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RESUMEN

Trypanosoma cruzi causa la enfermedad de Chagas que puede ocasionar lesiones en
corazon, aparato digestivo y sistema nervioso. La OMS reporta que 7 a 8 millones de
personas en el mundo estan infectadas, principalmente en América Latina, donde ésta
es endémica. El tratamiento contra esta enfermedad radica en la utilizacion de
tripanocidas, muchos de los cuales han presentado efectos adversos a la salud. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar los posibles efectos genotoxicos del
tripanocida GHPMF, sintetizado en la Facultad de Quimica (UNAM), sobre D.
melanogaster. Se realiz6 la prueba CLso con el GHPMF [15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 y
508 UM/EtOH 2%] en las lineas flare y Oregon-flare de D. melanogaster, en tres
experimentos independientes con cinco réplicas por concentracion y 10 larvas de tercer
estadio (72 + 4 h) por réplica; los resultados se analizaron con la prueba Kolmogorov-
Smirnov. Se evaluo el efecto genotdxico del GHPMF con la cruza estandar de SMART
en ala de D. melanogaster, exponiendo larvas de tercer estadio a los tratamientos
cronicos: agua miliQ, EtOH (1.25, 2.5 y 5%), Uretano (20 mM), GHPMF (4, 8 y 16 uM
disueltas en EtOH 1.25, 2.5 y 5%, respectivamente). Las moscas adultas fueron
recuperadas en EtOH 70 %, se disectaron las alas de fenotipo silvestre y se revisaron,
sin prejuicio, a 40X. Los datos se analizaron con el programa estadistico SMART PC-
version 2.1. Los resultados indicaron que en la prueba CLsg no se encontrd efecto toxico
a ninguna de las concentraciones probadas de GHPMF. En SMART en ala se
encontraron diferencias significativas para manchas grandes en el tratamiento EtOH
1.25%, y manchas pequefas, grandes y totales en el tratamiento Uretano, ambos con
respecto al agua. No se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones
probadas de GHPMF con respecto a sus testigos disolventes. Se discute el resultado
del tratamiento EtOH 1.25% y se concluye que el tripanocida GHPMF no presenta
efecto toéxico, ni genotdxico en este modelo biolégico y bajo estas condiciones

experimentales.
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INTRODUCCION

El parasitismo constituye un serio problema médico-social, que afecta no solamente a
los paises subdesarrollados, donde las condiciones climéticas y la presencia de &reas
con pobreza extrema son dos de los factores que contribuyen para una situacion
epidemioldgica de esta enfermedad, teniendo baja mortalidad pero con consecuencias
altas en cuanto a morbilidad, sino también afecta a paises desarrollados debido al
rapido incremento de los viajes intercontinentales y la migracion. Por si fuera poco, la
frecuencia y el tipo de parasito pueden variar de una regién a otra, afectando un gran
namero de personas en cualquier lugar sin importar raza, estado econémico o situacion
geografica (Holveck et al., 2007). En América Latina el Trypanosoma cruzi tiene mucha

importancia médica ya que provoca la enfermedad de Chagas.
ENFERMEDAD DE CHAGAS

Esta enfermedad puede ocasionar lesiones en corazén, aparato digestivo y sistema
nervioso y puede trasmitirse por diferentes vias, siendo la mas frecuente a través de la
picadura de insectos hematéfagos de la familia Reduviidae; en México existen siete
géneros con aproximadamente 30 especies distribuidas a lo largo del territorio nacional.
Otras vias de transmisién son las transfusiones de sangre, el trasplante de érganos de
donantes infectados, a través de la placenta (Chagas congénito) o bien por contacto
directo con la sangre de personas o animales parasitados. La OMS estima que entre 7
y 8 millones de personas en todo el mundo estan infectadas, principalmente en América
Latina, donde la enfermedad de Chagas es endémica (OMS, 2013). Para ver ciclo de

vida de Trypanosoma cruzi ver el Anexo 1

TRIPANOCIDAS

El tratamiento en contra de estos protozoos radica en la utilizacion de tripanocidas, dos
de los mas importantes han sido Nifurtimox (NFX) de Bayer y Benznidazol (BNZ),
originalmente de Rocher, sin embargo, estos farmacos son a menudo mal tolerados y
producen efectos secundarios graves en el huésped, especialmente cuando se
requieren protocolos largos de tratamiento; en el caso del NFX puede producir anorexia,
pérdida de peso, manifestaciones gastrointestinales como nauseas, vomitos, dolor

abdominal, diarrea, dermatitis y compromiso del SNC con insomnio, alucinaciones,
12



parestesias y psicosis; por otro lado se ha demostrado que el BNZ produce erupcion
cutanea, edema generalizado, fiebre, adenopatias, mialgia, artralgia, trombocitopenia,
parpura, agranulocitosis, polineuropatia, parestesia y polineuritis periférica. En animales
de experimentaciéon ambos han demostrado efecto mutagénico y teratogénico (Castro y
Diaz de Toranzo, 1988; Castro et al., 2006).

Otro compuesto ampliamente estudiado es el Metotrexato (MTX) debido a su propiedad
antifolato, que también inhibe la sintesis de nuclétidos de timidina (Creek et al., 2013);
sin embargo, se han reportado en diversos estudios efectos adversos del MTX tales
como la genotoxicidad del compuesto (Wirgler et al., 1983; Padmanabhan et al., 2008)

y citotoxicidad (Padmanabhan et al., 2008).

Debido a los efectos adversos que los tripanocidas han presentado y a que su uso
intensivo ha provocado la seleccion de variedades resistentes del parasito (Campos et
al.,, 2009; Schormann et al., 2005), es necesario el descubrimiento de nuevos

medicamentos para el tratamiento de la enfermedad.
GHPMF

En 1972 Davoll y colaboradores sintetizaron el compuesto  N°-[4-
(metoxibencil)quinazolin-2,4,6-triamina y demostraron que poseia actividad
antiplasmodial; sin embargo, este trabajo fue aparentemente abandonado afios mas
tarde. El Dr. Hernandez y colaboradores del Departamento de Farmacia de la Facultad
de Quimica de la UNAM retomaron la investigacion con este compuesto y encontraron
actividad tripanocida en pruebas in vitro e in vivo con una CLsy de 99 uM, aunque
también un alto nivel de toxicidad, en las ratas Wistar utilizadas como modelo de
prueba. Por lo que el Dr. Hernandez y su equipo disefiaron un nuevo compuesto
derivado del ensamblamiento de fragmentos farmacoforicos de la molécula base 2,4,6-
triaminquinazolina con efecto tripanocida llamado GHPMF (NC-[4-
(trifluorometoxi)bencilljquinazolin-2,4,6-triamina) (Figura 1). EI GHPMF presenta mayor
afinidad al tripanosoma con una CLso de 9 uM y sin demostrar toxicidad en ratas Wistar
a las concentraciones probadas (Comunicacion personal con el Dr. Hernandez Luis,
2012).

13
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Fig. 1.- Compuesto GHPMF (NG-[4-(trif|uorometoxi)benciII]quinazolin-2,4,6-triamina)

Los derivados de la quinazolina tienen un amplio espectro de actividades
farmacoldgicas, que incluye entre otros, propiedades antifiungicas (Ghorab et al., 2000),
antifolato (Al-Omary et al., 2010), antiparasitarias (Ommeh et al., 2004), antibacteriales
(Panneerselvam et al., 2009) y anticancerigenas (Chandrika et al., 2008., Kasibhatla et
al., 2007).

La actividad antiparasitaria de la molécula base 2,4,6-triaminquinazolina, es debida a
que inhibe las enzimas dihidrofolato reductasa (DHFR) y pteridin reductasa (PTR)
presentes en Trypanosoma cruzi. Las enzimas DHFR y PTR son vitales para la
sobrevivencia del parasito ya que son organismos pteridin y folato auxoétrofos
(Schormann et al., 2005). La enzima DHFR cataliza la reduccién del folato del
hospedero a 7,8-dihidrofolato (DHF) y subsecuentemente a 5,6,7,8-tetrahidrofolato
(THF) (Figura 2 y 3) (Beverley, 1991; Webber and Whiteley, 1985). La enzima serina-
hidroximetil-transferasa convierte al THF en 5,10-metil-tetrahidrofolato que es co-factor
de la timidilato sintasa (TS) la cual a su vez convierte al desoxi-uridina-monofosfato
(dUMP) en desoxi-timidina-monofosfato (dTMP) liberando DHF (O’Neil et al., 2003),
mientras que la enzima PTR cataliza la reduccion de pterinas conjugadas y no
conjugadas, ademas puede llevar a cabo la reduccion del folato a DHF y THF (Nare et
al., 1997; Schormann et al., 2005) (Figura 2). Por lo anterior, el THF es fundamental en
el metabolismo intermediario de nucléotidos pirimidicos y acidos nucleicos, catalizando
secuencialmente reacciones en la sintesis de novo de la desoxi-timidina-monofosfato

(dTMP). Por tanto al bloquear la actividad de dichas enzimas disminuye la dTMP en la
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célula y la falta de timidina lleva a la muerte celular (Blakey, 1984, Santi y Danenberg,

1984).

Sintesis
de ADN \

apP
dTMP

ATP
Timidina =g LZ—— dTMP
sintasa

FHy * Homo-
onrn/( auMp cisteina [ Metionina | g Metionina
Cl-l

T

2
FHg
Serind e ;E;
Biosintesis
de Purinas FH. HFH.

CHy FH,

Fig. 2.- El papel de las coenzimas del folato en la sintesis de: timidilato, nucléotidos de purina, y
metionina. Abreviaturas: CHOFHa4: 5-formiltetrahidrofolato; CHFHa4: 5,10-meteniltetrahidrofolato;

CHz2FHa4: 5,10-metilenotetrahidrofolato; CHsFHa4: 5-metiltetrahidrofolato; FHa: 7,8-
dihidrofolato;  FHa: 5,6,7,8-tetrahidrofolato; S-AM;  S-adenosilmetionina. Modificado de Scanlon y

Kashani, 1988.
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Fig. 3.- Reacciones catalizadas por DHFR, PTR1 y PTR2. Modificado de Schormann et al., 2005.
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PRUEBAS DE GENOTOXICIDAD

Pese a no encontrar efectos toxicos de GHPMF en ratas Wistar, es esencial el estudio
de los efectos toxicos y genotoxicos que pueda tener sobre la mayor cantidad de

modelos bioldgicos, antes de que se utilicen de manera comercial.

La genética toxicoldgica es la disciplina que identifica y analiza la accion de agentes
cuya toxicidad recae sobre el material hereditario de los seres vivos, ya sea en células
germinales trayendo como consecuencia una mutacién hereditaria o infertilidad, o

células sométicas ocasionando muerte celular o cancer (Vogel et al., 1999).

Para evaluar la genotoxicidad muchas veces se deben realizar pruebas previas de
toxicidad que pueden ser crénicas, subcrénicas, subagudas o agudas, estas Ultimas
sirven para establecer cuantitativamente la toxicidad de un compuesto mediante la
administracion en dosis Unicas relativamente altas, pudiendo calcular la Dosis Letal
Media (DLsp), dosis individual de una sustancia que provoca la muerte de 50% de la
poblacion estudiada, normalmente expresada como miligramos o gramos de material
por kilogramo de peso del animal. Sin embargo en organismos pequefios es dificil
conocer la dosis exacta consumida por el individuo, por lo que se utiliza como
alternativa la Concentracion Letal Media (CLsg) que expresa la concentracién de la
sustancia que causa la muerte de 50% de la poblacion presente. Se expresa en
mililitros (Repetto y Repetto, 2009) o milimoles (Vogel et al, 1999) por kilogramo de

peso animal.

Una vez que se conoce la dosis o0 concentracion subtéxica del compuesto con que se
va a trabajar, se determinan los efectos genotdxicos mediante alguna de las pruebas
(Tabla 1), la seleccién de ésta depende del tipo de dafio causado reconociéndose cuatro

niveles:
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Tabla I.- Pruebas de genotoxicidad.

Nivel I.- Pruebas para reconocer el dafio en la estructura primaria del DNA

Y/
0'0

Y/
0'0

Ensayo cometa.

SOS Chromotest (E. coli PQ 37).

Prueba de segregacion mitética en Aspergillus nidulans.

Prueba de conversién génica y recombinacion mitética en Saccharomyces cerevisiae.
Prueba de Mutacion y Recombinacion Somaticas en D. melanogaster (SMART)

Prueba de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) in vitro con células de mamifero

Nivel Il.- Ensayos para mutaciones génicas

0/
0'0

R/
0'0

Ensayo Ames (Salmonella typhimurium.

SOS Chromotes (E. coli PQ 37).

Letales recesivos ligados al sexo en Drosophila melanogaster.

Prueba de Mutacién y Recombinacion Somaticas (SMART) en Drosophila melanogaster.

Prueba de mutacién de los pelos estaminales de Tradescantia

Nivel Ill.- Ensayos para mutaciones cromosoémicas

Ensayo de microndcleos.

Ensayo en la linea celular CHO.

Aberraciones cromosémicas.

Prueba citogenética in vitro en células de mamifero.

Prueba citogenética in vivo en ratones.

Prueba de letales dominantes en ratones.

Prueba de Mutacion y Recombinacién Somaticas (SMART).

Prueba citogenética de las células meristeméticas de la raiz de Vicia faba.

Nivel IV.- Otras pruebas. Dafio a la célula.

R/
0.0

0
0‘0

Morfologia de la cabeza del espermatozoide en ratones.

Prueba de Mutacion y Recombinacion Somaticas (SMART).

Para detalles de cada prueba véase Anexo 2.
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SMART

El Bioensayo a corto plazo Prueba de Mutacién y Recombinacion Somaticas (SMART)
en Drosophila melanogaster (para ver ciclo de vida vea Anexo 3) detecta mutaciones
puntuales, deleciones, aneuploidias y recombinaciones somaticas (para detalles vea
Anexo 4) provocadas por la exposicion a distintas concentraciones de algun agente

quimico o fisico (Guzman-Rincon y Graf, 1995).

SMART emplea dos diferentes sistemas fenotipicos: mutaciones en las células de los
0jos 0 en los tricomas de las alas (Graf et al., 1984). Ambos sistemas tienen como
fundamento la pérdida de heterocigosis de genes marcadores en las células de los
discos imaginales de las larvas (Anexo 5). En el caso de la prueba en ala, cuando se
exponen las larvas a un agente sospechoso, el dafio se expresa como clones o
manchas de células mutantes en las alas de los organismos adultos. Las manchas se
pueden observar o contabilizar con ayuda del microscopio 6ptico y analizar por métodos
estadisticos, comparando el tipo y frecuencia de manchas contra la obtenida en
organismos no expuestos (Guzman-Rincon y Graf, 1995). Este ensayo esta validado en
mas de 400 agentes (Vogel et al., 1999), requiere sélo de una generacién para conocer
el potencial genotoxico del compuesto probado y es capaz de detectar el papel del
metabolismo xenobidtico en este efecto (Graf y Van Schaick, 1992).

METABOLISMO XENOBIOTICO

Todos los organismos estan constantemente expuestos a agentes quimicos externos
denominados xenobidticos que pueden ser sintéticos (farmacos, drogas, pesticidas,
sustancias industriales), o naturales (alcaloides, metabolitos secundarios de plantas,
toxinas vegetales y/o animales). Los xenobidticos pueden ser absorbidos por los
organismos a través de piel, pulmones y tubo digestivo. Debido a su naturaleza lipofilica
es dificil su eliminacioén, por lo que ésta depende de su biotransformacion a sustancias
guimicas mas hidrosolubles que pueden ser excretadas por la orina o bilis (Figura 4). El

proceso de biotransformacion se subdivide en 2 fases:
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Fase |

Comprende reacciones de hidrdlisis, reduccién y oxidacion; exponiendo o induciendo un
grupo funcional (-OH, -NH,, -SH, -COOH) (Curtis y Watkins, 2001). El metabolito
resultante es méas polar, méas reactivo y sensiblemente menos lip6filo. Estas reacciones
son catalizadas por un grupo de enzimas que se encuentran tanto en el citosol como en
reticulo endoplasmico, tales como las esterasas, reductasas, deshidrogenasas,
hidrolasas y monooxigenasas. Dentro de estas ultimas se encuentran dos familias

principales; las flavin monooxigenasas y los citocromos P450 (Murray et al., 2004)
Citocromos P450 (Cyp450)

Hemoproteinas formadas por complejos de hierro-porfirina, conocidos como grupo
hemo, se caracterizan por una intensa absorbancia cerca de los 450 nm después de la
reduccion con CO, catalizan reacciones que introducen un atomo de oxigeno (derivado
del oxigeno molecular) al sustrato, lo cual origina un producto hidroxilado. EI NADPH y
la enzima NADPH-P450 reductasa intervienen en el mecanismo de reaccion del
complejo. En vertebrados los CYP450s se hallan abundantemente en el higado, el
tracto gastrointestinal, el pulmén y los rifiones, son los mas importantes debido a su
gran variedad de isoformas y se consideran los biocatalizadores mas versatiles hasta
ahora (Murray et al., 2004). Las familias 1-3 participan en la eliminacion de xenobidticos
incluyendo 70-80% de los medicamentos (Bertz y Granneman, 1997; Evans y Relling,
1999).

Se encuentran ampliamente distribuidas entre las distintas especies y grupos
taoxondmicos: mamiferos, aves, bacterias, insectos, etc. En el caso de Drosophila
melanogaster los tejidos reconocidos como los principales sitios de desintoxicacion
mediada por los Cyp450 son: el intestino medio, tubulos Malpighi y la grasa corporal
(Giraudo et al., 2010, Yang et al., 2007), la resistencia a insecticidas en algunas cepas
se atribuye a la presencia de diferentes Cyp450, por ejemplo Cyp6G1l, Cyp6A2,
Cypl2D1y Cypl2A4 (Yang et al., 2007).
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Fase Il

Los derivados obtenidos de la Fase | son conjugados con moléculas endégenas dando
lugar a reacciones de glucuronidacion, sulfatacion, aminoacidacion, glutationizacion,
metilacion y acetilacidon. El objetivo es que el xenobidtico se vuelva mas soluble y mas

pesado para posteriormente ser excretado por la orina o bilis (Murray et al., 2004).

Glucuronidacion - catalizada por la enzima UDP-glucuronil transferasa (UGT) agrega
un grupo glucuronil al grupo hidroxilo, amino o sulfhidrilo del xenobiotico. EI donador del

grupo polar es el acido UDP-glucurénico (Murrayet al., 2004).

Sulfatacion - la realizan enzimas sulfotranferasas (SULT) que transfieren un grupo

sulfato a un grupo hidroxilo o amino del sustrato (Murray et al., 2004).

Glutationizacion -> la enzima glutation-S-transferasa (GST) afiade glutation (GSH),
tripéptido compuesto de Glu-Gli-Cis, a través de su grupo sulfhidrilo con un carbono
electrofilico del sustrato. Esta reaccion es importante para la eliminacion de epéxidos y
peréxidos, como el de hidrogeno. Cuando las cifras de glutation disminuyen
significativamente, el organismo puede desarrollar dafios considerables por
peroxidacién de lipidos (Murray et al., 2004).

Metilacion > catalizada por enzimas metiltransferasas que transfieren un metilo a un
hidroxilo, amino o sulfhidrilo del xenobi6tico. Utilizan la S-adenosilmetionina como
donador. La metilacién puede enmascarar grupos funcionales impidiendo que participen
en reacciones de la Fase Il y por lo tanto disminuyen su tasa de eliminacién (Murray et.
al., 2004).

Acetilacion - realizada por la N-acetiltransferasa siendo el donador de acetilo la acetil-
CoA.

Por lo general las reacciones de biotransformacion modifican los xenobidticos para
convertirlos en metabolitos mas hidrosolubles, dichas modificaciones conllevan
generalmente la disminucién del potencial téxico, por lo cual también es conocido como
desintoxicacion. Sin embargo, existen casos en que las modificaciones pueden producir

una gran variedad de efectos biolégicos, incluyendo respuestas farmacolégicas,
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citotoxicidad, genotoxicidad, toxicidad, mutagenicidad, reacciones inmunolégicas y/o

cancer (Murray et al., 2004).

Fase |

hidrélisis Compuesto
( o Hidrosoluble o
reduccion, Polar inactivo

oxidacioén)

Xenobidtico

Genotoxina Compuesto
Dafio al ADN Polar activo

Fase Il
(Glucuronidacién,
sulfatacion,
aminoacidacion,
glutationizacién,
metilacion,
acetilacion)

Fig. 4. Reacciones del metabolismo xenobidtico

Excrecion via

orina o bilis
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URETANO

El uretano o carbamato de etilo (URE), es un compuesto que dafia el material genético,
se encuentra en las hojas y el humo del tabaco (Schmeltz et al., 1978) asi como en la
mayoria de los alimentos fermentados. EI URE es un promutageno, es decir per se no
tiene efecto cancerigeno o mutagénico; sin embargo, al pasar por el metabolismo
xenobidtico se activa convirtiendose en una genotoxina. El metabolismo xenobidético del
URE puede ser llevado a cabo por tres vias diferentes (Figuras 5y 6). En la primera es
hidrolizado por esterasas adosadas al reticulo endopldsmico enetanol, amonio y diéxido
de carbono, compuestos hidrosolubles que son excretados sin causar dafio. En la
segunda, es convertido por los CYP450s a N-hidroxiuretano, pudiendo generar un
radical nitroso o por enzimas esterasas producir hidroxilamina, este Ultimo aumenta el
O, que causa dafios por oxidacion al ADN. En la tercera, es transformado por los
CYP450s, en mamiferos se reporta que por el CYP2E1, a carbamato de vinilo, que
después de una segunda oxidacién produce vinil carbamato epéxido (Sakano et al.,
2002; Woo Cha et al., 2000), el cual puede unirse covalentemente a proteinas, RNA y
DNA formando aductos (Frolich y Wurgler, 1990; Fossa et al., 1985; Miller y Miller,
1983). Los metabolitos del URE inducen carcinogénesis a través de la formacién de
aductos, depurinacion (sitios AP) del DNA y en menor medida oxidacion (Sakano et al.,
2002). También se ha demostrado que el URE afecta la divisién celular, ya que puede
incrementar (Hoffler et al., 2005) o inhibir (Field y Lang 1988) la actividad mit6tica. En D.
melanogaster el URE ha demostrado ser toxico a concentraciones > 30 mM (Duefias-
Garcia et al, 2005), y genotoxico a la concentracion de 20 mM (Santos, 2006; Frolich y

Waurgler, 1990) para este modelo biologico.
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NH:COOH s NH,+CO,

+
4 C;HsOH

NH,COOC,Hs g
= m NH,COOHC=CH A
CYP450s
NAD+ NADH

Esterasas M
HONHCOOC,;Hs HONHCOOH NH,OH (*NHOH) NO
N-hidroxiuretano Hidroxilamina Radical
hidronitroxido

Cu(ll) Cu(l) Cu(ll) Cu(l)
NAD+ cu(ll) O, =) H,0,
NADH Cu(l)x (o}

0, O,

1 (e

ZOZ
*ONHCOOC,Hs
Radical nitroso HzOz-
0O,
Cu(lOOH ONO,"
0,” Emmm=pH,0,
(ONCOOC,Hs) Cu(l)OOH Cu()OOH
Oxidacién del ADN Oxidacion | Depurin

del ADN del

7

Fig. 5.- Metabolismo del uretano (modificado de Sakano et al., 2002)

A, JERA

Carbamato de etilo Vinil carbamato Vinil carbamato epéxido

Fig. 6.- Transformacion del uretano a vinil carbamato epdxido (modificado de Kemper et al., 1995)
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ANTECEDENTES

Tabla II.- Toxicidad y/o genotoxicidad de tripanocidas naturales y sintéticos.

leucocitos humanos.

Autor y afo Ensayo Resultados
o Ensayo cometa cony | Los tripanocidas 5-nitromegazol y 5-nitroimidazol-
Buschini et al., _ _ _
2007 sin endonucleasas en tiosemicarbazona [1, 2, 4 y 8 pug/mL] causaron

dafio al DNA, principalmente por estrés oxidante.

De Rezende et
al., 2011

SMART en ala de D.
melanogaster.

El tripanocida dibenzilbutirolactolico lignano (-)-
cubebina [2.0 y 4.0 mM] incrementé la
genotoxicidad del agente clastogénico
Doxorubicina [0.2 mM], al parecer con

participacién en el metabolismo xenobiético.

Da Silva et al.,
2000.

NAC (Contenido de
acido nucleico) en
células V79 de
fibroblastos de pulmén

de hamster chino.

Los tripanocidas Prodigiosina y Benzinidazol
mostraron alteraciéon del NAC a [20 y 2000 uM],

respectivamente.

Prueba de viabilidad
celular MTT en células
V79 de fibroblastos de

pulmén de hamster

chino.

Prodigiosina y Benznidazol mostraron reduccién
de la viabilidad celular a [6 y 2000 uM],

respectivamente.

NRU (Captacion de rojo
de metilo) en células
V79 de fibroblastos de
pulmén de hamster

chino.

Solo la Prodigiosina mostré disminucion de NRU
a [l pm].

Kato et al.,
2012

Ensayo de formacién

de colonias.

El &cido pimaradienoico (PA) fue citotoxico a [>5

pg/mL].

Ensayo cometa en

células de mamifero.

PA causo6 dafios al DNA a [2.5y 5 pg/mL].
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Prueba de
micronucleos en PA provocé dafios al DNA a la dosis de 80 mg/kg.
hepatocitos.

RT-PCR tiempo real en
Niwa et al., una linea celular de Encontraron efecto citotoxico de (-)- cubebina a
2013. hepatoma en Rattus [280 pM].

norvergicus.

Tabla lll.- Pruebas de toxicidad y/o genotoxicidad a derivados de quinazolinas.

Autor y afo Ensayo Resultados

Se encontro toxicidad de 14

Células K562. derivados con un rango de
Kabri et al., CLso de [15-125 pM].
2010
] También se encontro toxicidad
Células HepG2.
en el rango ClLg, [15-100 pM].
Cultivos de células de glandulas mamarias
Moreno et al. (184B5) y células de epitelio bronquial Reportaron 35 derivados casi
2012, ’ (BEAS-2B). todos con efecto téxico a [>100
uM].
. Prueba AMES, Prueba de aberraciones _
Doppalapudi et o ) El derivado CP-31398 no
cromosomicas en células CHO y Prueba de . .
al., 2012. presento efectos genotoxicos.

micronudcleos en médula 6sea de ratén

Ferraris et al.,
2007.

El tripanocida (-)-hinoquinina a
Prueba de micronucleos en ratas Wistar (10, 20 y 40 mg/kg) no mostro

efectos genotoéxicos.
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JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas esta cobrando mayor atencion actualmente, ya que por afio
se registran miles de nuevos casos en todo el mundo, sobre todo en América Latina
donde esta enfermedad es endémica, por lo cual la busqueda de nuevos farmacos se
ha convertido en una necesidad; varios laboratorios han formulado e investigando
nuevos tripanocidas; sin embargo, muchos de ellos presentan efectos adversos a la
salud, por lo cual es imprescindible la formulacibn de nuevos tripanocidas y el
reconocimiento de sus posibles efectos tdxicos y/o genotoxicos con la mayor cantidad

de pruebas posibles antes de comercializarlos.

HIPOTESIS

Debido a que varios tripanocidas han presentado efectos genotdxicos, se espera que el
tripanocida GHPMF tenga efecto genotoxico en SMART en ala de Drosophila

melanogaster.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar la genotoxicidad del tripanocida GHPMF en SMART en ala de Drosophila

melanogaster.
OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la toxicidad (CLsp) del GHPMF en las cepas Oregon-flare y flare de

Drosophila melanogaster.

Reconocer la posible genotoxicidad del GHPMF en la cruza estandar (CE) de SMART

en ala de Drosophila melanogaster.
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MATERIALES Y METODOS.

QuUiMICOS

-Tripanocida GHPMF donado por el Dr. Francisco Hernandez Luis de la Facultad de
Quimica de la UNAM. El GHPMF fue disuelto con diferentes concentraciones de EtOH
(1.25, 2, 2.5 y 5%).

-Etanol grado HPLC (CH3;CH,OH). CAS 64-17-5. P.M. 46.07 (Fermont® Productos

Quimicos Monterrey, Nuevo Leon, México).

-Medio Instantaneo Carolina (MIC) adquirido de Carolina Biological Supply Company
(Burlington North Carolina, USA).

-Entellan. CAS. 1.07961 (Merck®, Darmstadt, Germany).

-Uretano 99% de pureza (NH,COOCH,CH;) CAS. 51-79-6. P.M. 89.09 (Fluka® 94300).

BIOLOGICOS

-Cepas de D. melanogaster: Oregon-flare, flare y multiple wing hair del Laboratorio de
Genética Toxicolégica de la FES-Iztacala, UNAM, donadas originalmente por el Dr.
Ulrich Graf del Instituto de Toxicologia (Swiss Federal Institute of Technology),

Universidad de Zurich, Suiza.

-Levadura fresca La Florida®.
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PROPAGACION DE CEPAS MUTANTES DE D. melanogaster.

Se propagaron las cepas Oregon-flare, flare y multiple wing hair (para detalles ver
Anexo 6) en frascos de vidrio de 250 mL con 5 g de hojuela de papa Maggi® y 20 mL
de solucion conservadora (5 mL de tegosept al 12% (OH) y 5 mL de A&cido
propidénico:ortofosforico, aforado a 1 L de agua) (Figura 7) (Duefias et al., 2001) en una

incubadora a 25°C, humedad relativa (HR) de 65% vy total oscuridad.

Fig. 7.- Cultivo y propagacion de las cepas de D. melanogaster.

COLECTA DE HUEVOS Y RECUPERACION DE LARVAS.

La colecta de huevos se realiz6 trasvasando moscas adultas de las cepas Oregon-flare
y flare a frascos de 250 mL con levadura fresca activada con sacarosa. El tiempo de
colecta fue de 8 h en una incubadora a 25°C, 60% de HR y total oscuridad. Terminado
este tiempo se retiraron de los frascos las moscas adultas y los huevos se mantuvieron

en la incubadora bajo las condiciones descritas.

Larvas de 72 + 4 h de edad fueron recuperadas de cada cepa, disolviendo rapidamente
la levadura con agua corriente a temperatura ambiente y haciéndola pasar por una

coladera de acero de malla fina.
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Prueba de Toxicidad (CLso)

Para realizar SMART en ala se llevo al cabo una prueba previa de toxicidad para
encontrar la Concentracion Letal Media (CLso) que el modelo tolerara en las cepas
Oregon-flare y flare.

Se colocaron larvas de tercer estadio, de cada cepa, en tubos con 0.5 g de Medio
Instantaneo Carolinay 2 mL de GHPMF en las siguientes concentraciones (Tabla IV):

Tabla IV.- Tratamientos probados con el tripanocida GHPMF para la prueba de toxicidad CLs, en D.

melanogaster.

Testigo disolvente EtOH 2%
Tratamiento 1 TGHPMF (508 WMIEIOH 296)
! ' !
Mfatamiento s T " GHPMF (254 UM/EtOH 2%) |
 Tratamiento 3 TGHPME (127 pMIEtOH 296) ™
! ! !
fratamientio 4 7T "GHPMF (6355 UMIEOH 200) !
 Tratamiento 5 "GHPMFE (3175 IMIEIOH 29)
' ' !
ratamiento 6 7T " GHPME (15.8 UMIEtOH 20)

Se realizaron tres experimentos independientes con tres réplicas por concentracion
colocando 10 larvas por tubo. Las larvas tratadas permanecieron en incubacion (Figura
8) hasta que eclosionaron los imagos. Posteriormente se contaron las moscas
sobrevivientes y se analizaron los datos mediante regresion, Prueba t de Student y la

Prueba Kolmogorov-Smirnov.
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Fig. 8.- Incubadora con los tratamientos con GHPMF para prueba CLs,

SMART en ala

La cruza E (CE) se realiz6 con hembras virgenes flare y machos mwh (Anexo 7), ésta
se mantuvo en frascos con hojuela de papa por tres dias para permitir la fecundacion
de las hembras. Al término de este tiempo las moscas se trasvasaron a frascos con
medio de levadura fresca durante 8 h a 25°C, 65% de HR vy total oscuridad., para la
colecta de huevos. Posteriormente, las moscas adultas fueron retiradas y los frascos
con la colecta de huevos se regresaron a la incubadora. Aproximadamente alas 72 £ 4
h se recuperaron las larvas de tercer estadio que se colocaron en tubos con 0.5 g de
MIC y 2 mL (Figura 9) del testigo negativo agua, testigos disolventes EtOH, testigo
positivo URE y del compuesto GHPMF a las concentraciones mostradas en la Tabla V;
dado que no se encontré una CLso para el GHPMF las concentraciones utilizadas estan
basadas en la concentracibn 8 pM que tiene efecto tripanocida en T. cruzi

(Comunicacion personal con el Dr. Hernandez Luis, 2013).
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Tabla V.- Tratamientos probados del tripanocida GHPMF en la CE de SMART en ala de D. melanogaster.

;_;I:'e_s't_@')_h_e'é s }_;&g_da ________________________________
1 1
N
!_Testigos disolventes EtOH 5%

EtOH 2.5%

| EtOH 1.25%)

| GHPMF (8 UM/EtOH 2.5%)

S s e

| GHPMF (4 UM/EtOH 1.25%)

o _I_._ - ]

4 i ~ o
" seeE

Fig. 9.- Tratamientos GHPMF para SMART en ala.

Se realizaron tres experimentos independientes con tres réplicas por concentracion
colocando aproximadamente la misma cantidad de larvas. Estas permanecieron en
incubacion hasta que emergieron como imagos. Estos se recuperaron en EtOH 70 %.
Posteriormente, se separaron las moscas con alas de fenotipo silvestre (trans-
heterocigotas mwh + / + fir®) para disectarles las alas y montarlas en preparaciones
permanentes con Entellan® (Figura 10). Se analizaron bajo un microscopio a 40x
(Figura 11) para detectar manchas pequefias (1-2 células), manchas grandes (mas de 3
células) y manchas gemelas (fenotipos mwh y flr® adjuntos) (Graf et al., 1984).
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Fig. 10.- Preparaciones permanentes Fig. 11.- Andlisis de preparaciones permanentes

Se analizaron 60 individuos por tratamiento (tamafio de muestra Optima segun Frei y
Widrgler, 1995) con el programa estadistico SMART PC version 2.1 (Frei y Wirgler,
1988) que analiza estadisticamente los resultados detectando las diferencias que
puedan existir entre los valores espontaneos de un testigo y las series de tratamientos
experimentales; este andlisis esta basado en la prueba ji cuadrada para proporciones
(de una cola), con un grado de libertad y una probabilidad p<0.05. Este andlisis permite
decidir si la frecuencia de manchas inducidas en los tratamientos tiene un diagndstico

positivo, débil positivo, negativo o indeciso con base a las siguientes hipotesis:

. Hipoétesis nula (Hy): la frecuencia de mutacion (inducida + espontanea), de los
individuos tratados, no es significativamente mayor a la frecuencia del testigo negativo.

. Hipotesis alternativa (Ha): la frecuencia de mutacion (inducida + espontanea), es
m veces mayor que la frecuencia del testigo negativo (Graf et al., 1984). Donde m es el
factor de multiplicacion utilizado para realizar el andlisis estadistico, indicando cuantas
veces debe incrementarse el niumero de eventos de los tratamientos con respecto al

testigo para considerar una respuesta genotoxica positiva.

Las manchas pequefias (1-2 células) son mas comunes, por lo que predominan en
relacion con la frecuencia de manchas grandes (>3 células) y las manchas gemelas
(expresion de flr3 junto con mwh). De esta manera, para considerar un incremento
significativo en la frecuencia de manchas pequefias y totales (obtenida de la suma de

todas las manchas, por lo que la contribucion de las manchas pequefias es
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predominante) se utiliza m=2, mientras que para las manchas grandes y gemelas m=>5
por ser menos comunes. Por ende son posibles las siguientes decisiones (Frei y
Wirgler, 1988):

Aceptar Hy y rechazar Ha: negativo.
Rechazar H, y aceptar Ha: positivo.

Rechazar H, y rechazar Ha: indeciso.

-l

Aceptar H, y aceptar Ha: débil positivo.

A los resultados indecisos o0 débiles positivos, obtenidos con SMART se les realizé la
prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon, que considera la variabilidad entre los
individuos y no requiere una distribucion normal de los datos (prueba no paramétrica)
con modificaciones para dos colas, para datos individuales usando el programa
estadistico STAT-Graphics version 6.0. en este analisis estadistico, el diagnéstico es

significativo cuando p < 0.05.

Para el analisis de las distribuciones del tamafio de los clones mwh se aplico la prueba
de Kolmogorov-Smirnov (K-S), que es una prueba no paramétrica que permite medir el
grado de concordancia entre dos distribuciones, comparando las frecuencias
acumuladas de una distribucion con las de otra. Cuando el valor de p<0.05 los
resultados indican que hay diferencias significativas entre ambas distribuciones, y por lo
mismo una distribucién acumulada de clones mwh es diferente a otra. Esto significa que
la mitosis de las células de los discos imaginales del ala fue alterada con respecto al

testigo correspondiente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La enfermedad de Chagas es causada por el protozoo T. cruzi y puede ocasionar
lesiones en corazon, aparato digestivo y sistema nervioso. Para el tratamiento contra
ésta enfermedad se han utilizado varios tripanocidas, entre los més utilizados se
encuentran nifurtimox (De Conti et al., 1996; De Castro and De Meirelles, 1987) y
benznidazol (De Andrade et al., 1996), la desventaja del uso de estos compuestos es
gue presentan poca eficacia dada la resistencia de los parasitos (Campos et al., 2009) y
efectos adversos para la salud (De Castro, 1993; Souza et al., 1991; Nagel, 1987). Por
tanto, En el presente trabajo se evalud la toxicidad y genotoxicidad del GHPMF, un
compuesto derivado de la quinazolina que ha dado buenos resultados como tripanocida

en roedores (comunicacion con el Dr. Francisco Hernandez Luis, UNAM).

PRUEBA DE TOXICIDAD (CLso) del GHPMF en las cepas flare y Oregon-flare de D.

melanogaster.

En la Figura 12 se muestra el promedio de tres experimentos independientes que se
realizaron para calcular el porcentaje de mortalidad de la cepa flare tratada con las
concentraciones de GHPMF (15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 y 508 pM/disueltas en EtOH
2%) y el testigo EtOH 2%. Los resultados se analizaron con los estadisticos de
regresion, la Prueba t de Student y la Prueba K-S. Todas las concentraciones probadas

mostraron una mortalidad > a la CLo.

En la Figura 13 se muestra el promedio de tres experimentos independientes para
evaluar la mortalidad de la cepa Oregon-flare tratada con las concentraciones de
GHPMF (15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 y 508uM/disueltas en EtOH 2%) y el testigo EtOH
2%. Los resultados se analizaron con los estadisticos de regresion, la Prueba t de
Student y la Prueba K-S. En esta cepa todas las concentraciones probadas mostraron

una mortalidad > a la CL.
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Fig. 12.- Muestra el porcentaje de mortalidad obtenido en la prueba de toxicidad para la cepa flare de D.
melanogaster tratadas con GHPMF [15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 y 508 uM/EtOH 2%] y el testigo EtOH

2%.
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Fig. 13.- Muestra el porcentaje de mortalidad obtenido en la prueba de toxicidad para la cepa Oregon-

flare de D. melanogaster tratadas con GHPMF [15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 y 508 pM/EtOH 2%] vy el

testigo EtOH 2%.
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El no haber encontrado efecto toxico mayor de 20% en este ensayo con ninguna de las
concentraciones probadas y con ninguna de las cepas, podria indicar que el ensamblaje
de fragmentos farmacoforicos hecho en la molécula base 2,4,6-triaminquinazolina evitd
su posible efecto toxico; existen reportes de compuestos, con una quinazolina como
estructura base, que resultaron toxicos, tales como el realizado por Kabri vy
colaboradores en 2010, quienes probaron 14 derivados de quinazolinas como
antiparasitarios, sus resultados indicaron que la mayoria de los derivados fueron
efectivos tripanocidas a las concentraciones 0.95 y 1.3 uM; sin embargo, los derivados
tuvieron el inconveniente de ser toxicos en modelos celulares, obteniendo una CLsp a
concentraciones de 15-125 uM en células K562 y de 15-100 uM en células HepG2. Otro
trabajo fue el de Moreno y colaboradores que en el 2012, probaron 35 derivados de
quinazolinas obteniendo en la mayoria de los casos efecto toxico a concentraciones
mayores a 100 pM, utilizando cultivos de células de glandulas mamarias (184B5) y

células de epitelio bronquial (BEAS-2B).

Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en la mortalidad entre las
cepas flare y Oregon-flare, y debido a que esta Ultima presenta los cromosomas 1y 2
de la cepa Oregon y en el cromosoma 2 porta la mutacién dominante Rst (2) DDT que
le permite expresar altos niveles de CYP450 (Graf y Van Schaik, 1992), los resultados

indican de manera indirecta que el GHPMF no es metabolizado via los Cyp450s.

36



SMART en ala de D. melanogaster.
Testigos negativos EtOH (1.25, 2.5 y 5%)

El testigo etanol 1.25% incrementd significativamente la frecuencia de manchas
grandes y totales con respecto al agua mostrando un efecto genotoxico (véase Tabla VI
y Figura 14), esto concuerda con Ribeiro y Gaivao quienes en 2010 observaron que el
etanol a concentraciones 1.25, 2.5 y 5 % mostraron efecto genotéxico en el ensayo
cometa, causando rupturas al DNA de neuroblastos de D. melanogaster; asimismo Agar
et al. (1999) y Ribiere et al. (1994), reportaron que el etanol a concentraciones altas

causan dano cerebral.

Los resultados del presente trabajo podrian explicarse tomando en cuenta que del
porcentaje total de etanol que se ingiere, alrededor de 90 % es excretado del cuerpo via
excrecion metabdlica; sin embargo, el porcentaje restante puede ser metabolizado por
la enzima acetaldehido deshidrogenasa convirtiéndolo en acetaldehido, este ultimo
puede inducir efectos carcinégenos, genotoxicos y mutagénicos (Brooks y Theruvathu,
2005). Mas aun, Kayani y Parry (2010) inhibieron la actividad de acetaldehido
deshidrogenasa, utilizando el compuesto disufiram, y demostraron que el EtOH por si
solo también puede producir dafios al DNA. Nordmann et al. (1992) refiere que la
administracion cronica de EtOH puede inducir en células humanas al CYP2EL, lo cual
favorece la generacion de radicales libres microsomales y estos a su vez ocasionan

estrés oxidativo.

En este trabajo no se encontré una relacion concentracion-dependiente, ya que las
concentraciones probadas de etanol (2.5 y 5%), no mostraron diferencias significativas,
ni una respuesta dependiente de la concentracion, esto esta de acuerdo con Kayani y
Parry (2010) quienes obtuvieron resultados similares, por lo que se puede sugerir que la
falta de correlacion genotoxicidad-concentracion en ambos trabajos pueda deberse a
gue el EtOH es capaz de presentar una gran variabilidad en su absorcion, distribucién y
metabolismo lo cual es derivado de factores ambientales y genéticos (Ramachandani et
al., 2001). Sin embargo, las diferencias significativas encontradas en la distribucion del

tamafo de clones a las concentraciones 1.25 y 2.5% podrian indicar efecto citotoxico,
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citostatico o apoptético (Figura 15), tal como lo reporté Ewald y Saho en 1993, en

timocitos de raton a concentraciones de etanol de 0.2 a 0.8%.

Tabla VI.- Resultados obtenidos de SMART en ala de Drosophila melanogaster para la progenie trans-

heterocigota de la CE, después del tratamiento crénico a larvas (72 * 4 h) con los testigos negativos Agua

y EtOH al 1.25, 2.5 y 5%.

Manchas por mosca (nUmero de manchas) diagnostico estadistico*

. Manchas
. Numero Manchas Manchas Manchas Manchas
Tratamiento . con
de pequenas grandes gemelas totales
(Concentracion) i ] clon
moscas (1-2 cél.) (>2cél) wh
m=2 m=5 m=5 m=2
Agua 60 0.92 (55) 0.03 (02) 0.00 (00) 0.95 (57) 57
EtOH 1.25% 60 098 (59) - 0.18 (11) + 0.00 (00) i,ns 1.17 (70) 70
EtOH 2.5% 60 0.70 (42) - 0.05 (03) i,ns 0.02 (01) i,ns 0.77 (46) 46
EtOH 5% 60 095 (57) - 0.05 (03) i,ns 0.00 (00) i;ns 1.00 (60) 59

* Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988). Prueba estadistica de una cola. m = factor

de multiplicacion del riesgo minimo para evaluar resultados negativos. Resultados: -, negativo; +, positivo;

i, indeciso (p<0.05). Los resultados indecisos se analizaron con la prueba U de Mann Whitney y Wilcoxon.

Resultado: ns, no significativo (p<0.05). Para detalles vea anexo 8.
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Fig. 14.- Frecuencia/individuo de los diferentes tipos de mancha en los testigos disolventes EtOH 1.25%,

2.5% y 5%. Donde

indica un incremento estadisticamente significativo de acuerdo a

SMARTcon una p<0.05 con respecto al testigo negativo agua.
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Fig. 15.- Representa la distribucién acumulada de la frecuencia de manchas /individuo por cada tamafio
de clon mwh en los testigos disolventes EtOH 1.25%, 2.5% y 5%. Donde :1 (1), 2 (2), 3 (3-4), 4 (5-8), 5
(9-16), 6 (17-32), 7 (33-64) células; * indica una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo

a la prueba K-S con una p<0.05 con respecto al testigo negativo agua
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Testigo URE

En este trabajo el URE, a la concentracion de 20 mM, es genotoxico (Tabla VIl y Figura
16), esto era de esperarse ya que el URE es un compuesto promutageno que al ser
metabolizado por los citocromos P450 (CYP450 2E1 en el caso de mamiferos) (Sakano
et al., 2002; Woo Cha et al., 2000), genera epoxidos, los cuales pueden ocasionar dafo
al material genético mediante la formacion de aductos (Fossa et al., 1985; Miller y Miller,
1983). Frolich y Wirgler en 1990 demostraron que el URE [5, 10, 20 y 30 mM] tiene
actividad genotoxica concentracion-dependiente y la participacion de los Cyp450s en su

activacion, con SMART en ala de D. melanogaster.

El analisis de la distribucion acumulada del tamafio de los clones mwh mostré que el
URE altera la division celular (Figura 17), debido a que puede incrementar (Hoffler et al.,
2005) o bien inhibir (Field y Lang, 1988) la actividad mitGtica.

Tabla VII.- Resultados obtenidos de SMART en ala de Drosophila melanogaster para la progenie trans-
heterocigota de la CE, después del tratamiento crénico de larvas (72 £ 4 h) con Agua y el testigo positivo
URE 20 mM.

Manchas por mosca (nimero de manchas) diagndéstico

estadistico*

_ Numero Manchas
Tratamiento Manchas Manchas
de . Manchas Manchas con
. pequefias grandes
(Concentracion) I I |
emelas totales clon
moscas (12 cél.) (>2cél) J
mwh
m=5 m=2
m=2 m=5
Agua 60 0.92 (055) 0.03 (002) 0.00 (00) 0.95 (057) 57
URE/Agua 60 3.40 (204) + 0.37 (022) + 0.00 (00) i,ns 3.77 (226) + 225

* Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988). Prueba estadistica de una cola. m = factor
de multiplicacién del riesgo minimo para evaluar resultados negativos. Resultados: +, positivo; i, indeciso
(P<0.05). El resultado indeciso se analizé con la prueba U de Mann Whitney y Wilcoxon. Resultado: ns,
no significativo (p<0.05). Para detalles vea anexo 8.
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Fig. 16.- Frecuencia/individuo de los diferentes tipos de mancha en el testigo positivo URE/Agua. Donde
* indica un incremento estadisticamente significativo de acuerdo a SMART con una p<0.05

y comparadas con respecto al testigo negativo agua.
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Fig. 17.- Representa la frecuencia acumulada de manchas /individuo por cada tamafio de clon mwh en el
testigo positivo URE/Agua. Donde :1 (1), 2 (2), 3 (3-4), 4 (5-8), 5 (9-16), 6 (17-32), 7 (33-64) células; *
indica una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba K-S con una p<0.05 con

respecto al testigo negativo agua.
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Tratamientos GHPMF

Al comparar los tratamientos GHPMF (4 uM/ EtOH 1.25%, 8 uM/ EtOH 2.5% y 16 uM/
EtOH 5%) contra sus testigos disolventes etanol (1.25, 2.5 y 5%, respectivamente) no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Tabla VIl y Figuras 18, 19 y
20), lo cual indica que el compuesto GHPMF no presenta efecto genotoxico a las

concentraciones utilizadas.

La falta de genotoxicidad del GHPMF es comparable con trabajos tales como el de
Doppalapudi et al. (2012) quienes probaron al CP-31398, un derivado de la quinazolina
modulador de p53, y no encontraron efecto genotéxico en la prueba AMES, en la
prueba de aberraciones cromosomicas en células CHO y en la prueba de micronucleos
en médula 6sea de ratdn. Asimismo, Ferraris et al. (2007) probaron el tripanocida
(-)-hinoquinina (10, 20 y 40 mg/kg) en la prueba de micronucleos en ratas Wistar y no

encontraron efectos genotoéxicos.

La reduccién de la frecuencia de manchas pequefas y totales del tratamiento con
GHPMF 4 uM/ EtOH 1.25% con respecto a su testigo EtOH 1.25 % (Figura 18) y las
diferencias en la distribucién acumulada de clones mwh de los tratamientos GHPMF 4
UM/ EtOH 1.25% (Figura 21) y 8 uM/ EtOH 2.5% (Figura 22) con respecto a sus testigos
pueden indicar un posible efecto quimioprotector del GHPMF o citotéxico. Este primer
efecto podria ser provocado por la propiedad antioxidante reportada para algunos
tripanocidas, por ejemplo Ferraris et al. (2007) encontraron que el tripanocida
(-)-hinoquinina redujo el dafio cromosémico inducido por DXR (90 mg/kg) debido a su
potencial antioxidante tal como refieren Myers y colaboradores, 1977. La distribuciéon
acumulada de clones mwh de los tratamientos GHPMF 16 uM/ EtOH 5% no mostrd

diferencias significativas (Figura 23).
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Tabla VIII.- Resultados obtenidos de SMART en ala de Drosophila melanogaster para la progenie trans-
heterocigota de la CE, después del tratamiento crénico de larvas (72 + 4 h) con testigos disolventes EtOH
1.25, 25 y 5% y los tratamientos con GHPMF 4, 8 y16 uM disuelto en EtOH 1.25, 2.5 y 5%

respectivamente.

Manchas por mosca (numero de manchas) diagnéstico estadistico*

, Manchas
i Numero Manchas Manchas
Tratamiento . Manchas Manchas con
de pequefas grandes
(Concentracion) (1.2 cél) (> 2cél) gemelas totales clon
-2 cél. > 2 cél.
moscas mwh
m=5 m=2
m=2 m=5
EtOH 1.25% 60 0.98 (059) 0.18 (011) 0.00 (00) 1.17 (070) 70
GHPMF 4 pM/ _
60 0.60 (036) - 0.08 (005) - 0.00 (00) i,ns 0.68 (041) - 41
EtOH 1.25%
EtOH 2.5% 60 0.70 (042) 0.05 (003) 0.02 (01) 0.77 (046) 46
GHPMF 8 pM/ _ _
60 0.70 (042) - 0.12 (007) i,ns 0.02 (01) i,ns 0.83 (050) - 50
EtOH 2.5%
EtOH 5% 60 0.95 (057) 0.05 (003) 0.00 (00) 1.00 (060) 59
GHMPF 16 uM/ , ,
60 0.80 (048) - 0.15 (009) i,ns 0.02 (01) i,ns 0.97 (058) - 58

EtOH 5%

* Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wiirgler (1988). Prueba estadistica de una cola. m = factor
de multiplicacion del riesgo minimo para evaluar resultados negativos. Resultados: -, negativo; i, indeciso
(p<0.05). Los resultados indecisos se analizaron con la prueba U de Mann Whitney y Wilcoxon.

Resultado: ns, no significativo (p<0.05). Para detalles vea Anexo 8.
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Fig. 18.- Frecuencia/individuo de los diferentes tipos de mancha en el tratamiento con GHPMF 4 pM/
EtOH 1.25%. Donde 1 indica una reduccion estadisticamente significativa de acuerdo con

SMART con una p=<0.05 con respecto al testigo disolvente EtOH 1.25%.
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Fig. 19.- Frecuencia/individuo de los diferentes tipos de mancha en el tratamiento con GHPMF 8 uM/
EtOH 2.5% con respecto al testigo disolvente EtOH 2.5% en SMART.
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Fig. 20.- Frecuencia/individuo de los diferentes tipos de mancha en el tratamiento con GHPMF 16 pM/

EtOH 5% con respecto al testigo disolvente EtOH 5% en SMART.
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Fig. 21.- Representa la frecuencia acumulada de manchas /individuo por cada tamafio de clon mwh en el
tratamiento con GHPMF 4 uM/ EtOH 1.25%. Donde :1 (1), 2 (2), 3 (3-4), 4 (5-8), 5 (9-16), 6 (17-32), 7 (33-

64) células; y

indica una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba K-S

con una p=<0.05 con respecto al testigo disolvente EtOH 1.25%.
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Fig. 22.- Representa la frecuencia acumulada de manchas /individuo por cada tamafo de clon mwh en el
tratamiento con GHPMF 8 puM/ EtOH 2.5%. Donde :1 (1), 2 (2), 3 (3-4), 4 (5-8), 5 (9-16), 6 (17-32), 7 (33-
64) células; y indica una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba K-S

con una p<0.05 con respecto al testigo disolvente EtOH 2.5%.
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Fig. 23.- Representa la frecuencia acumulada de manchas /individuo por cada tamafio de clon mwh en el
tratamiento con GHPMF 16 pM/ EtOH 5%. Donde :1 (1), 2 (2), 3 (3-4), 4 (5-8), 5 (9-16), 6 (17-32), 7 (33-

64) células; de acuerdo con la prueba K-S con una p<0.05 con respecto al testigo disolvente EtOH 5%.
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La falta de genotoxicidad podria deberse a que el compuesto GHPMF tiene
sustituyentes especificos para el sitio activo de las enzimas dihidrofolato reductasa
(DHFR) y pteridin reductasa (PTR) en T. cruzi, enzimas importantes para la sintesis de
algunos aminoacidos y bases nitrogenadas. A pesar de que se ha demostrado que
estas enzimas son homologas para varios organismos, se propone que presentan
ciertas diferencias en los residuos de aminoacidos involucrados en la unién de sustrato
y cofactor en DHFR, lo que parece causa grandes diferencias en la sensibilidad de las
enzimas a la inhibicién para los antifolatos (Barclay et al., 1988., Senkovich et al.,
2009), esta afinidad fue vista por el Dr. Hernandez y colaboradores al realizar pruebas
in silico y demostrar que el GHPMF puede ser 100 veces mas especifico para T. cruzi
que para las enzimas del humano (Comunicacién personal con el Dr. Hernandez Luis,
2013) (Figuras 24 y 25).

Sitio activo de DHFR de T. cruzi.

Fig. 24.- Sitio activo de la enzima
TcDHFR. Proporcionadas por el Dr.
Hernandez Luis, 2013.

Fig. 25.- Sitio activo de la enzima hDHFR.
Proporcionadas por el Dr. Hernandez
Luis, 2013.
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CONCLUSIONES

o El GHPMF no fue téxico, ni genotdxico, en ninguna de las concentraciones

probadas en este modelo biologico y bajo estas condiciones experimentales.

o El tratamiento GHPMF 4 uM/ EtOH 1.25% mostro reduccion significativa de la

frecuencia de clones mwh comparada con el testigo EtOH 1.25 %.

o Los tratamientos GHPMF 4 puM/ EtOH 1.25% y 8 pPM/EtOH 2.5% alteraron la
distribucion acumulada de los clones mwh, por lo que ambos tratamientos afectaron la

division de las células imaginales de los discos de las alas

RECOMENDACIONES

Probar otras concentraciones del compuesto GHPMF para respaldar el presente

trabajo.

Realizar la cruza de bioactivacion elevada (BE) de SMART en ala de D. melanogaster

para analizar la participacion de los Cyp450s en el metabolismo de GHPMF.

Valorar los resultados obtenidos con pruebas complementarias, tales como métodos

para cuantificar apoptosis.
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ANEXOS
Anexo 1.
Ciclo de Vida de Trypanosoma cruzi

T. cruzi tiene un ciclo de vida que comprende tres formas fundamentales; el
epimastigote o forma propia en el insecto vector, tripomastigote metaciclico o forma
defecada en el insecto, que infecta al hospedador de sangre caliente por invasion
celular, y amastigote, capaz de lisar la célula hospedadora y transformarse nuevamente
en tripomastigote, que inicia un nuevo ciclo de invasién. Aunque también se ha
reconocido una infeccidn secundaria con la participacion Unica del amastigote, sin

requerir la transformacion a tripomastigote (Ley et al., 1988).

Estadios en el triatoma Estadios en el humano
El triatoma se alimenta de sangre
(excrela ios tripomastigotes metaciclicos en
las heces, 108 tripomastigotes penetran en una e Los tnpomastgotes metaciclicos
herida por mordedura © en las membranas penetran varias células en el sitio
MuCosas. como |a conuntva ocular) de la mordedura. Adentro se

transforman en amastigotes

Tripomastigotes metaciclicos
en ¢l intestino postenior

Se multiplican en el [ : o multiplican por fisién
0 intestino medio > S50 NRRaGnee binaria en las células de

pueden infectar otras
células y transformarse los tejidos infectados

en amastigotes intracelulares
formando sitios de infeccion

nuevos. Las manifestaciones
clinicas resultan de este ciclo
nfectante

El tnatoma se akmenta
de sangre

G Epimastigotes en (inglere Vipomestigotes)

el intestino meduo

o se transforman en tnpomastigotes,

A= Estadio infectante revientan la célula y entran al
mnu uounu nLqu-u . torrente circulatorio

hitp:/Mww.dpd. cdc gov/dpdx A= Estadio diagnostico

Fig. 26.- Ciclo de vida de T. cruzi.
Tomado de http://www.hemobaires.org.ar/pdfs/1-Generalidades%20T%20cruzi.pdf
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Anexo 2.
Pruebas de genotoxicidad.
Nivel I.- Pruebas parareconocer el dafio en la estructura primaria del DNA

Ensayo cometa.- detecta rupturas en el material genético producidas por un agente
clastogénico, generando fragmentos que aparentan ser la cola de un cometa y se
observan mediante microscopia de fluorescencia, después de una corrida

electroforética.

SOS Chromotest (E. coli PQ 37).- prueba colorimétrica que mide la expresion de
genes, inducida por agentes genotéxicos, por medio de una union al gen estructural

para la B-galactosidasa, accion que activa la respuesta SOS.

Prueba de segregacién mitdtica en Aspergillus nidulans.- se basa en la pérdida de
heterocigosis de marcadores recesivos del color de los conidios por segregacion
somatica ocasionada por intercambio mitético y/o mala segregacién de cromosomas;
ocasionando la aparicién de colonias expuestas en sectores, bandas o puntos de color

diferente al resto en los conidios.

Prueba de conversion génica y recombinacion mitdética en Saccharomyces
cerevisiae.-La recombinacién mitética se basa en intercambio reciproco que se
determina por la produccién de colonias o sectores recesivos homocigotos a partir de
una cepa heterocigota; mientras que en la conversién génica los intercambios casi
nunca son reciprocos donde se producen inversores prototréficos en una cepa

auxotrofa heteroalélica portadora de dos alelos defectuosos distintos del mismo gen.

Prueba de Mutacion y Recombinacion Sométicas en D. melanogaster (SMART).-
pérdida de heterocigosis en marcadores mutantes que se expresa como manchas en

alas de los organismos adultos.

Prueba de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) in vitro con células de
mamifero.- intercambios reciprocos de DNA entre 2 cromatidas hermanas de un
cromosoma, se marcan las cromatidas hermanas con bromodeoxiuridina (BrdU) al DNA

cromosémico hasta un segundo ciclo celular.
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Nivel Il.- Ensayos para mutaciones génicas

Ensayo Ames (Salmonella typhimurium).- cepas mutadas en genes implicados en la
sintesis de histidina que al ser expuestas a un compuesto mutagénico, revierten a la

forma silvestre que si es capaz de producir histidina.

SOS Chromotest (E. coli PQ 37).- Prueba para determinar la produccion de
mutaciones génicas por agentes quimicos con y sin activacion metabdlica en cepas

haploides y diploides Saccharomyces cerevisiae.

Letales recesivos ligados al sexo en Drosophila melanogaster.- descubre la
aparicion de mutaciones (puntuales o pequefias deleciones) en la linea germinal del
insecto. Las mutaciones del cromosoma X se expresan fenotipicamente en los machos

portadores del gen mutante.

Prueba de mutacion de los pelos estaminales de Tradescantia.- cambio de color
azul (dominante) a rosa (recesivo), por pérdida, inactivacion o mutacion del alelo

dominante de los pelos estaminales.
Nivel Ill.- Ensayos para mutaciones cromosdmicas

Ensayo de micronucleos.- se observan micronucleos en frotis de individuos tratados,
esto debido a alguna alteracion cromosoémica (rompimiento) o a un malfuncionamiento

del aparato mitético. Se pueden detectar compuestos clastogénicos y aneugénicos.

Aberraciones cromosdOmicas.- permite evaluar cambios numéricos y estructurales en
los cromosomas. Aberraciones primarias aparecen en la primera metafase después de
la exposicién, ya que influyen en el proceso de division y son letales a la célula.
Aberraciones secundarias que no afecten la division celular y puedan ser transmitidas a

una segunda generacion.

Prueba citogenética in vitro en células de mamifero.- Mide los efectos citotoxicos de

la trifluorotimidina (TFT) en células mutantes capaces de proliferar en presencia de TFT.

Prueba citogenética in vivo en ratones.- se basa en la pérdida de heterocigosis en
algunos genes, expresada como una mancha de otro color del pelo en el ratdn

resultante.
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Prueba de letales dominantes en ratones.- la letalidad dominante provoca la muerte

del embrién.

Prueba de Mutacién y Recombinacion Somaticas (SMART): determina deleciones y

aneuploidias parciales.

Prueba citogenética de las células meristeméaticas de la raiz de Vicia faba.- pueden

observarse formacion de microndcleos y presencia de mitosis atipica en células.
Nivel IV.- Otras pruebas. Dafio a la célula.

Morfologia de la cabeza del espermatozoide en ratones.- evalia los cambios
efectuados en la concentracion espermatica, aumento de la frecuencia espontanea de

cabezas de espermatozoides morfolégicamente anormales.

Prueba de Mutacion y Recombinacion Somaticas (SMART): deteccion de

recombinacioén somatica
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Anexo 3.
Drosophila melanogaster

Conocida comunmente como “mosca del vinagre o de la fruta”, es un buen modelo
biologico debido a que su cultivo es facil, se obtiene un gran nimero de descendientes
por generacion, su mantenimiento es econdmico y el ciclo de vida es corto (Figura 27).
Ademas de que su genoma esta completamente secuenciado (Adams et al., 2000),
presentando complementareidad con 77-73.1% de genes humanos causantes de
enfermedades (Reiter et al., 2001; Chien et al., 2002), como p53, algunos cyp450s
implicados en el metabolismo de compuestos xenobidticos y en la reparacion del DNA
(Friedberg et al., 1995; Rodriguez et al., 2006).

Es un insecto holometdbolo, es decir, presenta etapas larvales y una etapa adulta
separadas por una etapa pupal, durante la cual tiene lugar una metamorfosis completa.
El ciclo de vida de Drosophila dura aproximadamente 10 dias a 25°C. Las hembras
adulto son capaces de poner de 50 a 75 huevecillos por dia, el desarrollo embrionario
del huevo tarda aproximadamente 1 dia. La larva emerge del huevo. La fase larvaria es
de rapido comer y crecer, consiste en tres estadios a los cinco dias la larva entra en
pupacion y se inicia la metamorfosis. Durante esta etapa, la mayoria de tejidos larvarios
son lisados, las estructuras adultas se formaran principalmente a partir de la
reorganizacion de los discos imaginales (que daran lugar a las estructuras epidérmicas
de la cabeza, térax y genitales externos del adulto) y los histoblastos (que formaran la

epidermis abdominal del adulto). A las pocas horas de vida, la mosca adulta es fértil y

se inicia de nuevo el ciclo vital (Amoros, 2001).
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1° DIA .
A
-.‘/

5° DIA

PREPUPA

3° ESTADIO LARVARIO

Fig. 27.- Ciclo de vida de D. melanogaster.
Tomado de: http://www.investigacionyciencia.es/files/4793.pdf
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Anexo 4.

Eventos genéticos que se pueden reconocer en SMART en ala de D. melanogaster.

Clones Resultantes

2 Células en G1

1 Célula en G,

Mitosis

mwh

h

w

frs

mwh

flr3

mwh

flr3

flr3

Normal

NORMAL

L7 10t D
1 .\\w\ wb b9/
4\\. nxu‘ \N /4 \q w‘ T,_,w\ \\‘
f il 20 T
' w.\ﬁ \N\\V\ £, “: 147
/ ). &»* ‘o LD W
L ISR D
AV T s P T
+ z + =
.m + m
z g
+ + W
HBE
g g +

Delecién

MANCHA SENCILLA mwh

£ 7 \.\\\
vxm Y ¥ Y ¢V¥
v .?L\v\w. i
/ \s\ .@\\ \\\\\\,\\\\ \
Wil i)
R..u\\\.\.\ » \-
\ U7 75 7 77 \\ \w \
A
\NW\ 3P ._,_“ I’ \
! N S
/i \7\5_ \ .‘., —ﬁ «\ ‘_
il ‘\\,\\\. d\ ,,_\\m\
.. \N \\\. @N\ d‘,,w\ \\H
el ) & B
LIEEts el
AN T
RUVLYLS
i S.‘mﬁ‘ et

mwh

h

w

flr3

mwh

flr3

mwh

flr3

+l}mwh

flr3

mwh

Mutacién Puntual

MANCHA SENCILLA mwh

65



/ rovwh

. 7 A
A /"/' A 4
/( /‘/ ,/'(/ /
/ # /’/ 7L
+ £ ’ /, ////‘.4/
//I /,,/' /,7:/
///,///'/ /7
(,// »»v,/w-’ //'
flr3 /,-/} y KA

flrs

MANCHA GEMELA

frs

mwh +
mwh
mwh +
+ flrs
+
+ flrs \
+
Recombinacién cercana al centrémero
mwh
mwh + /
mwh
mwh +
+ flr3
+
N T \
+
Recombinacion distal al centrémero
mwh
mwh + /
mwh +
+ flr3

\ mwh
+ flrs \ +

No Disyuncion

flr3

MANCHA SENCILLA mwh

flrs

flrs

MANCHA SENCILLA mwh

66



Anexo 5.
Discos Imaginales

Los discos imaginales consisten en sacos compuestos de dos laminas de epitelio con
forma de disco. Estas estructuras aumentaran en forma progresiva su tamafio casi mil
veces pero se mantendran esencialmente indiferenciadas durante el resto de la
embriogénesis y de la vida larval. Mas tarde, durante la metamorfosis, los discos
imaginales cambiaran radicalmente su forma, plegandose y extendiéndose para dar
lugar a las diversas partes individuales que compondran el futuro adulto (ojos, patas,
alas, antenas, etc.). Al final de la metamorfosis, estas partes se ensamblan unas con

otras y, finalmente, el adulto ya formado emerge del pupario (Curtis et al., 2008).

Larva ﬁ> Metamorfosis ﬁ> Mosca Adulta

Glandulas Discos imaginales
salivales

; 8,

¢ Partes de la: e
=N

boca E

Antena

Ala

Ala

Genitales

Fig. 28.- Discos imaginales y estructuras adultas que forman

Modificado de: http://students.iitk.ac.in/projects/timeline
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Anexo 6.
Cepas utilizadas para SMART y CLs.

En el laboratorio de Genética Toxicoldgica se utilizan tres cepas de D. melanogaster:
“‘multiple wing hairs” (mwh/mwh), “Oregon-flare” (ORR(1); ORR (2) y flr3/TM3, Bds)

“flare” (flr’/TM3, Bds) los cuales presentan los marcadores siguientes (Graf, 1995).

1. “‘multiple wing hairs” (mwh), mutacién recesiva homocigota viable, que se localiza
en el brazo izquierdo del cromosoma 3 (3-0.3); en homocigosis produce tricomas
multiples por célula (Figura 29) en lugar de un solo tricoma de la condicidn silvestre
(Graf et al., 1996; 1984).

\“ \ ‘ v /.—-—"—-“‘\\

\\\ \\\\.\\ LA o A \
\ \

\\ \\ A
\ \

\\ \\
Fig. 29.- Expresion fenotipica de tricomas Fig. 30.- Expresion fenotipica de ala con
multiples del marcador mwh. marcador mwh
2. Oregon-flare posee las caracteristicas de la cepa flare y presenta los

cromosomas 1y 2 de la linea Oregon. El cromosoma 2 lleva la mutacion dominante Rst
(2) DDT, localizada en la region 43E, (2-64.5), que provoca alta expresiéon de una
proteina inductora de los genes CYP (CYP6a8 y CYP6a9 del cromosoma 1y CYP6a2
del cromosoma 2). Estos genes expresan enzimas del complejo enzimatico CYP450s.
Esta mutacion confiere en consecuencia, no solo la resistencia al DDT e insecticidas
organofosforados en larvas y adultos, sino también el incremento general en el
metabolismo xenobidtico (Graf et al., 1998; Graf y Van Schaik, 1992).
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3. fir3/TM3, Bds (flare), mutacion recesiva localizada en el brazo izquierdo del
cromosoma 3 (3-38.8) que afecta la forma de los tricomas al expresarse como tricomas
mal formados y cortos con apariencia de flama o roseta de maiz (Figura 31). En
homocigosis es letal por lo que la cepa posee el cromosoma balanceador TM3 que le
confiere una triple inversion: Third Multiple 3, lo que reduce la probabilidad de obtener
recombinacién entre los cromosomas del par 3 durante la meiosis, manteniendo asi
intacto al gen mutante de interés, ya que se impide la formacion de nuevos arreglos
cromosomicos originados por recombinacién. Se puede reconocer fenotipicamente el
marcador flare por la presencia del gen dominante Bds (Beaded- Serratia) que se
manifiesta como muescas en el borde de las alas (Figura 32), localizado en el brazo
derecho del cromosoma 3 (3-92.5), el cual también es letal en homocigosis (Graf et al.,
1996; 1984).

& o'y
' / / w .= / e ‘ - .
/ & o > Q: o’ ’//i ¢

“ : A " > £ o ) 5 ’

Fig. 31.- Expresion fenotipica de tricomas Fig. 32.- Expresion fenotipica de ala con
malformados del marcador flr3. marcador Bd*®

En este trabajo se uso la CE que se realiza con hembras virgenes de la linea flare y con
machos de la linea mwh (Graf et al., 1989). La CE se caracteriza por tener regulada la
expresion de los genes Cyp450, en esta cruza se producen dos tipos de genotipos:
transheterocigotos mwh, flr3+/ mwh+, flr® y heterocigotos mwh, flr3/ mwh+, flr3+. Detecta
principalmente mutagenos directos (Graf et al., 1996), pero también puede detectar

mutagenos indirectos o promutagenos.
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Anexo 7

Dimorfismo sexual
= Hembras
= Mayor tamafio

= Abdomen acabado en punta y
grueso

=>» Dorso del abdomen con bandas
transversales oscuras y separadas
unas de otras hasta el final del

mismo

=>» Machos

=>» Menor tamarfio

=>» Extremo de abdomen redondeado

Ultimas bandas transversales
fusionadas, lo que le da una
apariencia oscura al final del

mismo.

Poseen un peine sexual (quetas

modificadas) en el primer segmento

tarsiano del primer par de patas

Fig. 33.- Dimorfismo sexual de D. melanogaster
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Anexo 8.
Resultados de la prueba U de Mann-Whitney y Wilcoxon.

Prueba no paramétrica de Mann-Whitney y Wilcoxon donde solo se comparan los datos

contra la hipétesis nula, usando el programa estadistico STAT Graphics version 6.0.

Este programa nos da como resultado las tablas que se muestran abajo, de ellas se

obtienen las Z ajustadas y dependiendo de:

e sielvalor de Z ajustada es negativo entonces:

p/2 - si > 0 = 0.05 entonces no es significativo.

- si < 0.05 entonces si es significativo.

e sielvalor de Z ajustada es positivo entonces:

1-p/2 - si > 0 = 0.05 entonces no es significativo.

- si < 0.05 entonces si es significativo.

1.- Las diferencias entre los testigos Agua y EtOH 5% para manchas pequefas,

grandes, gemelas y totales no fue significativa.

71



STATISTICA - [Workbook4* - Mann-Whitney U Test (Datos Zaira pruebas de U)]

Eile Edit View Insert Format Statistics Data Mining Graphs Tools Data Werkbook Window Help

= E =N @ <t @k Addto Workbook ~ Addto Report = Add to MSWord - 5 | é2 N2
|Aria| ﬂ |1Uj B J7 U E=E=QR é‘i'm'% *ad 0 | = Bl w2 :;3 Vars ~ Cases"x_
a Workbookd* ) Mann-VWhitney U Test (Datos Zaira pruebas de U)
E@ MNonparametrics (Dz By variable concentracidn
=45 Nonparametric Marked tests are significant at p <.05000
[E] Mann-Whitr Rank Sum |Rank Sum U z p-level Z ‘ plevel [Valid N ‘Valid N [2*1sided
----- [ Mann-Whitr |variable agua EtOH 5% adjusted agua |EtOH 5% exact p

pequefias [ 3645.0001 3612.000) 1782.000 0.094475 0.924731) 0.100606  0.919863 60 60 0.927090
grandes 3600.000° 3660.000| 1770.000 -0.157459 0.874883 -0.454925 0.649164 60 60 0.877408
gemelas 3630.000 3630.000| 1800.000 0.000000 1.000000 60 60
totales 3628.500 3631.500| 1798.500 -0.007873 0.993718 -0.008341 0.993345 60 60 0.993742
mwh 3651.000 3609.000| 1779.000 0.110221 0.912234 0.116778 0.907036 60 60 0.914636

2.- Las diferencias entre el testigo EtOH 2.5% y GHPMF 8uM para manchas pequefias,
grandes, gemelas y totales no fue significativa.

STATISTICA - [Workbook4* - Mann-Whitney U Test (Datos Zaira pruebas de U)]

File Edit View Insert Format 5Statistics Data Mining Graphs Tools Data Workbook Window Help

= @ S & B < @& Addto Workbook ~ Add to Report = Add to M5 Word ~ 25 | &2 K2 |
[ Arial ~fo -8 ru = 0% = Bl w12 Vars~ Cases~ 5=l
a Workboold™ Mann-Whitney U Test (Datos Zaira pruebas de U)
E‘ @ Nonparametrics (Dz By variable concentracion
- Nenparametric Marked tests are significant at p <. 05000
[E] Mann-Whitr Rank Sum| Rank Sum ‘ U ‘ Z ‘ plevel z ‘ plevel ‘ Valid N Valid N [2*1sided
: [ Mann-Whitr |variable EtOH 2.5% | GHPMF 8um adjusted EtOH 2 5%)| GHPMF Bum | exact p
@Nonparametncs(Dc pequefias [ 3637 500 3622.500 1792500 0.039365 0.968600 0.04308 0.965638 60 60| 0.968718
5@ Monparametric 1 | grandes 3510.000 3750.000 1680.000  -0.629837 0.528802 -1.31564 0.188296 60 60| 0.531869
----- “..JE] Mann-Whitr || gemelas 3630.000 3630.000 1800.000 0.000000 1.000000 0.00000 1.000000 60 60| 1.000000
totales 3527.500 3732.500 1697.500) -0.537985 0.590587 -0.58242 0.560285 60 60| 0.591853
mwh 3527500 3732.500 1697.500  -0.537985 0.590587 -0.58242 0560285 60 60| 0.591853

3.- Las diferencias entre el testigo EtOH 5% y GHPMF 16uM para manchas pequenias,

grandes, gemelas y totales no fue significativa.

STATISTICA - [Workbookd* - Mann-Whitney U Test (Datos Zaira pruebas de U)]

Eile Edit View Insert Format 5Statistics Data Mining Graphs Tools Data Workbook Window Help

= '@ =T ® < #h Add to Workbook ~ Add to Report ~ Add te MS Word ~ £ | & K2
[ Arial o] |lmru|=s= 8 = £l w7 33 Vars v Cases - B2 | [
(3 Workbookt® Mann-Whitney U Test (Datos Zaira pruebas de U)
E‘ @ MNonparametrics (Dz By variable concentracidn
@ Monparametric Marked tests are significant at p <.05000
[ Mann-Whitr Rank Sum| Rank Sum u z plevel Z plevel [ Valid N Valid N [2*1sided
[ “{E] Mann-Whitr |variable EtOH 5% | GHPMF 16um adjusted EtOH 5%| GHPMF 16um | exact p
E@Noﬂparametncsmc pequeiias [ 3823.500 3436.500 1606.500 1.015612 0.309815 1.09165 0.274987 60 60 0.311018
E@Nonparametnc. grandes 3450.000 3810.000 1620.000 -0.944755 0.344785 -1.81812 0.069047 60 60 0.347412
----- ...[E] Mann-Whitr | gemelas 3600.000 3660.000 1770.000 -0.157459 0.874883 -1.00000 0.317311 60 60 0.877408
E@Nonpa,amﬂ,.cs(gc totales 3719.500 3540.500 1710.500 0.469753| 0.638532 0.49950 0.617428 60 60/ 0.639704
- Nonparametric | mwh 3695.500 3564.500 1734.500 0.343786 0.731008 0.36572 0.714574 60 60 0.731944
Fil == VI Ty
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4.- Las diferencias entre el tratamiento GHPMF 4 uM con respecto al testigo EtOH
1.25% para manchas grandes y gemelas no fue significativa, mientras que si se

encontrd significancia en la comparacién de manchas pequefas y totales.

STATISTICA - [Workbook4* - Mann-Whitney U Test (Datos Zaira pruebas de U)]

' File Edit View Insert Format Statistics Data Mining Graphs Tools Data Workbook Window Help

It (= E a4 B < |« ou | @4 AddtoWorkhook - Addto Report = Add ta MS Word En? .
[arial ~[o-] B 1u = A2~ [ e o B | B) wee 22 Vars + Cases~ [B2 <] [BT
=) Eﬂforkbmk‘v ) Mann-Whitney U Test (Datos Zaira pruebas de U)
3 Nonparametrics (Dz By variable concentracidn
=p Nonparametric | Marked tests are significant at p <.05000
[ Mann-Whitr Rank Sum | Rank Sum U ‘ z plevel | z plevel Valid N Valid N [2*1sided
[ Mann-Whitr |variable | EtOH 1.25% | GHPMF 4um | adjusted EtOH 1.25%| GHPMF 4um | exact p
) Monparametrics (Dz | pequefias [ 3967000 3273.000] 1443.000) 1.873764  0.060964 2 025374| 0042830 60| 60/ 0.061160
=455 Nonparametric « | grandes 3807.000]  3453.000 1623.000 0.929009 0352885 1.669165 0.095086 60 60| 0.355547
! *.E] Mann-Whitr | gemelas 3630.000 3630.000 1800.000, 0.000000 1.000000 _ 60 &0
F1455) Nonparametrics (De | totales 4061.0000  3199.000 1369.000 2.262163| 0.023688 2.416928 0.015653 60/ 60| 0023473
=455 Nonparametric , | TWh 4061.000 3199.000  1369.000 2 262163 0.023685 2416928 0015653 60 60| 0.023473
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