% 13.73 12.3 0 0 10 20 50 

1.9 43.67 31.68 0 17.5 40 62.5 100 

3.9 37.67 32.87 0 10 25 62.5 100 

7.9 46.67 34.57 0 17.5 40 80 100 

15.8 39 22.64 10 20 30 60 90 

31.7 53.33 23.83 10 30 55 70 100 

63.5 49.67 21.73 20 30 50 70 100 

127 39 24.12 0 20 40 52.5 90 

254 43.67 27.23 0 27.5 40 60 100 

508 51.67 26.14 0 30 60 70 100 

 

        

 
B) Estadística inferencial 
 

El ANOVA mostró que hubo diferencias significativas entre los tratamientos GHPM 

con respecto al testigo EtOH 2% (F=9.8, p=0.000). El análisis LSD de Fisher 

p<0.05 demostró que todos los tratamientos GHPM son estadísticamente 

diferentes al testigo EtOH 2%.  
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5.1.2.2. Diferencias entre las cepas (flare y Oregon-flare) 
 

 
A) Estadística descriptiva 
 

La comparación de los porcentajes de mortalidad de las cepas flare y Oregon-flare 

muestran medias similares, aunque existe una gran dispersión en sus datos 

(Cuadro IV y Figura 13). La mortalidad media para la cepa flare fue de 35.21 % y 

para Oregon-flare de 43.48 %. 

 

 
Cuadro IV. Medidas descriptivas por cepa del porcentaje de mortalidad de 

Drosophilas de las cepas flare y Oregon-flare expuestas a GHPM. 
 

Cepa Media  Desviación 
estándar (δ)  

Valor 
Mínimo 

Q1 Mediana Q3 Valor 
Máximo 

Flare 35.21 29.1 0 10 30 60 100 

Oregon-flare 43.48 26.87 0 20 40 60 100 

 

 
B) Estadística inferencial 
 
El ANOVA mostró que existen diferencias significativas entre las dos cepas 

(F=8.04, p=0.005).  
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad para las cepas flare y Oregon-flare tratadas con 

GHPM. Las cajas muestran la relación entre Q1, mediana y Q3, que representa 50 % del 

total de datos analizados, los extremos de las líneas son los valores máximos y mínimos 

obtenidos. 

 
5.1.1.3. Interacción concentración-cepa 
 
5.1.1.3.1. Cepa flare 
 
A) Estadística descriptiva 
 

Los resultados de mortalidad de los tratamientos de GHPM 1.9, 3.9, 7.9, 15.8, 

31.7, 63.5, 127, 254 y 508 µM disueltos en EtOH 2%, y el testigo EtOH 2% para la 

cepa flare, mostraron que las medias de todos los tratamientos GHPM son 

similares entre sí, y son diferentes con respecto al testigo EtOH 2%, además 

existe una gran dispersión en los datos (Cuadro V). Las mortalidades más altas se 

observaron a las concentraciones 63.5 y 508 μM de GHPM, con valores de 50 y 
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56.67 %, respectivamente (Figura 14). Debido a que no hubo una relación 

concentración-respuesta y a que no se alcanzó a ninguna concentración el 100 % 

de mortalidad, no pudo ser definida una CL50. 

 
Cuadro V. Medidas descriptivas por interacción tratamiento-cepa del 

porcentaje de mortalidad de Drosophilas de la cepa flare expuestas a GHPM. 
 

Tratamiento 
(μM) 

Media  Desviación 
estándar (δ)  

Valor 
Mínimo 

Q1 Mediana Q3 Valor 
Máximo 

EtOH 2% 9 8.45 0 0 10 12.5 30 

1.9 30.67 30.81 0 0 20 60 90 

3.9 38 40 0 10 20 80 100 

7.9 36 38.32 0 0 20 70 100 

15.8 34.67 20.31 10 20 30 60 70 

31.7 47.33 20.86 20 30 40 70 80 

63.5 50 25.63 20 30 50 80 100 

127 41.33 25.88 0 20 40 60 90 

254 34.67 24.16 0 20 30 40 100 

508 56.67 23.8 0 30 60 70 90 

 
5.1.1.3.2. Cepa Oregon-flare 
 

A) Estadística descriptiva 
 

Los resultados de mortalidad de los tratamientos con GHPM 1.9, 3.9, 7.9, 15.8, 

31.7, 63.5, 127, 254 y 508 µM disueltos en EtOH 2%, y el testigo EtOH 2% para la 

cepa Oregon-flare, mostraron que las medias de todos los tratamientos GHPM son 

similares entre sí, y son diferentes con respecto al testigo EtOH 2%, además 

existe una gran dispersión en los datos (Cuadro VI). Las mortalidades más altas 

se observaron a las concentraciones 7.9 y 31.7 μM de GHPM, con valores de 

57.67 y 59.33 %, respectivamente (Figura 14). 
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Debido a que no hubo una relación concentración-respuesta y a que no se alcanzó 

a ninguna concentración el 100 % de mortalidad, no pudo ser definida una CL50. 

 

Cuadro VI. Medidas descriptivas por interacción tratamiento-cepa del 
porcentaje de mortalidad de Drosophilas de la cepa Oregon-flare expuestas a 

GHPM. 
 

Tratamiento 
(μM) 

Media  Desviación 
estándar (δ)  

Valor 
Mínimo 

Q1 Mediana Q3 Valor 
Máximo 

EtOH 2% 18.62 13.82 0 10 20 25 50 

1.9 56.67 27.69 10 40 60 70 100 

3.9 37.33 25.2 0 20 30 60 90 

7.9 57.33 27.64 10 30 60 80 100 

15.8 43.33 24.69 10 20 30 60 90 

31.7 59.33 25.76 10 40 60 80 100 

63.5 49.33 17.92 20 40 50 70 80 

127 36.67 22.89 10 20 30 40 90 

254 52.67 27.89 10 30 50 80 100 

508 46.67 28.20 20 20 40 70 100 

 

 
5.1.1.3.3. Estadística inferencial de la interacción concentración-cepa 
 

El ANOVA mostró que no hubo diferencias significativas entre la interacción 

concentración-cepa (F=1.68, p=0.092). Sin embargo, el análisis LSD de Fisher 

p<0.05 demostró que todos los tratamientos GHPM son estadísticamente 

diferentes al testigo EtOH 2% para ambas cepas, y que también existen 

diferencias entre las concentraciones 1.9, 7.9 y 254 μM entre las cepas (Figura 

14).  

 

44 



 
 

Línea

Concentración

Ore
go

n
fla

re

50
8.

0

25
4.

0

12
7.

0
63

.0
31

.0
15

.07.
9

3.
9

1.
9

0.
0

50
8.

0

25
4.

0

12
7.
0

63
.0

31
.0

15
.07.

9
3.

9
1.

9
0.

0

100

80

60

40

20

0

m
o

rt
a

lid
a

d

 
Figura 14. Porcentaje de mortalidad en la interacción concentración-cepa de los 

tratamientos con GHPM. Las cajas muestran la relación entre Q1, mediana y Q3, que 

representa el 50 % del total de datos analizados, los extremos de las cepas son los 

valores máximos y mínimos obtenidos y el * datos fuera de rango. 
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5.1.2. CL50 del tripanocida GHPMF 
 

Se realizó un ANOVA factorial, con un nivel p<0.05, en el que se calcularon las 

medidas descriptivas: media, desviación estándar (δ), valor mínimo, cuartil 1 (Q1), 

mediana, cuartil 3 (Q3) y valor máximo de los siguientes parámetros: a) 

tratamientos de GHPMF 1.9, 3.9, 7.9, 15.8, 31.7, 63.5, 127, 254 y 508 µM 

disueltos en EtOH 2%, y el testigo EtOH 2%; b) cepas (flare y Oregon-flare); c) 

interacción concentración-cepa. No se encontraron diferencias significativas entre 

los experimentos independientes (datos no mostrados), por lo que se trabajaron 

sólo las medias de éstos.  

 

 
5.1.2.1. Comparación de los tratamientos GHPMF vs EtOH 2%  
 

A) Estadística descriptiva 
 

Los resultados de mortalidad de los tratamientos con GHPMF a las 

concentraciones 1.9, 3.9, 7.9, 15.8, 31.7, 63.5, 127, 254 y 508 µM disueltos en 

EtOH 2%, y el testigo EtOH 2%, mostró que sólo las medias de los tratamientos 

GHPMF 15.8, 31.7, 63.5, 127, 254 y 508 μM son similares entre sí y con respecto 

al testigo EtOH 2%, mientras que a la concentraciones 1.9, 3.9 y 7.9 μM 

presentaron una mayor mortalidad (Cuadro VII). Las mortalidades más altas se 

observaron a las concentraciones 7.9 y 31.7 μM de GHPMF, con valores de 46.18 

y 51.25 %, respectivamente.  
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Cuadro VII. Medidas descriptivas por tratamiento del porcentaje de 
mortalidad de Drosophilas expuestas a GHPMF.  

 
Tratamiento 

(μM) 
Media  Desviación 

estándar (δ)  
Valor 

Mínimo 
Q1 Mediana Q3 Valor 

Máximo 

EtOH 2% 16.11 12.25 0 10 10 27.5 40 

1.9 46.18 20.75 0 30 50 62.5 80 

3.9 51.25 17.37 20 40 50 60 90 

7.9 40.26 18.08 10 30 40 50 80 

15.8 7.78 8.78 0 0 10 10 30 

31.7 12.78 13.2 0 0 10 20 50 

63.5 10.56 11.62 0 0 10 20 40 

127 10.56 9.98 0 0 10 20 30 

254 15.56 16.17 0 0 10 30 50 

508 8.89 9.63 0 0 10 10 40 

 

 
B) Estadística inferencial 
 

El ANOVA mostró que hubo diferencias significativas entre los tratamientos 

GHPMF con respecto al testigo EtOH 2% (F=33.77, p=0.000). El análisis LSD de 

Fisher p<0.05 demostró que sólo los tratamientos GHPMF a las concentraciones 

1.9, 3.9 y 7.9 μM fueron estadísticamente diferentes al testigo disolvente.  
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5.1.2.2. Diferencias entre las cepas (flare y Oregon-flare) 
 

A) Estadística descriptiva 
 

La comparación de los porcentajes de mortalidad de las cepas flare y Oregon-flare 

mostraron medias similares, aunque existió una gran dispersión en sus datos 

(Cuadro VIII y Figura 15). La mortalidad media para la cepa flare fue de 22.77 % y 

para Oregon-flare de 30.08 %. 

 

Cuadro VIII. Medidas descriptivas por cepa del porcentaje de mortalidad de 
Drosophilas de las cepas flare y Oregon-flare expuestas a GHPMF. 

 
Cepa Media  Desviación 

estándar (δ)  
Valor 

Mínimo 
Q1 Mediana Q3 Valor 

Máximo 

flare 22.3 21.77 0 0 10 40 80 

Oregon-flare 30.08 22.72 0 10 30 50 90 

 

 
B) Estadística inferencial 
 
El ANOVA generó diferencias significativas entre las dos cepas (F=12.01, 

p=0.001) como se muestra en la Figura 15. A pesar de la gran dispersión de los 

datos se reconoce la marcada diferencia que existe entre las mediana de ambas 

cepas.  
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Figura 15. Porcentaje de mortalidad para las cepas flare y Oregon-flare tratadas con 

GHPMF. Las cajas muestran la relación entre Q1, mediana y Q3, que representa el 50 % 

del total de datos analizados, los extremos de las líneas son los valores máximos y 

mínimos obtenidos.  

 

5.1.2.3. Interacción concentración-cepa 
 
5.1.2.3.1. Cepa flare 
 

A) Estadística descriptiva 
 

En la cepa flare los resultados de mortalidad de los tratamientos de GHPMF 1.9, 

3.9, 7.9, 15.8, 31.7, 63.5, 127, 254 y 508 µM disueltos en EtOH 2%, y el testigo 

EtOH 2% mostraron que sólo las medias de los tratamientos GHPMF a las 

concentraciones 15.8, 31.7, 63.5, 127, 254 y 508 μM son similares entre sí y con 

respecto al testigo EtOH 2%, mientras que las concentraciones 1.9, 3.9 y 7.9 μM 

presentan una mayor mortalidad (Cuadro IX). Las mortalidades más altas se 
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observaron a las concentraciones 1.9 y 3.9 μM de GHPMF, con valores de 44 y 

46.67 %, respectivamente (Figura 16). Debido a que no hubo una relación 

concentración-respuesta y a que no se alcanzó a ninguna concentración el 100 % 

de mortalidad, no pudo ser definida una CL50. 

 

Cuadro IX. Medidas descriptivas por interacción tratamiento-cepa del 
porcentaje de mortalidad de Drosophilas de la cepa flare expuestas a 

GHPMF. 
 

Tratamiento 
(μM) 

Media  Desviación 
estándar (δ)  

Valor 
Mínimo 

Q1 Mediana Q3 Valor 
Máximo 

EtOH 2% 14.21 10.17 0 10 10 20 40 

1.9 44 24.14 0 30 50 70 80 

3.9 46.67 13.97 20 40 50 60 60 

7.9 37.37 19.39 10 20 40 50 80 

15.8 3.33 5 0 0 0 10 10 

31.7 7.78 8.33 0 0 10 15 20 

63.5 4.44 7.26 0 0 0 10 20 

127 7.78 8.33 0 0 10 15 20 

254 11.11 13.64 0 0 10 20 40 

508 7.78 4.41 0 5 10 10 10 

 

 

5.1.2.3.2. Cepa Oregon-flare 
 

A) Estadística descriptiva 
 

En la cepa Oregon-flare los resultados de mortalidad de los tratamientos de 

GHPMF 1.9, 3.9, 7.9, 15.8, 31.7, 63.5, 127, 254 y 508 µM disueltos en EtOH 2%, y 

el testigo EtOH 2% mostraron que sólo las medias de los tratamientos GHPMF  a 
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las concentraciones 15.8, 31.7, 63.5, 127, 254 y 508 μM son similares entre sí y 

con respecto al testigo EtOH 2% (Cuadro X). Las mortalidades más altas se 

observaron a las concentraciones 1.9 y 3.9 μM de GHPMF, con valores de 47.89 y 

55.29 %, respectivamente (Figura 16). Debido a que no hubo una relación 

concentración-respuesta y a que no se alcanzó a ninguna concentración el 100 % 

de mortalidad, no pudo ser definida una CL50. 

 

Cuadro X. Medidas descriptivas por interacción tratamiento-cepa del 
porcentaje de mortalidad de Drosophilas de la cepa Oregon-flare expuestas a 

GHPM. 
 

Tratamiento 
(μM) 

Media  Desviación 
estándar (δ)  

Valor 
Mínimo 

Q1 Mediana Q3 Valor 
Máximo 

EtOH 2% 18.24 14.25 0 5 20 30 40 

1.9 47.89 18.13 20 30 50 60 70 

3.9 55.29 19.4 20 40 60 70 90 

7.9 43.16 16.68 10 30 40 50 80 

15.8 12.22 9.72 0 5 10 20 30 

31.7 17.78 15.63 0 5 20 25 50 

63.5 16.67 12.25 0 10 10 25 40 

127 13.33 11.18 0 0 20 20 30 

254 20 18.03 0 5 10 35 50 

508 10 13.23 0 0 10 15 40 

 

 
5.1.2.3.3. Estadística inferencial de la interacción concentración-cepa 
 

Aunque el ANOVA mostró que no hubo diferencias significativas entre la 

interacción concentración-cepa (F=0.24, p=0.988), el análisis LSD de Fisher 

p<0.05 demostró que los tratamientos GHPMF 1.9, 3.9 y 7.9 μM son 
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estadísticamente diferentes al testigo EtOH 2% para ambas cepas y no se 

encontraron diferencias entre las cepas. 

 

 

 
 

Figura 16. Porcentaje de mortalidad en la interacción concentración-cepas de los 

tratamientos con GHPMF. Las cajas muestran la relación entre Q1, mediana y Q3, que 

representa el 50 % del total de datos analizados, los extremos de las cepas son los 

valores máximos y mínimos obtenidos y el * datos fuera de rango. 
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5.2. Prueba de genotoxicidad SMART en ala de D. melanogaster  
 
5.2.1. Cruza Estándar (CE) 
 

En el Cuadro XI se muestran los resultados obtenidos con las pruebas 

Kastenbaum-Bowman y U de Mann-Whitney, ambas a p<0.05 (Frei y Würgler, 

1988), donde se compararon las frecuencias y el número de manchas por 

individuo de cada uno de los tratamientos contra los testigos correspondientes. El 

análisis de la distribución de clones mwh se realizó con las pruebas Kolmogorov-

Smirnov (K-S) y Wald-Wolfowitz (W-W), ambas a p<0.05, donde se compararon 

las distribuciones de las frecuencias acumuladas de clones mwh de cada 

tratamiento contra los testigos correspondientes. 

 
 
5.2.1.1. Testigos  
 
La comparación de los testigos agua y EtOH 2%, no mostró diferencias 

estadísticamente significativas en la frecuencia de ningún tipo de mancha de estos 

testigos (Cuadro XI y Figura 17; para visualizar resultados estadísticos detallados 

vea también el Anexo 1-1), aunque hubo diferencias en la distribución de las 

frecuencias acumuladas de clones mwh (Figura 18; ver resultados estadísticos en 

el Anexo 2-1), lo que indica que el EtOH al 2% no fue genotóxico para D. 

melanogaster, aunque podría tener efectos de citotoxicidad.  
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Tratamiento N°  
Ind 

Diagnostico estadístico de manchas por individuo* 
Manchas pequeñas 

(1-2 células) 
m=2 

Manchas grandes 
(> 2 células) 

m=5 

Manchas gemelas 
 

m=5 

Manchas totales 
 

m=2 

Clon  
mwh 
 

 
A (agua vs testigos) 

 
Agua 60 0.65 (039)  0.17 (010)  0.05 (003)  0.87 (052)  52 
EtOH 2 % 60 0.87 (052) - 0.07 (004) - 0.02 (001) - 0.95 (057) - 55 
DMN 76 µM 59 2.12 (125) + 0.80 (047) + 0.42 (025) + 3.34 (197) + 184 

 
B (EtOH 2 % vs GHPM) 

 
EtOH 2 % 60 0.87 (052)  0.07 (004)  0.02 (001)  0.95 (057)  55 
GHPM 2 μM 60 0.80 (048) - 0.10 (006) - 0.03 (002) - 0.93 (056) - 55 
GHPM 4 μM 60 0.82 (049) - 0.12 (007) - 0.08 (005) - 1.02 (061) - 59 
GHPM 8 μM 60 0.73 (044) - 0.03 (002) - 0.00 (000) - 0.77 (046) - 46 
GHPM 16 μM 60 0.58 (035) - 0.20 (012) + 0.03 (002) - 0.82 (049) - 46 

 
C (EtOH 2 % vs GHPMF) 

 
EtOH 2 % 60 0.87 (052)  0.07 (004)  0.02 (001)  0.95 (057)  55 
GHPMF 2 μM 60 0.63 (038) - 0.10 (006) - 0.07 (004) - 0.80 (048) - 44 
GHPMF 4 μM 60 0.67 (040) - 0.07 (004) - 0.02 (001) - 0.75 (045) - 43 
GHPMF 8 μM 60 0.70 (042) - 0.07 (004) - 0.07 (004) - 0.83 (050) - 47 
GHPMF 16 μM 60 0.58 (035) - 0.08 (005) - 0.07 (004) - 0.73 (044) - 43 
 

*Diagnostico estadístico de acuerdo a Frei and Würgler (1988, 1995). Pruebas estadísticas Kastenbaum-Bowman y U de Mann-Whitney y 
Wilcoxon, ambas a p<0.05. m = factor de Multiplicación del riesgo mínimo para evaluar resultados negativos. Resultados: -, negativo; +, positivo. 

Cuadro XI. Resultados del SMART en ala de D. melanogaster para la progenie trans-heterocigota de la cruza estándar 
de los tratamientos crónicos con GHPM o GHPMF 2, 4, 8, 16 µM. Testigos negativos: EtOH 2 % y agua miliQ y testigo 
positivo: DMN 76 µM.  
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Figura 17. Frecuencias de los diferentes tipos de manchas/mosca para los testigos 

disolvente: agua y testigo negativo: EtOH 2%, CE. 

 

Como se esperaba para un testigo positivo, se encontraron diferencias 

significativas en la frecuencia de todos los tipos de mancha al comparar la DMN 

(76 μM) con el testigo agua (Cuadro XI, para visualizar resultados estadísticos 

detallados vea también el Anexo 1-2), así como diferencias en la distribución de 

las frecuencias acumuladas de clones mwh (resultados estadísticos en el Anexo 2-

2).  
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Figura 18. Distribución de tamaños de clones mwh por individuo de los testigos, CE.  

Los tamaños de clones representan el número de divisiones que ocurrieron 

en las células somáticas mutantes [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) 7(33-

64)] del disco imaginal del ala. 

Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05). 

 

 

5.2.1.2. Tratamientos con el tripanocida GHPM 
 
En el Cuadro XI y Figura 19 se muestran los resultados de la comparación entre el 

testigo EtOH 2% con el tripanocida GHPM a las concentraciones 2, 4, 8 y 16 μM. 

El estadístico del programa SMART mostró reducción significativa de la frecuencia 

de manchas pequeñas y aumento en manchas grandes a la concentración 16 μM 

con respecto al testigo EtOH 2%; sin embargo, la prueba U sólo mostró diferencias 

significativas en la comparación de manchas grandes (los resultados estadísticos 

detallados se muestran en el Anexo 1-6). Por otro lado, el GHPM a las 

concentraciones 8 y 16 μM alteró la distribución de las frecuencias acumuladas de 

clones mwh (Figura 20; para visualizar resultados estadísticos detallados vea 

también los Anexos 2-5 y 2-6) con respecto al testigo negativo. Esto nos indica 
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que este compuesto es genotóxico para D. melanogaster y modifica la distribución 

de clones mwh aunque estos efectos no hayan sido dependientes de la 

concentración.  

 

 
Figura 19. Frecuencias de los diferentes tipos de manchas/mosca para testigo 

 negativo: EtOH 2% y tratamientos con GHPM 2, 4, 8 y 16 μM, CE. 

         Aumento y     reducción estadísticamente significativos según la prueba 

Kastenbaum-Bowman; y ns: sin significancia estadística con la prueba U de Mann-

Whitney (ambas a p<0.05). 
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 Figura 20. Distribución de tamaños de clones mwh por individuo de los tratamientos 

GHPM, CE. Los tamaños de clones representan el número de divisiones que 

ocurrieron en las células somáticas mutantes [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-

32) 7(33-64)] del disco imaginal del ala. 

Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05). 
 

5.2.1.3. Tratamientos con el tripanocida GHPMF 
 

En el Cuadro XI y Figura 21 se muestra la comparación entre el testigo EtOH 2% 

contra el tripanocida GHPMF a las concentraciones 2, 4, 8 y 16 μM. El programa 

SMART definió que existe reducción significativa de la frecuencia de manchas 

pequeñas a la concentración 16 μM, pero la prueba U no mostró significancia 

estadística (los resultados estadísticos detallados se muestran en los Anexos 1-7, 

1-8, 1-9, 1-10, respectivamente). Por otra parte, todas las concentraciones de 

GHPMF modificaron la distribución de las frecuencias acumuladas de clones mwh 

(Figura 22; para visualizar resultados estadísticos detallados vea también los 

Anexos 2-7, 2-8, 2-9, 2-10) con respecto al testigo negativo. Este resultado junto 
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con el de la prueba CL50 nos indican que aunque el tripanocida GHPMF no es 

genotóxico para D. melanogaster, presenta un leve efecto tóxico. 

 

 

 
Figura 21. Frecuencias de los diferentes tipos de manchas/ mosca para Testigo 

 negativo: EtOH 2% y tratamientos con GHPMF 2, 4, 8 y 16 μM, CE. 

   Reducción estadísticamente significativa según la prueba Kastenbaum-Bowman;  

y ns: sin significancia estadística con la prueba U de  

Mann-Whitney (ambas a p = 0.05).  
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 Figura 22. Distribución de tamaños de clones mwh por individuo de los tratamientos 

GHPMF, CE. Los tamaños de clones representan el número de divisiones que 

ocurrieron en las células somáticas mutantes [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-

32) 7(33-64)] del disco imaginal del ala. 

Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05). 

 

 

5.2.2. Cruza Bioactivación Elevada (CBE) 
 

En el Cuadro XII se muestran los resultados obtenidos con el programa SMART 

para PC (basado en la prueba Kastenbaum-Bowman), y la prueba U de Mann-

Whitney, ambas a p<0.05 (Frei y Würgler, 1988) comparando las frecuencias y el 

número de manchas por individuo de cada uno de los tratamientos contra los 

testigos correspondientes. El análisis de la distribución acumulada de clones mwh 

se realizó con las pruebas Kolmogorov-Smirnov (K-S) y Wald-Wolfowitz (W-W), 

ambas a p<0.05, donde se compararon las distribuciones de las frecuencias 
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acumuladas de clones mwh de cada tratamiento contra los testigos 

correspondientes. 

 

 

5.2.2.1. Testigos. 
 

En el Cuadro XII y Figura 23 se muestra la comparación entre el testigo agua y el  

EtOH 2%. Los resultados indican que no existen diferencias estadísticamente 

significativas en la frecuencia de ningún tipo de mancha (los resultados 

estadísticos detallados se muestran en el Anexo 1-11), tampoco existen 

diferencias en la comparación de la distribución de clones mwh (Figura 24 y Anexo 

2-11). La falta de genotoxicidad concuerda con lo reportado para la CE, mientras 

que es diferente con respecto a la distribución de las frecuencias acumuladas de 

los clones mwh.  

 

Se encontraron diferencias en la distribución de las frecuencias acumuladas de 

clones entre los tratamientos agua y los tratamientos EtOH 2% de ambas cruzas.  
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Tratamiento N°  
Ind 

Diagnostico estadístico de manchas por individuo* 
Manchas pequeñas 

(1-2 células) 
m=2 

Manchas grandes 
(> 2 células) 

m=5 

Manchas gemelas 
 

m=5 

Manchas totales 
 

m=2 

Clon  
mwh 

 
 

A (agua vs testigos) 
 

Agua 60 0.62 (037)  0.07 (004)  0.05 (003)  0.73 (044)  41 
EtOH 2 % 58 0.66 (038) - 0.07 (004) - 0.00 (000) - 0.72 (042) - 40 
DMN 76 µM 60 5.75 (345) + 3.35 (201) + 1.10 (066) + 10.20 (612) + 522 

 
B (EtOH 2 % vs GHPM) 

 
EtOH 2 % 58 0.66 (038)  0.07 (004)  0.00 (000)  0.72 (042)  40 
GHPM 2 μM 60 0.65 (039) - 0.07 (004) - 0.03 (002) - 0.75 (045) - 45 
GHPM 4 μM 57 0.67 (038) - 0.14 (008) - 0.05 (003) - 0.86 (049) - 49 
GHPM 8 μM 60 0.92 (055) - 0.08 (005) - 0.02 (001) - 1.02 (061) - 60 
GHPM 16 μM 60 0.63 (038) - 0.05 (003) - 0.05 (003) - 0.73 (044) - 42 

 
C (EtOH 2 % vs GHPMF) 

 
EtOH 2 % 58 0.66 (038)  0.07 (004)  0.00 (000)  0.72 (042)  40 
GHPMF 2 μM 60 0.75 (045) - 0.17 (010) - 0.07 (004) - 0.98 (059) - 59 
GHPMF 4 μM 59 0.75 (044) - 0.14 (008) - 0.03 (002) - 0.92 (054) - 54 
GHPMF 8 μM 57 0.53 (030) - 0.07 (004) - 0.02 (004) - 0.61 (035) - 35 
GHPMF 16 μM 57 0.60 (034) - 0.09 (005) - 0.05 (003) - 0.74 (042) - 40 
 

Cuadro XII. Resultados del SMART en ala de D. melanogaster para la progenie trans-heterocigota de la cruza 
bioactivación elevada de los tratamientos crónicos con GHPM o GHPMF 2, 4, 8, 16 µM. Testigos negativos: EtOH 2 % y 
agua miliQ y testigo positivo: DMN 76 µM.  

*Diagnostico estadístico de acuerdo a Frei and Würgler (1988, 1995). Pruebas estadísticas Kastenbaum-Bowman y U de Mann-Whitney y 
Wilcoxon, ambas a p<0.05. m = factor de Multiplicación del riesgo mínimo para evaluar resultados negativos. Resultados: -, negativo; +, positivo. 
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Figura 23. Frecuencias de los diferentes tipos de manchas/mosca para los testigos 

disolventes: agua y EtOH 2%, CBE. 

 

La comparación del testigo DMN a la concentración 76 μM con el testigo agua 

(Cuadro XII) mostró diferencias significativas en la frecuencia de todos los tipos de 

mancha (los resultados estadísticos detallados se muestran en el Anexo 1-12) y 

modificación de la distribución de las frecuencias acumuladas de clones mwh (ver 

resultados estadísticos en el Anexo 2-12). Estos datos concuerdan con lo 

encontrado en la CE.  

 

Finalmente, hubo diferencias significativas en la frecuencia de manchas entre 

ambas cruzas, lo que confirma la bioactivación del DMN por la participación de los 

Cyp450s en su metabolismo.  
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Figura 24. Distribución de tamaños de clones mwh por individuo de los testigos, CBE. 

Los tamaños de clones representan el número de divisiones que ocurrieron 

en las células somáticas mutantes [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) 7(33-

64)] del disco imaginal del ala.       

 
5.2.2.2. Tratamientos con el tripanocida GHPM 
 
En el Cuadro XII y Figura 25 se muestran los resultados de la comparación entre 

el testigo EtOH 2% con el tripanocida GHPM a las concentraciones 2, 4, 8 y 16 μM 

para la CBE. El estadístico SMART y la prueba U mostraron que no existen 

diferencias en la frecuencia de manchas entre los tratamientos con respecto al 

testigo EtOH 2%  (para visualizar resultados estadísticos detallados vea también 

los Anexos 1-13, 1-14, 1-15 y 1-16). Mientras que la distribución de las frecuencias 

acumuladas de clones mwh se alteró sólo a la concentración 8 µM (Figura 26 y 

Anexo 2-15). Por otro lado, el análisis de la distribución de clones mwh entre las 

cruzas mostró diferencias entre todos los tratamientos con GHPM.  
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Figura 25. Frecuencias de los diferentes tipos de manchas/mosca para testigo 

 negativo: EtOH 2% y tratamientos con GHPM 2, 4, 8 y 16 μM, CBE. 
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Figura 26. Distribución de tamaños de clones mwh por individuo de los tratamientos 

GHPM, CBE. Los tamaños de clones representan el número de divisiones que ocurrieron 

en las células somáticas mutantes [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) 7(33-64)] 

del disco imaginal del ala. 

Diferencia estadísticamente significativa (p < 0.05). 

 
5.2.2.3. Tratamientos con el tripanocida GHPMF. 
 
En el Cuadro XII y Figura 27 se muestra la comparación entre el testigo EtOH 2% 

con el tripanocida GHPMF a las concentraciones 2, 4, 8 y 16 μM. El programa 

SMART y la prueba U demostraron que no existen diferencias en la frecuencia de 

manchas para ningún tratamiento (los resultados estadísticos detallados se 

muestran en el Anexo 1-17, 1-18, 1-19 y 1-20). Mientras que la distribución de las 

frecuencias acumuladas de clones mwh fue alterada a las concentraciones 2, 4 y 8 

μM (Figura 28 y Anexos 2-17, 2-18, 2-19 y 2-20). Finalmente sólo se encontraron 

diferencias en la distribución de clones mwh entre ambas cruzas para las 

concentraciones 2 y 8 µM. 
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Figura 27. Frecuencias de los diferentes tipos de manchas/ mosca para testigo 

 negativo: EtOH 2% y tratamientos con GHPMF 2, 4, 8 y 16 μM, CBE. 
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Figura 28. Distribución de tamaños de clones mwh por individuo de los tratamientos 

GHPMF, CBE. Los tamaños de clones representan el número de divisiones que 

ocurrieron en las células somáticas mutantes [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-

32) 7(33-64)] del disco imaginal del ala. 

Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05). 

 
 
 
5.3. Análisis por HPLC de remanencias de los tripanocidas 
 

Se llevó a cabo un análisis por cromatografía liquida de alta presión (HPLC) con 

moscas adultas procedentes de larvas tratadas con EtOH 2%, GHPM o GHPMF a 

las concentraciones 2, 4, 8 y 16 µM de las cepas flare y Oregon-flare, para 

conocer: (i) si los compuestos primarios eran almacenados o absorbidos en las 

larvas, (ii) si los compuestos generaban metabolitos, (iii) si los resultados de las 

anteriores determinaciones eran diferentes en ambas cepas. 
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5.3.1. GHPM. 
 

En las Figuras 29 y 30 se muestra la comparación de GHPM 40 µM (patrón) contra 

los tratamientos GHPM a las concentraciones 2, 4, 8 y 16 µM para las cepas flare 

y Oregon-flare, respectivamente.  
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Figura 29. Cromatograma del análisis con HPLC de moscas flare tratadas con GHPM. El 

patrón GHPM 40 µM (línea azul) muestra un pico con un tiempo de retención de 12 min. 

En la línea roja se muestra la corrida de EtOH 2 %, línea verde GHPM 2, línea rosa 

GHPM 4, línea café GHPM 8 y línea morada GHPM 16 µM; sin embargo, en estas sólo se 

observan los picos correspondientes al solvente de corrida. En el cuadro superior derecho 

se muestra un acercamiento del pico del patrón. 
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Figura 30. Cromatograma del análisis con HPLC de moscas Oregon-flare tratadas con 

GHPM. El patrón GHPM 40 µM (línea azul) muestra un pico con un tiempo de retención 

de 12 min. En la línea roja se muestra la corrida de EtOH 2 %, línea verde GHPM 2, línea 

rosa GHPM 4, línea café GHPM 8 y línea morada GHPM 16 µM; sin embargo, en estas 

sólo se observan los picos correspondientes al solvente de corrida. En el cuadro superior 

derecho se muestra un acercamiento del pico del patrón. 

 

5.3.2. GHPMF 
 

En las Figuras 31 y 32 se muestra la comparación entre el GHPMF 28 µM (patrón) 

contra los tratamientos GHPMF 2, 4, 8 y 16 µM para las cepas flare y Oregon-

flare, respectivamente.  
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Figura 31. Cromatograma del análisis con HPLC de moscas flare tratadas con GHPMF. El 

patrón GHPMF 28 µM (línea azul) muestra dos picos con tiempo de retención de 10.5 y 15 

min, respectivamente. En la línea roja se muestra la corrida de EtOH 2 %, línea verde 

GHPM 2, línea rosa GHPM 4, línea café GHPM 8 y línea morada GHPM 16 µM; sin 

embargo, en estas sólo se observan los picos correspondientes al solvente de corrida. En 

el cuadro superior derecho se muestra un acercamiento de los picos del patrón. 
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Figura 32. Cromatograma del análisis con HPLC de moscas Oregon-flare tratadas con 

GHPMF. El patrón GHPMF 28 µM (línea azul) muestra dos picos con tiempo de retención 

de 10.5 y 15 min, respectivamente. En la línea roja se muestra la corrida de EtOH 2 %, 

línea verde GHPM 2, línea rosa GHPM 4, línea café GHPM 8 y línea morada GHPM 16 

µM; sin embargo, en estas sólo se observan los picos correspondientes al solvente de 

corrida. En el cuadro superior derecho se muestra un acercamiento de los picos del 

patrón. 

 
El análisis de los espectros UV-VIS y las comparaciones de los tiempos de 

retención de los patrones y los tratamientos mostraron que no existen trazas de 

estos compuestos en los homogenizados de moscas procedentes de larvas 

tratadas, por lo que se puede decir que los compuestos fueron adsorbidos y 

metabolizados completamente. 
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6. DISCUSIÓN 
 

Recientemente el estudio de medicamentos para combatir la Enfermedad de 

Chagas ha tomado mucha importancia debido al creciente número de casos 

reportados no sólo en zonas endémicas, sino en diversas partes del mundo. La 

principal problemática de los compuestos tripanocidas es que presentan  efectos 

adversos en el hospedero, tales como toxicidad (Roca et al., 2015; Malik et al., 

2015; Lescure et al., 2010). Por esto, resulta indispensable la valoración de los 

efectos tóxicos sistémicos y en particular los genotóxicos que los tripanocidas 

puedan tener sobre diferentes modelos biológicos, como parte de su desarrollo 

hacia nuevos farmacos. En este trabajo se evaluaron los efectos tóxicos y 

genotóxicos de dos tripanocidas derivados de quinazolina en D. melanogaster.  

 
 

6.1. GHPM  
 

6.1.1. Efecto subtóxico del GHPM  

 

El compuesto GHPM fue sintetizado por primera vez en 1972 por Davoll y 

colaboradores, encontrando un excelente efecto tripanocida; y aunque las pruebas 

en ratones no mostraron toxicidad del compuesto a dosis orales de 25, 50, 100, 

200 y 400 mg/Kg e inyectadas de 100, 200, 400 y 800 mg/Kg, todas las dosis 

ocasionaron pérdida de peso. En un tratamiento subagudo de 50, 100, 200 y 400 

mg/Kg en un perro observaron que éstas ocasionaban un cuadro clínico de 

diarrea, vómito, anorexia y pérdida de peso a dosis >100 mg/Kg. Davoll y 

colaboradores aparentemente abandonaron los estudios de este compuesto por 

los efectos tóxicos que presentaba (Rojas-Aguirre, 2012). En el 2013, Hernández-

Luis y su grupo, sintetizaron nuevamente el compuesto y encontraron efecto tóxico 

del GHPM en ratones a una sola dosis oral de 99 mg/Kg (~334.6 µM) 

(comunicación personal); pese a estos antecedentes los efectos tóxicos de este 

compuesto no han sido determinados completamente, ya que Mendoza-Martínez y 
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colaboradores, (2015), determinaron la CL50 de GHPM a la concentración de 32 

µM para T. cruzi, pero a su vez también comprobaron que ésta no fue tóxica en 

células de mamífero VERO, ni en modelos murinos de malaria cerebral 

ocasionada por Plasmodium bergei, a dosis de 50 mg/Kg (~169 µM).  

 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el GHPM fue 

subtóxico a todas las concentraciones probadas y en ambas cepas de D. 

melanogaster. Esto concuerda con algunos trabajos previos que demostraron este 

mismo efecto en varios derivados de la estructura base quinazolina, razón por la 

cual estos compuestos también han sido utilizados en terapias antineoplásicas. 

Por ejemplo, el Mtx resultó clastogénico y citotóxico en células de médula ósea de 

ratón (Sekeroğlu y Sekeroğlu, 2012) y genotóxico en el SMART en ala de D. 

melanogaster (Graf et al., 1984), las quinazolinas derivadas de la mostaza de 

nitrógeno fueron citotóxicas en las líneas celulares cancerosas (HepG2, SH-SY5Y, 

DU145, MCF-7 y A549) y en una línea célular de epitelio gástrico (GES-1) (Li et 

al., 2013), el derivado 2-isopropil-3-butil-8-(4-fluorofenilamino)-3H-imidazol[4,5-

g]quinazolina fue citotóxico en la línea de cáncer de pulmón A549 (Chen et al., 

2011); y 4-anilinoquinazolinas mostraron efectos citotóxicos en las líneas L1210, 

HeLa y HT-29, entre otras (Jantová et al., 2016).  

 

En este trabajo se encontraron diferencias significativas en la toxicidad de GHPM 

a las concentraciones 1.9, 7.9 y 254 µM entre las cepas flare y Oregon-flare (que 

difieren en su expresión de Cyp450), lo cual podría indicar la participación de 

estos en su metabolismo, ya que estudios previos de la estructura de la molécula 

indicaron que la molécula podía ser metabolizada por estas enzimas (Hernández-

Luis comunicación personal, 2013). 
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6.1.2. Efecto genotóxico de GHPM 
 

6.1.2.1. Testigos 
 

6.1.2.1.1. Etanol sólo alteró la distribución de clones mwh en la CE 
 

El EtOH 2 % no fue genotóxico para ninguna cruza en D. melanogaster; este 

resultado se esperaba debido a que trabajos previos en el Laboratorio de Genética 

Toxicológica, tales como los de Olvera (2014) y Silva (2013) (datos no publicados) 

mostraron tal condición a las concentraciones 2.5 y 1 % de EtOH, 

respectivamente. A pesar de que el EtOH ha sido clasificado en el Grupo 1 

(cancerígeno humano) por la IARC desde 1988, los mecanismos de toxicidad, 

carcinogenicidad, teratogenicidad y genotoxicidad aún están en discusión, en 

parte debido a que estos efectos principalmente se han podido demostrar en 

modelos in vitro, por ejemplo, Kayani y Parry (2010) quienes encontraron efectos 

genotóxicos del EtOH a las concentraciones 0.4, 0.8, 1 y 2 % en el ensayo de 

micronúcleos con la línea celular de linfoblastos humanos MCL-5; y Hates (1985) 

quien demostró este efecto a concentraciones mayores a 18 – 19 % en el ensayo 

RK mutatest con células RK+. Ahora bien, SMART en ala es una prueba in vivo, 

por lo que se debe considerar la participación del metabolismo y los sistemas de 

reparación, los cuales intervienen y deben provocar resultados diferentes a los de 

los ensayos in vitro. Proponemos que por esta razón sólo se haya encontrado una 

alteración de la distribución de las frecuencias acumuladas de clones mwh en la 

CE.  

 

6.1.2.1.2. Efecto genotóxico de la DMN  

 

La DMN a la concentración 76 μM fue genotóxica y alteró la distribución de las 

frecuencias acumuladas de clones mwh para ambas cruzas. Este efecto era el 

esperado ya que previamente se ha demostrado que la DMN es un compuesto 

genotóxico, formando alquilaciones 7-metilguanina en el DNA (Engelse y 
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Emmelot, 1972). Este efecto ha sido reportado en varias pruebas experimentales, 

tales como el SMART en ala de D. melanogaster a la concentración de 76 μM 

(Castañeda et al., 2011; Rodríguez-Arnaíz et al., 1996; Graf et al., 1984); y en 

cultivos primarios de hígado de rata a la concentración de 70 μM (Mendoza-

Figueroa, 1984). 

 

Por otra parte, al ser un xenobiótico indirecto requiere ser metabolizado por los 

Cyp450 para generar daño; lo cual se confirmó en este trabajo, ya que las 

diferencias en la expresión de Cyp450 entre las cruzas CE y CBE generó 

diferencias en la frecuencia de manchas entre estas, como también lo reportaron 

Castañeda-Partida y colaboradores (2011) en ambas cruzas de la prueba SMART 

en ala de D. melanogaster; previamente Hällström y colaboradores (1982) habían 

determinado la participación de los Cyp450 en el metabolismo de la DMN en D. 

melanogaster, al encontrar diferencias en la genotoxicidad de esta nitrosamina con 

o sin pre-tratamiento con fenobarbital (inductor de Cyp450). Por su parte, 

Mendoza-Figueroa y colaboradores (1983) encontraron diferencias en la 

genotoxicidad de la DMN en cultivos primarios de hígado de rata tratados o sin 

tratar con fenobarbital. 

 

 
6.1.2.2. El GHPM fue genotóxico y alteró la distribución de clones mwh 
 

En este trabajo se encontró que el GHPM incrementó la frecuencia de manchas 

grandes a la concentración de 16 µM en la CE, alteró la distribución de las 

frecuencias acumuladas de clones mwh a las concentraciones 8 y 16 µM en la CE 

y 8 µM en la CBE y que esta alteración fue diferente entre las cruzas.  

 

Estos resultados indican que el GHPM tiene efecto genotóxico, y que éste es 

ocasionado tempranamente en la división de las células de los discos imaginales, 

porque las frecuencias mayores son de manchas grandes; por otra parte, el que 

se haya encontrado alteración diferencial de la distribución acumulada de clones 
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mwh en ambas cruzas y que el incremento de manchas grandes sólo se dé en la 

CE, podría indicar la participación de los Cyp450 en su metabolismo xenobiótico. 

Esto está de acuerdo con los estudios previos de la estructura de la molécula, los 

que indicaron que el grupo metoxilo de la molécula GHPM podía ser metabolizado 

por los Cyp450 y generar metabolitos, tales como formaldehído que podría 

ocasionar alteraciones en el DNA (Hernández-Luis, comunicación personal, 2016).  

 

Mientras que la alteración de la distribución de las frecuencias acumuladas está de 

acuerdo con las propiedades citotóxicas y antiproliferativas que se han reportado 

en algunos derivados quinazolina, por ejemplo, daños por alquilaciones 

ocasionados por quinazolinas derivadas de nitrogeno mostaza reflejados en la 

inhibición de la fase S o en el punto de verificación G2/M del ciclo celular e 

inducción de apoptosis en varias líneas cancerígenas y una humana (Li et al., 

2013). También se ha demostrado la citotoxicidad de cinco derivados 4-

anilinoquinazolinas, debido a estrés oxidante, en líneas celulares e inducción de 

apoptosis en células de leucemia a través de la vía mitocondrial dependiente de 

las caspasas 3 y 9 (Jantová et al., 2016). Chen y colaboradores (2011), 

encontraron que el derivado 2-isopropil-3-butil-8-(4-fluorofenilamino)-3H-

imidazol[4,5-g]quinazolina inhibió el crecimiento de la línea celular A549 (cancer 

de pulmón), mediante la inhibición de la progresión del ciclo celular e inducción de 

apoptosis vía mitocondrial.  

  

El que el GHPM sólo haya sido genotóxico a la concentración 16 µM podría indicar 

el variado comportamiento de este compuesto, ya que en la prueba de toxicidad 

no se encontró una relación concentración-respuesta, y sí una gran dispersión. De 

esta manera podría ser que el efecto genotoxico, sea colateral de su efecto tóxico, 

y que éste tampoco sea dependiente de la concentración. 
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6.1.3. Sin trazas de metabolitos de GHPM en la HPLC 
 

El análisis HPLC mostró que el GHPM fue transportado y metabolizado; y aunque 

en este análisis no se encontraron diferencias entre las cepas, las diferencias en la 

toxicidad y genotoxicidad del compuesto puede indicar la participación de los 

Cyp450 en su metabolismo. 

 

 

6.2. GHPMF 
 

6.2.1. Efecto subtóxico del GHPMF  

 

El GHPMF es un tripanocida derivado del GHPM en el que se realizó la sustitución 

del grupo metoxilo por un trifluorometoxilo en la posición 5 del grupo bencilo del 

núcleo de quinazolina, esperando que esto pudiera prevenir la toxicidad 

ocasionada por el GHPM (Hernández-Luis, comunicación personal, 2013). Sin 

embargo, nuestros resultados indicaron que aunque disminuyeron los efectos 

tóxicos en la mayoría de la concentraciones, éstos se mantuvieron en las más 

bajas 1.9, 3.9 y 7.9 µM, lo cual sugiere un efecto de hormesis. En las pruebas 

preliminares no se encontró efecto tóxico del tripanocida trifluorado en ratones a 

una sola dosis oral de 99 mg/Kg (Hernández-Luis, comunicación personal, 2013); 

tampoco Mendoza-Martínez y colaboradores (2015), encontraron efectos tóxicos 

en células de mamífero VERO y en modelos murinos de malaria cerebral 

ocasionada por P. bergei, pero sí encontraron un excelente efecto tripanocida con 

una CL50 de 20 µM y un potente efecto antioxidante.  

 

Cabe señalar que se encontraron diferencias significativas en la toxicidad a las 

concentraciones 1.9, 3.9 y 7.9 µM entre las cepas flare y Oregon-flare, la cual no 

se esperaba debido a la sustitución del grupo metoxilo, este último candidato a ser 

metabolizado por Cyp450 y convertirse en un compuesto dañino para la célula. 
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Los resultados indican que a pesar de la incorporación del trifluoro al grupo 

metoxilo, el efecto tóxico persiste.  

 

Los efectos tóxicos de ambos tripanocidas (GHPM y GHPMF) indican que las 

modificaciones realizadas a la molécula quinazolina aún no son suficientes para 

evitar este efecto, recordemos que varios trabajos de compuestos con esta 

estructura base han mostrado efectos citotóxicos Li et al. (2013), Jantová et al. 

(2016), y Chen et al. (2011). Sin olvidar que otros compuestos diferentes en su 

estructura base, pero que comparten la actividad tripanocida han sido reconocidos 

como tóxicos en diversos modelos de prueba, por ejemplo algunos derivados de la 

tiosemicarbazona (Cardoso et al., 2014) y de bencilaminas y ferrocen diaminas 

(Velásquez et al., 2014) resultaron ser tóxicos en células HepG2; los imidazoles 

(Faral-Tello et al., 2014), derivados de bencimidazol (Díaz-Chiguer et al., 2012) y 

glicosil disulfuro aromático oligovalentes y diglicosil disulfuros (Gutiérrez et al., 

2013) en células VERO; el dialquilimidazol resultó citotóxico en líneas celulares 

linfocíticas de mamífero CRL-8155 (Suryadevara et al., 2013); y la combinación de 

los tripanocidas comerciales (benznidazol, nifurtimox, posaconazol y/o AmBisome) 

en ratones hembras BALB/cJ (Cencig et al., 2012), por mencionar algunos. 

 

6.2.2. Ausencia de genotoxicidad del GHPMF  

 

El GHPMF no fue genotóxico para D. melanogaster en ninguna de las 

concentraciones probadas. Esto puede explicarse debido a que el GHPMF 

contiene la sustitución del grupo 4 metoxilo por el grupo 4-trifluorometoxilo, 

además de remover la densidad de los electrones oxígeno, lo que reduce la 

habilidad para unir su hidrógeno con las regiones II y III de la enzima DHFR, pero 

a su vez incrementa la selectividad por las proteínas del parásito por la preferencia 

de interacción con la región I (Mendoza-Martínez et al., 2015). Lo anterior tiene 

sentido, si recordamos que la DHFR de Drosophila comparte muchas propiedades 

con la del humano, por ejemplo 17 de sus residuos involucrados en la unión con el 

sustrato, inhibidor y cofactor son idénticos en ambos organismos y difieren de la 

79 



 
 

de T. cruzi (Affleck et al., 2006). Además la DHFR en mamíferos es una proteína 

monofuncional, mientras que en T. cruzi y otros protozoarios parásitos lleva una 

forma bifuncional, dado que el dominio DHFR está unido al dominio timidilato 

sintasa (TS) (Schormann et al., 2010).  

 

Por otra parte, la ausencia de genotoxicidad del GHPMF concuerda con otros 

trabajos donde se ha demostrado la falta de genotoxicidad de compuestos 

derivados de quinazolinas, tales como los de Doppalapudi y colaboradores (2012) 

quienes no encontraron efectos genotóxicos para el compuesto N-{2-[2-(4-metoxi-

fenil)-vinil]-quinazolina-4-il}-N,N-dimetil-propano-1,3-diamina HCl (CP-31398) a las 

concentraciones de 39.1–2,500 μg/placa en la prueba de Ames, de 1.95–5,000 

μg/mL en aberraciones cromosómicas en células CHO y 50–2,000 mg/Kg en el 

bioensayo de micronúcleos en médula de ratón.  

 

Finalmente, se encontró alteración de la distribución de las frecuencias 

acumuladas de clones mwh a las concentraciones 2, 4, 8 y 16 μM en la CE, y 2, 4 

y 8 μM en la CBE, lo que está de acuerdo con nuestros datos previos de toxicidad, 

ya que estas concentraciones fueron subtóxicas en la prueba CL50 y esto está de 

acuerdo también con lo reportado en estudios de citotoxicidad previos de la 

molécula quinazolina, utilizada en la terapia antineoplástica. También al 

encontrarse diferencias entre ambas cruzas en la distribución de clones mwh a las 

concentraciones 2 y 8 μM hay indicios de la participación de los Cyp450 en el 

metabolismo del compuesto.  

 
6.2.3. Sin trazas de metabolitos de GHPMF en la HPLC 
 

El análisis HPLC mostró que el GHPMF fue transportado y metabolizado 

totalmente; y aunque en este análisis tampoco se encontraron diferencias entre las 

cepas, de igual manera que en el caso del GHPM, las diferencias en la toxicidad y 

la distribución de las frecuencias acumuladas de clones mwh, en cepas y cruzas 
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que difieren en la expresión de los Cyp450, puede indicar la participación de estos 

en su metabolismo. 
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7. CONCLUSIONES 
 

Los resultados de este trabajo mostraron que el tripanocida GHPM tuvo efectos 

subtóxicos, tal como se había sugerido previamente en otros modelos in vivo 

(Davoll et al., 1972; Hernández-Luis, 2013) y también presentó efectos 

genotóxicos. Se propone que esto se deba a que el grupo metoxilo, presente en la 

estructura de la molécula, se pudo metabolizar a formaldehido por acción de los 

Cyp450s y generar daños en el material genético y celular; esta propuesta se 

sustenta en la falta de trazas de GHPM en el HPLC, el daño genotóxico mostrado 

únicamente en la CE y en las diferencias que hubo, entre las CE y CBE, en la 

alteración de la distribución de los clones mwh. Por otra parte, el GHPMF presentó 

efecto subtóxico a concentraciones bajas, y un efecto de hormesis, relativamente 

común en algunos medicamentos. La ausencia de genotoxicidad con este 

compuesto sugiere que la sustitución del grupo metoxilo por el trifluorometoxilo, 

pudo haber evitado la formación de formaldehido, lo que explicaría la diferencia 

con el GHPM. Cabe señalar que de este compuesto tampoco se encontraron 

trazas en el análisis con HPLC y entre las cruzas hubo diferencias en la 

distribución de clones mwh, lo que indica que también fue metabolizado. Se 

concluye que la diferencia en la estructura química de los compuestos GHPM y 

GHPMF hizo que, aunque ambos fueran subtóxicos, solo el GHPM fuera 

genotóxico. Las evidencias indican la participación de los Cyp450s en el 

metabolismo de los dos tripanocidas. Se sugiere realizar estudios con otros 

modelos experimentales y la utilización de análisis molecular y bioquímico para 

confirmar lo anterior.   
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9. ANEXOS  
 
9.1. Anexo 1, resultados de la prueba de U de Mann-Whitney,  Cruza E 

En la Prueba no paramétrica U de Mann-Whitney sólo se comparan los datos 

contra la hipótesis nula. Se realiza mediante el programa estadístico STAT 

Graphics versión 6.0 este programa nos da como resultado las tablas que se 

muestran abajo, de ellas se obtienen las Z ajustadas y dependiendo de: 

 

 

 si el valor de Z ajustada es negativo entonces: 
 

 si ≥ 0.05 entonces no es significativo. 

p/2 

 si < 0.05 entonces es significativo. 

 

 

 si el valor de Z ajustada es positivo entonces: 
 

 si ≥ 0.05 entonces no es significativo. 

1- p/2 

 si < 0.05 entonces si es significativo. 
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Testigos, Cruza E. 

1. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo Agua 

miliQ vs EtOH 2 %. 

 

2. Diferencias significativas en todos los tipos de mancha entre el testigo agua vs 

DMN 76 µM. 

 

GHPM, Cruza E. 

3. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPM 2 µM. 

 

4. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPM 4 µM.  
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5. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPM 8 µM. 

 

 

6. Diferencias significativas sólo en mancha grandes entre el testigo EtOH 2 % vs 

GHPM 16 µM. 
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GHPMF, Cruza E. 

7. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 2 µM. 

 

 

8. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 4 µM. 

 

 

9. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 8 µM. 
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10. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 16 µM. 
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9.2. Anexo 1, Resultados de la prueba de U de Mann-Whitney,  Cruza BE 

Testigos. 

11. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo Agua 

miliQ vs EtOH 2 %. 

 

12. Diferencias significativas en todos los tipos de mancha entre el testigo agua vs 

DMN 76 µM. 

 

GHPM, Cruza BE. 

13. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPM 2 µM. 
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14. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPM 4 µM. 

 

 

15. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPM 8 µM. 

 

 

16. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPM 16 µM. 
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GHPMF, Cruza BE. 

17. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 2 µM. 

 

 

18. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 4 µM. 

 

 

19. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 8 µM. 
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20. Sin diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 16 µM. 
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9.3. Anexo 2, Resultados de las Pruebas de Kolmogorov-Smirnov (K-S) y Wald-

Wolfowitz (W-W), CE. 

 

Testigos. 

1. K-S: Diferencias significativas entre el testigo Agua miliQ vs EtOH 2 %  

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo Agua miliQ vs EtOH 2 % 

 

 

2. K-S: Diferencias significativas entre el testigo agua vs DMN 76 µM. 

 

 

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo agua vs DMN 76 µM.  
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GHPM, Cruza E. 

3. K-S: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 2 µM. 

 

 

W-W: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 2 µM. 

 

 

 

 

4. K-S: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 4 µM.  
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W-W: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 4 µM. 

 

 

5. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 8 µM. 

 

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 8 µM. 

 

6. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 16 µM.  
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W-W: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 16 µM. 

 

 

GHPMF, Cruza E. 

7. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 2 µM. 

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 2 µM. 

 

8. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 4 µM.  

107 



 
 

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 4 µM. 

 

9. K-S: Diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 8 µM. 

 

W-W: Diferencias significativas en ningún tipo de mancha entre el testigo EtOH 2 

% vs GHPMF 8 µM. 

 

10. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 16 µM.  
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W-W: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 16 µM. 
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9.4. Anexo 2, Resultados de las Pruebas de Kolmogorov-Smirnov (K-S) y Wald-

Wolfowitz (W-W), Cruza BE. 

 

Testigos. 

11. K-S: Sin diferencias significativas entre el testigo Agua miliQ vs EtOH 2 %. 

 

W-W: Sin diferencias significativas entre el testigo Agua miliQ vs EtOH 2 %. 

 

12. K-S: Diferencias significativas entre el testigo agua vs DMN 76 µM. 

 

 

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo agua vs DMN 76 µM.  
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GHPM, Cruza BE. 

13. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 2 µM. 

 

W-W: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 2 µM. 

 

 

14. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 4 µM. 

 

W-W: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 4 µM.  
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15. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 8 µM. 

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 8 µM. 

 

 

16. K-S: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 16 µM. 

 

W-W: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPM 16 µM.  
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GHPMF, Cruza BE. 

17. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 2 µM. 

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 2 µM. 

 

18. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 4 µM. 

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 4 µM.  
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19. K-S: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 8 µM. 

 

W-W: Diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 8 µM. 

 

 

20. K-S: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 16 µM. 
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W-W: Sin diferencias significativas entre el testigo EtOH 2 % vs GHPMF 16 µM. 
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Anexo 9.5. Eventos genéticos que conducen a la pérdida de heterocigosis y la 

formación de manchas en la prueba SMART (Graf et al., 1984). 

 

1 CÉLULA        MITOSIS        2 CÉLULAS              CLONES RESULTANTES 

NORMAL 

MANCHA SENCILLA mwh 

MANCHA SENCILLA mwh 
MUTACIÓN PUNTUAL 

DELECIÓN 
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La prueba SMART se basa en la pérdida de heterocigosis de los marcadores 

genéticos mwh y flr3. Si no existe alteración genética ocasionada por compuestos 

genotóxicos la expresión fenotípica de los tricomas o cerdas en las alas se da en 

 

 
MANCHA SENCILLA 

mwh 

 
MANCHA SENCILLA 

mwh 

G2 

MANCHA GEMELA 

1 CÉLULA          MITOSIS        2 CÉLULAS              CLONES RESULTANTES 

MANCHA GEMELA 

MANCHA SENCILLA mwh 

MANCHA SENCILLA mwh 

RECOMBINACIÓN 

RECOMBINACIÓN 

NO DISYUNCIÓN 
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su condición silvestre; sin embargo, si los genotoxicos provocan eventos tales 

como deleción, mutación puntual, recombinación distal al centrómero o no 

disyunción, se genera la expresión fenotípica de alguno de los dos marcadores 

genéticos (mwh como cerdas múltiples en las alas, y flr3 como cerdas cortas, 

deformes o en forma de flama). Además también es posible reconocer la aparición 

de eventos de recombinación cercana al centrómero, por la expresión fenotípica 

de ambos marcadores en zonas aledañas.     
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10. GLOSARIO 
 

Alquilación: transferencia de un grupo alquilo de una molécula a otra. El alquilo 

suele transferirse a modo de carbatión alquilo, o también como un radical libre, 

carbanión, entre otros. La alquilación con un solo átomo de carbono se denomina 

metilación. 

 

Aneuploidía: pérdida o ganancia de cromosomas en uno o pocos pares 

cromosómicos, esta condición se asocia con alteraciones fenotípicas por ejemplo 

en humanos como deficiencia física, mental o ambas. La aneuploídia se puede 

observar frecuentemente en las células cancerosas.  

 

Antineoplástico: sustancias que impiden el desarrollo, crecimiento o proliferación 

de células tumorales malignas. Su uso es común en quimioterapia. 

 

Apoptosis: también llamada “muerte celular programada”, es el proceso ordenado 

por el que la célula muere ante estímulos extra o intracelulares. La apoptosis es 

fundamental en el desarrollo de órganos y sistemas, en el mantenimiento de la 

homeostasis del número de células y en la defensa frente a patógenos.  

La apoptosis se inicia con la disminución del volumen celular y pérdida de las 

características de adhesión, seguida de la degradación de proteínas y 

fragmentación del DNA, condensación cromatínica, aparición de burbujas en 

superficie, fragmentación del núcleo, formación de cuerpos apoptóticos y 

finalmente, fagocitosis de estos cuerpos apoptóticos por macrófagos. 

   

BALB/cJ: Subcepa de ratón albino usado en la investigación del cáncer, debido a 

que son susceptibles de desarrollar cáncer de pulmón, riñón y neoplasia reticular. 

 

Carcinogenicidad: capacidad de los agentes físicos, químicos o biológicos para 

producir tejido tumoral, o crecimiento por proliferación celular descontrolada y que 

continúa aún después de haber cesado el estímulo inicial que lo desencadenó.  
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Caspasas: familia de proteasas involucradas principalmente en la apoptosis y en 

la activación de citoquinas proinflamatorias. Son cisteín proteasas específicas de 

ácido aspártico que tienen una cisteína en su sitio activo y producen proteólisis en 

residuos de ácido aspártico de sus sustratos. Además de la activación de la 

apoptosis, las caspasas actúan sobre enzimas encargadas de la reparación del 

DNA y sobre proteínas estructurales como las de la lámina nuclear y la actina a las 

que degradan, y sobre endonucleasas a las que activan. 

 

Células Vero: linaje celular aislado a partir de células epiteliales del riñón 

obtenidas del mono verde africano (Chlorocebus sp). El linaje de las células Vero 

es continuo y aneuploidogénico, es decir, puede dividirse a través de ciclos 

continuos de replicación y presenta un número anormal de cromosomas.  

 
Citotóxico: sustancia, fármaco o cualquier otro agente que destruye o tiene 

efectos tóxicos sobre la célula. 

 

Citocromos P450 (Cyp450s): familia de hemoproteínas, responsables del 

metabolismo oxidante de sustancias endógenas y exógenas como los  

xenobióticos. Los Cyp450s están presentes en numerosas especies, desde 

bacterias hasta mamíferos, y se han identificado más de 2000 isoformas 

diferentes. Una de las características más importantes de estas enzimas es su 

baja especificidad, lo que les permite metabolizar muchos sustratos, a través de 

reacciones de oxidación, reducción e hidrólisis. Las reacciones catalizadas por los 

Cyp450s son reacciones de monooxidación dependientes de NADPH y para las 

que usan oxigeno molecular. Los Cyp450s adicionan grupos funcionales a sus 

sustratos haciéndolos más hidrosolubles para facilitar su eliminación, pero también 

en algunos casos este proceso activa ciertos xenobióticos (promutagenos). 

   

Clastogénico: adjetivo aplicado a cualquier sustancia o proceso que causa 

rupturas cromosómicas.  
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Concentración letal media (CL50): concentración de un compuesto a la que 

muere 50% de una población estudiada. 

 

Deleción cromosómica: pérdida de segmentos de un cromosoma o de una 

cantidad muy pequeña de material genético, puede ser un solo gen.  

 

Discos imaginales: sacos de células epiteliales encontrados en las larvas de los 

insectos holometábolos, representan los primordios de estructuras cuticulares del 

adulto que se formarán durante la transformación pupal y que formarán las alas, 

patas, antenas, ojos, torax, cabeza y genitales; están compuestos por grupos de 

células imaginales pero indiferenciadas. 

 

Distribución de frecuencias acumuladas: agrupación de datos en categorías 

mutuamente excluyentes que indican el número de observaciones en cada 

categoría. Esta agrupación se hace con base en la suma de las frecuencias 

absolutas de todos los valores inferiores o iguales al valor considerado. Entonces 

la frecuencia acumulada es la frecuencia estadística con que el valor de una 

variable aleatoria es menor que o igual a un valor de referencia.  

 

Ergosterol: esterol que es precursor biológico de la vitamina D2. También es 

componente de la membrana celular de los hongos y de algunos protozoos (tales 

como Trypanosoma), cumple la función que el colesterol realiza en la células 

animales. Razón por la cual son blanco para el estudio de drogas antifúngicas y 

tripanocidas.  

 

Estrés oxidante: ocurre cuando hay un desequilibrio en las células debido a un 

aumento en las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno o los radicales libres y/o 

una disminución en los antioxidantes. Con el tiempo este desajuste puede dañar 

los tejidos.  
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Genotóxico: adjetivo aplicado a cualquier sustancia capaz de causar daños al 

DNA.  

 

Heterocigosis: que tiene dos genes diferentes en el locus correspondiente de 

cromosomas homólogos. Un individuo heterocigoto para un rasgo particular ha 

heredado un gen para ese rasgo de un progenitor y el gen alternativo del otro 

progenitor. 

 

Homocigosis: que tiene los dos genes similares en el locus correspondiente de 

cromosomas homólogos. Un individuo homocigoto para un rasgo particular ha 

heredado un gen para ese rasgo de un progenitor y el mismo gen del otro 

progenitor. 

   

Hormesis: proceso por el cual la exposición a una dosis baja de un agente 

químico o bien un factor ambiental, que es dañino a dosis altas, induce un efecto 

benéfico en la célula u organismo.  

 

Inversión cromosómica: se origina cuando un segmento de un cromosoma 

cambia de orientación. Para ello deben producirse dos rupturas dentro del mismo 

cromosoma, posteriormente el segmento gira 180° y finalmente se vuelve a unir. 

  

Metoxilo: en química orgánica, es un grupo funcional o radical consistente en un 

grupo metilo unido a un oxígeno. 

 

MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio): Ensayo 

colorimétrico de proliferación celular basado en la transformación de tetrazolium a 

formazan. 

 

Mutación puntual: cualquier cambio en un nucleótido o la secuencia de bases 

nitrogenadas del DNA un ser vivo, la mutación se produce de manera espontánea 

o inducida y que puede o no ser heredada.  
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No-disyunción: fallo en la correcta separación de cromosomas homólogos 

durante la división celular, la consecuencia es que produce aneuploidías. 

 
Proteína citotóxica (Tc-TOX) de T. cruzi: Proteína segregada por la forma 

tripomastigote para perforar las células del hospedero. 

 

Quinazolina: es un compuesto formado por dos anillos aromáticos simples 

enlazados; un anillo de benceno y otro de pirimidina. En medicina empleado como 

agente anticáncer y antimalarial. 

 

Teratogenicidad: es una manifestación de toxicidad en la reproducción, caso 

particular de la embrio-fetotoxicidad, demostrada por la producción o incremento 

de la frecuencia de malformaciones estructurales, congénitas, no hereditarias, en 

la progenie, visualmente detectables al nacimiento.  

 

Timidilato-sintasa: es una enzima metiltransferasa homodimérica que cataliza la 

reacción de síntesis de timidilato (dTMP). Esta reacción es un paso fundamental 

en la formación de desoxitimidina 5’-trifosfato (dTTP); metabolito necesario para la 

correcta síntesis y reparación del DNA. 

 
Toxicidad: Capacidad de los agentes físicos, químicos o biológicos de causar 

daño en los organismos.  

 
Xenobiótico: se deriva del vocablo griego “xeno”: extraño y “bio”: vida, se refiere a 

compuestos cuya estructura química es extraña al organismo, pero que tiene la 

propiedad de ingresar a éste. Se trata de compuestos de naturaleza química muy 

variada, algunos de los cuales son sintéticos, pero otros tienen origen natural. Por 

ejemplo: micotoxinas, pesticidas, medicamentos, alimentos, entre otros.  
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