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“Hay una fuerza motrizg

mas poderosa que el vapor

la electricidad y la energia atémica:

la voluntad”

Albert Einstein
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Abstract

Chagas evil is a Latin America’s endemic disease caused by the
Trypanosoma cruzi protist, but in the last year’s contagion outside this zone had
been increased. The medical problem lies in that drugs used to combat this
parasite have harmful effects on health; this circumstance had increase the interest
in the synthesis of new drugs for treat the disease. Dr. Hernandez Luis and their
collaborators, of the Department of Pharmacy, of the Chemistry Faculty of the
UNAM, have developed structure derivatives of the trypanocidal drug 2,4,6-
triaminquinazoline. The objective of the present work was evaluate the possible
toxic and genotoxic effects of the trypanocidal D-1(2,4-diacetoamine-6-amine 1,3
diazonaftaleno) in Drosophila melanogaster. Previously, the CLso toxicity test was
performed in the flare and Oregon R(R)-flare strains of D. melanogaster with
concentrations 1.97, 3.95, 7.9, 15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 and 508 puM of D-1,
using EtOH 2% as a dissolvent control. Results did not show meaningful
differences between treatments, pairing against the dissolvent control, but we
found meaningful differences between the strains. For the standard cross of the
SMART bioassay in D. melanogaster or wing spot test, the D-1’s concentrations
used were 2, 4, 8 and 16 pM; EtOH 2% was used as a dissolvent and negative
control and DMN 76 pM as a genotoxic positive control. Results indicated that the
negative control EtOH 2% did not show genotoxic effects; as was expected,
because DMN is a pro-carcinogen and a positive control, this compound was
genotoxic; all D-1 concentrations were not genotoxic. On the other hand, EtOH 2%,
DMN and D-1’'s 4, 8 and 16 uM concentrations altered the cumulative size
distribution of the mwh clones and the HPLC test showed no traces of the D-1 in
the treated organisms. We concluded that the D-1’s concentrations: 4, 8 and 16 uM
were cytotoxic, and any of them were genotoxic; because HPLC and CLso results,

we assume that the D-1 should have been metabolized.
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RESUMEN

El mal de Chagas, es una enfermedad endémica de América Latina
causada por el protista Trypanosoma cruzi, pero en los Ultimos afios el contagio
fuera de esta zona ha ido en aumento. Su probleméatica médica radica en que los
medicamentos utilizados para combatirla presentan efectos dafinos a la salud;
esta circunstancia ha aumentado el interés en la sintesis de nuevos medicamentos
para tratar la enfermedad. ElI Dr. Hernandez Luis y sus colaboradores, del
Departamento de Farmacia, de la Facultad de Quimica de la UNAM, han
desarrollado una serie de tripanocidas derivados de la estructura base 2,4,6-
triaminquinazolina. El objetivo del presente trabajo fue evaluar los posibles efectos
toxicos' y genotoxicos del tripanocida D-1 (2,4-diacetoamina-6-amina 1,3
diazonaftaleno) en Drosophila melanogaster. Previamente, se realizo la prueba de
toxicidad CLso en las cepas flare y Oregon R(R)-flare de D. melanogaster con las
concentraciones 1.97, 3.95, 7.9, 15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 y 508 uM del D-1,
usando EtOH 2% como testigo disolvente, ; los resultados no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo, pero si entre las cepas.
Para el bioensayo SMART en ala de D. melanogaster o prueba del ala,cruza
estandar, se utilizaron las concentraciones 2, 4, 8y 16 uM del D-1, EtOH 2% como
testigo negativo y disolvente y la DMN a la concentracion 76 uM como testigo
genotoxico positivo. Los resultados indicaron que el EtOH 2% no presentod efectos
genotoxicos; como se esperaba, porque el DMN es un pro-cancerigeno y control
positivo, este compuesto fue genotoxico; todas las concentraciones del D-1 no
fueron genotoxicas. Por otro lado, el EtOH 2%, la DMN y las concentraciones 4, 8
y 16 uM del D-1 alteraron la distribucién acumulada del tamafio de los clones mwh
y la prueba de HPLC no mostré trazas del D-1 para los organismos tratados. Se

concluye que a las concentraciones 4, 8 and 16 uM el D-1 fue citotdxico, pero no

1 Esta palabra y algunas otras se encuentra incluidas en el glosario (Anexo IX), teniendo

como intencién facilitar la lectura del presente trabajo.
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fue genotdxico en ninguna de las concentraciones utilizadas; considerando los
resultados del HPLC y de la CLso, se concluye que el D-1 debio haber sido

metabolizado.
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INTRODUCCION

Tripanosomiasis americana

La tripanosomiasis americana es causada por el protista Trypanosoma cruzi (ciclo
de vida vea Anexo |), esta enfermedad afecta alrededor de ocho millones de
personas en todo el mundo y la mayoria de ellas se encuentra en zonas rurales de
América Latina, donde la enfermedad es endémica (Carrada-Bravo, 2004; OMS,
2016). En los ultimos afios, el incremento de la migracion poblacional alrededor
del mundo ofrecié un mayor riesgo de transmision en zonas no endémicas (Dias et
al., 2002), como es el caso de Estados Unidos, Canada, Japon, Australia y paises
europeos, que han reportado un incremento en el porcentaje de personas
infectadas (mapa de incidencia en Anexo Il; Gascon et al., 2009; Albajar-Vifias y
Diaz, 2014; WHO, 2015).

En América Latina, se trasmite principalmente por triatdminos de la familia
Reduviidae, comunmente llamados chinches besuconas (OMS, 2016). Cuando el
triatbmino infectado pica al organismo (mamiferos) para alimentarse de su sangre,
excreta heces con tripomastigotes metaciclicos (forma infectante del parasito), que
entran a través de la herida provocada por la picadura y se esparcen por el
torrente sanguineo (Carrada-Bravo, 2004; Uribarren, 2013), pero también puede
adquirirse por ingestidon de alimentos o bebidas contaminadas (Yoshida et al.,
2011). En Europa, las principales fuentes de transmision de esta enfermedad se
dan a través de transfusiones de sangre, trasplante de 6rganos contaminados y
por transmision vertical (Carrada-Bravo, 2004; Gascon et al., 2009; Uribarren,
2013; WHO, 2015).

La enfermedad presenta dos fases (aguda y cronica) y entre ellas hay un
periodo donde no se presentan sintomas, que algunos llaman “crénico
asintomatico”; como su nombre lo indica, este periodo se caracteriza por la falta de
sintomas y la desaparicion de tripomastigotes metaciclicos en el torrente

sanguineo (Coura y Borgues-Pereira, 2010; Uribarren, 2013).
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La fase aguda, se da entre los dos y cuatro meses posteriores al contagio, y
a pesar de que durante este periodo los parasitos se encuentran circulando en
gran cantidad por el torrente sanguineo, en la mayoria de las personas la
enfermedad suele ser asintomatica o solo presenta alteraciones leves como el
signo de romairia, fiebre, anorexia, ndusea, vomito, diarrea, entre otros (Coura y
Borgues-Pereira, 2010; Uribarren, 2013; Albajar-Vifias y Diaz, 2014).

La fase cronica, se presenta cinco afios después de la infeccidon, aunque en
ocasiones puede tardar hasta 40 afios en aparecer, debido a la formacién de
pseudoquistes denominados “nidos de amastigotes”, principalmente en el corazén
qgue con el tiempo pueden llegar a provocar arritmias, insuficiencia cardiaca,
aneurismas y embolias. También se encuentran en el tubo digestivo, causando
pérdida de peso, ruptura de eséfago, obstruccidn intestinal, ulceracion, y gastritis
cronica, lo que deriva en megaesofago y megacolon chagésico (Coura y Borgues-
Pereira, 2010; Uribarren, 2013; Albajar-Viias y Diaz, 2014).

Esta enfermedad repercute en importantes pérdidas econémicas para los
paises y las familias; por ejemplo, en Colombia el costo fue de $267 millones de
dolares para todos los pacientes registrados durante el 2008 (OMS, 2017); en
México se estima una inversion de $234 dolares por persona, si se trata en la fase
aguda de la enfermedad, mientras que, si se detecta en la fase asintomatica el
costo asciende a $11 558 délares, el costo incluye dias de incapacidad laboral,
hospitalizacion, tratamiento, pruebas de laboratorio y seguimiento médico. Como
se observa el monto puede cambiar dependiendo de la etapa en la que se detecte,
siendo mas favorable el tratamiento durante el estado agudo de la enfermedad
(Lee et al., 2013; Ramsey et al., 2014).

Tripanocidas

Para combatir la tripanosomiasis se han sintetizado diferentes compuestos,
basandose en las diferencias metabdlicas entre el parasito y el humano. Mientras
que el hombre tiene mecanismos eficientes para metabolizar las especies

reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), el tripanosoma carece de
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enzimas como la catalasa y glutation reductasa, y posee una baja actividad de
superéxido dismutasa, que son claves en los procesos antioxidantes (Wilkinson y
Kelly, 2003; Maya et al., 2007).

Ademas, T. cruzi presenta enzimas que intervienen en la obtencién de timina
(esencial en el proceso de replicacion y reparacion del DNA) via de novo
diferentes a las de mamiferos como la Pteridin reductasa (PTR1), y la enzima
bifuncional Dihidrofolato reductasa-Timidilato sintasa (DHFR-TS), esta ultima en
mamiferos es monofuncional, es decir, por una parte, se encuentra la DHFR y por
otra la TS (O’Neil et al., 2003; Pérez-Brandan et al., 2011). Por lo que se han
desarrollado compuestos que generen ROS o que interfieran con la DHFR-TS
(Carrada-Bravo, 2004; Maya et al., 2007).

Los tripanocidas mas utilizados son Nifurtimox® (NFX®; N-(3-methil-1,1-
dioxo-1,4-tiazinan-4-il)1-1(5-nitro-2-furil; numero de CAS 23256-30-6) de Bayer; el
Benznidazol® (BNZ; N-benzil-2-nitroimidazol-1-acetamid; numero de CAS 22994-
85-0) sintetizado por Roche, quien posteriormente vendié los derechos, y el
Metotrexato (MTX; 4-amino-4 deoxi-10-metilpteroil-L-acido glutamico; nimero de
CAS 50-05-2). Los primeros dos generan ROS, a través de la reduccion de sus
grupos nitro por la accién de nitroreductasas (Repetto et al., 1996; Buschini et al.,
2009; Hall y Wilkinson, 2012), mientras que, el metotrexato genera metabolitos
que pueden competir con el folato reducido causando inhibicién enzimética de la
DHFR-TS, esenciales para la sintesis de timina, acidos nucleicos y proteinas
(Genestier et al., 2000; Raether y Héanel, 2003; Smith y Nelson, 2008. Revise el

Anexo VIl para mas informacion).

Hasta el momento, los compuestos utilizados como tripanocidas presentan
mayor efectividad contra el parasito en la fase aguda de la enfermedad, y ademas
tienden a provocar efectos secundarios toxicos (anorexia, pérdida de peso,
alteraciones fisicas, falta de suefio, manifestaciones digestivas) y genotoxicos
(recombinacion, apoptosis, clastogénesis) (Kaneshima y Castro-Prado, 2005;
Dadhania et al., 2010; Buschini et al., 2009). Por el contrario, en la fase cronica el

tratamiento depende de la susceptibilidad del paciente a los efectos de los
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farmacos, debido a que requieren ser administrados durante periodos prolongados
por lo cual se plantea la necesidad de sintetizar nuevos tripanocidas (Rodriguez y
de Castro, 2002; Maya et al., 2003).

El desarrollo de nuevos medicamentos comienza con la investigacion del
mecanismo de accion y actividad biolégica de diferentes compuestos (Hernandez
et al.,, 2010), eligiéndose aquellos que presenten buenos resultados. Como
ejemplo tenemos a las quinazolinas, compuestos heterociclicos formados por un
anillo de benceno y uno de pirimidina, que han mostrado varias propiedades
biolégicas, entre las que se encuentran, diuréticas, antiinflamatorias,
anticancerigenas y tripanocidas (Connolly et al., 2005; Mohamed, 2012; Xi, et al.,
2013).

Lo anterior es motivo por el cual, cada vez mas investigadores se interesen
en sintetizar compuestos a partir de esta estructura, como el Dr. Francisco
Hernandez Luis y sus colaboradores, del
Departamento de Farmacia de la Facultad de )|\

Quimica de la UNAM, quienes retomaron la HN

investigacion de Davoll y colaboradores N e
. . . H,N PR

(1972) y sintetizaron varios derivados de la  ~ N/ NH

estructura base 2,4,6-triaminquinazolina; uno
Fig. 1. Estructura del tripanocida

D-1.

de ellos es el D-1 (2,4-diacetoamina-6-amina
1,3 diazonaftaleno) (Figura 1) que se sintetizé

para evaluarlo como posible tripanocida.

Los compuestos sintetizados a partir de la estructura 2,4,6-
triaminquinazolina, presentan una mayor afinidad por la enzima DHFR de T. cruzi
qgue por la de mamiferos, esta propiedad se debe a que la DHFR de T. cruzi
presenta residuos mas lipofilicos. En la regién | la enzima del tripanosoma
presenta aminoacidos aromaticos como Phe o Try, mientras que, la del humano
contiene Asn que es un aminoacido polar y la vuelve mas hidrofilica (Khabnadideh
et al., 2005; Mendoza et al., 2015).
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Pruebas de mutagenicidad

Actualmente, existen cerca de 140 millones de sustancias naturales y sintéticas
registradas en la base de datos de Chemical Abstracts Service, nimero que
aumenta continuamente. Algunas de ellas pueden presentar cierto grado de
toxicidad, y dafio genético; en células somaticas pueden ocasionar cancer y en
germinales afectar a la descendencia de los individuos (Rodriguez-Arnaiz, 1994).
La toxicologia es la encargada de estudiar las interacciones quimicas y biologicas
presentes entre los seres vivos y las sustancias a las que se encuentran
expuestos, para conocer y comprender los efectos que éstas puedan provocar en
el organismo. Con el tiempo la toxicologia se ha dividido en ramas de acuerdo a lo
que se quiera investigar, por ejemplo, se encuentran la toxicologia clinica, la

forense, la ambiental y la génetica (OIT, 2012).

La toxicologia genética, estudia la interaccidén de agentes fisicos y quimicos
con el material genético, considerando cualquier cambio en el funcionamiento
normal de la célula, y, por tanto, del organismo, como una respuesta toxica a la
exposicién o consumo de sustancias (Pefia et al., 2001; Bello y Lopez, 2001;
Guachalla y Ascarrunz, 2003). Para evaluar el dafio que puedan llegar a causar
estos compuestos se utilizan diferentes pruebas, que pueden ser in vivo 0 in vitro
(Hernandez et al.,, 2010) tales como la prueba de Ames, el intercambio de
crométides hermanas, micronucleos, aberraciones cromosémicas, ensayo cometa
y la prueba de mutacién y recombinacion somaticas (SMART, por sus siglas en
inglés) (McCann y Ames, 1976; Ostling y Johanson, 1984; Fenech y Morley,
1985).

SMART en ala de D. melanogaster

La mosca de la fruta o D. melanogaster, es un organismo holometadbolo muy
utilizado en genética como modelo bioldgico, ya que presenta diferentes ventajas
al compararla con otros modelos. Por ejemplo, debido a su pequeiio tamafo, el

espacio que se necesita en un laboratorio es pequefio; los costos para mantenerla
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se reducen; las hembras ponen una gran cantidad de huevos que nos permiten
realizar una mayor cantidad de réplicas experimentales, lo que asegura una
representatividad estadistica; ciclo de vida (Anexo Ill) corto, ayudando a realizar
experimentos con mayor rapidez en comparacién con otros modelos bioldgicos u
otras pruebas en D. melanogaster; alrededor de 77% de secuencias de genes de
enfermedades humanas presentan homologia en D. melanogaster (Kaun et al.,
2012; Reiter et al., 2001). Ademas, entre Drosophila y mamiferos, la identidad
global de nucleétidos o aminoacidos es homoéloga en aproximadamente 40%, sin
embargo, para dominios funcionales puede ser de 80 a 90% (Pandey y Nichols,
2011).

SMART en ala de D. melanogaster es una prueba in vivo, que detecta
cuatro tipos de dafio genético: aneuploidia, recombinacién, delecion y mutacién
(Anexo V), por la accién de agentes quimicos y fisicos. Se basa en la pérdida de
heterocigosis de genes marcadores en las células de los discos imaginales de las
larvas (Anexo V). El dafio se expresa en las alas del adulto, como clones o
manchas de células mutantes (se observan como cerdas multiples o mal formadas

en comparacion con el fenotipo silvestre o normal (Graf et al., 1984).

Las manchas pueden ser simples o gemelas, en el primer caso, solo se
expresara un marcador (mwh o flr®), y dependiendo del nimero de células
afectadas, la mancha sera pequefia (1-2 células) o grande (3 o mas células), en el
segundo se encontraran presentes ambos marcadores mwh y flr® (Graf et al.,
1984). En este bioensayo se utilizan tres cepas mutantes “multiple wing hairs”,

“flare”, y “Oregon R(R)-flare”.

6

¢ multiple wing hairs (mwh/mwh):

Presenta el marcador genético mwh, mutacion recesiva homocigota viable,
se localiza en el brazo izquierdo del cromosoma 3, 0.3 cM expresandose
fenotipicamente como cerdas multiples, en lugar de la Unica cerda como en

la condicion silvestre del ala (Graf et al., 1984).
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flare (flr3):

Es un marcador genético recesivo, letal en homocigosis y se encuentra
localizado en el brazo izquierdo del cromosoma 3, 38.8 cM. Su expresion
fenotipica es de cerdas malformados o cortos, con apariencia de roseta de
maiz. Para evitar la letalidad del marcador, esta cepa, posee el balanceador
TM3 (In(BLR)TM3 (inversién (3 Left, Right) Third Multiple 3) con tres
inversiones (dos pericéntricas y una paracéntrica), que reduce la posibilidad
de obtener recombinacién entre los cromosomas manteniendo intacto el
gen mutante de interés. Para reconocer fenotipicamente la presencia del
marcador flr3, esta cepa también porta el gen dominante BdS (Beaded-
Serratia), que se expresa como muescas en el borde de las alas (Graf et
al., 1984).

Oregon R(R)-flare3 (ORR (1); ORR (2); flr3/TM3, BdS):

Presenta las mismas caracteristicas que la cepa flare, pero ademas posee
los cromosomas 1y 2 de la cepa mutante Oregon resistente a insecticidas.
El cromosoma 2, tiene la mutacion dominante Rst (2) DDT/Cyp6gl (48E7-
48E7) que provoca la expresion de una proteina inductora de los genes
Cyp450: Cyp6a8 y Cyp6a9 en 2R (51D1-51D1) y Cyp6a2 en 2R (42D1-
42D1) (FlyBase, 21/04/17) lo cual hace que tenga cantidades altas de
algunos Cyp450s (Frolich y Wdurgler, 1989); la mutacion le confiere
resistencia al DDT, insecticidas organofosforados e incremento general en
el metabolismo xenobidtico (Graf y Van Schaik, 1992; Saner et al., 1996).

Con estas cepas se realizaron dos cruzas, la estandar (hembras virgenes

flare y machos mwh) que posee niveles regulados de Cyp450s, y la de
bioactivacién elevada (hembras virgenes Oregon R(R)-flare y machos mwh) con
niveles altos de Cyp450, la comparacion de estas dos cepas permite el estudio de

compuestos promutagenos (Graf y Van Schaik, 1992).
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Metabolismo xenobidtico

El término “xenobidtico” se utiliza para definir cualquier sustancia ajena al
organismo, ya sea nhatural o sintética, la mayoria son de naturaleza lipofilica, lo
que dificulta su eliminacion, pero les permite entrar al interior celular, interactuar
con moléculas e interferir en su funcionamiento. Por lo cual, necesitan ser
transformados a compuestos mas hidrosolubles para ser excretados y facilitar su
eliminacion, proceso que se conoce como metabolismo xenobidtico o
biotransformacion y comprende tres fases (Coutifio et al., 2010; Chang-Hwei,

2012) descritas a continuacion:

¢ Fase l

En la Fase | del metabolismo xenobiético se incorporan grupos funcionales
(-OH, -COOH, -SH, -O- o -NH2) mediante reacciones de oxidacién, reduccién e
hidrolisis, lo que provoca que los xenobibticos sean reconocidos por las enzimas
qgue intervienen en la Fase Il, ademas frecuentemente se aumenta su polaridad.
Algunas de las enzimas encargadas de llevar a cabo estos procesos son
carboxilesterasas, peroxidasas, alcohol deshidrogenasa, nitrorreductasas, flavin
monooxigenasas Yy citocromos P450 (Chang-Hwei, 2012; Chhabra, 1979).

Los citocromos P450 (CYP450s) se encuentran entre las enzimas de mayor
importancia, debido a que se encargan de metabolizar una gran cantidad de
xenobiodticos (familias 1-3), ademéas, se involucran en el metabolismo de
compuestos enddgenos como vitaminas, hormonas y acidos biliares. Comprenden
una superfamilia de hemoproteinas (formadas por complejos hierro-porfirina)
presente en la mayoria de los organismos (Chung et al.,, 2009; Coutifio et al.,
2010; Rodriguez y Rodeiro, 2014).

Los CYP450s pueden encontrarse en todas las células, sin embargo, en el
caso del humano se localizan principalmente en el higado y sistema digestivo, y
en menor cantidad en el riidén y pulmones. Ademas, los genes de estas enzimas

presentan polimorfismos genéticos, que ocasionan variaciones en el grado de
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expresion de una persona a otra (Pitarque et al., 2004). La mayoria de los
xenobibticos que pasan por esta fase se vuelven mas polares, posteriormente en
la Fase Il son conjugados y finalmente en la Fase Il eliminados; sin embargo,
algunos compuestos son denominados promutagenos, debido a que al pasar por
la fase | del metabolismo xenobibdtico son activados transformandose en

compuestos con capacidad genotoéxica (loannies, 2001; Coutifio et al., 2010).

i Fase ll

También es conocida como fase de conjugacion, en ella, los compuestos
provenientes de la Fase | se adhieren a moléculas altamente hidrosolubles lo que
facilita que sean eliminados. En caso de que los xenobidticos ya contaran con
grupos funcionales, podrian pasar directamente a la Fase Il del metabolismo
(loannies, 2001). Las reacciones en esta fase las realizan principalmente enzimas
como la glutation-S-transferasa, uridina difosfato glucuronosiltransferasa,
sulfotransferasas, N-acetiltransferasas y metiltransferasas (Brunton et al., 2007,

Rodriguez y Rodeiro, 2014) provocando lo siguiente:

Glucuronidacion: Reaccion catalizada por UDP-

glucuronosiltransferasa (UGT) que adiciona un acido glucuronico.

Sulfatacién: Llevada a cabo por sulfotransferasas, enzimas que
metabolizan compuestos enddégenos y exdégenos mediante la adicion

de un sulfato.

Glutationizacion: La glutation-S-transferasa es la responsable de
esta reaccion, que agrega un glutation (tripéptido de cisteina,

glutamato y glicina).

N-acetilacion: Realizada por N-acetiltransferasas, adicionando un

grupo acetilo.

Metilacion: La metiltransterasa es la responsable y aflade un grupo

metilo.
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N-nitrosodimetilamina

Los nitratos estan presentes en diferentes compuestos y se reducen a nitritos, que
pueden interactuar facilmente con aminas y amidas, formando compuestos N-
nitrosos, ya sea, nhitrosaminas o nitrosamidas. Se sabe que éstos son agentes
teratogénicos, mutagénicos y cancerigenos (Astiasaran et al.,, 2003; Calvo y
Mendoza, 2012; Repetto, 1995); estan presentes en el tabaco, la cerveza, algunos
alimentos (como la carne, principalmente si esta curada, pescado, productos de
soya, etc.), productos de hule, pesticidas, entre otros (ATSDR, 1989). La mayoria
de los compuestos N-nitrosos son metabolizados en el higado, por enzimas
dependientes de los CYPP450s (Carmean y Reppeto, 2006).

La N-nitrosodimetilamina (DMN, por sus siglas en inglés) comenzd a
utilizarse en la fabricacion de combustible para cohetes, pero al hallar grandes
cantidades en el agua, suelo y aire cercanos a las plantas de produccion, su uso
se descontinué (ATSDR, 1989). Se ha demostrado que la DMN puede causar
necrosis de higado, y producir cancer de higado y pulmén en animales (ATSDR,
1989), hemorragias intestinales, dafio al rifion (Calvo y Mendoza, 2012), y es un

agente genotodxico (Magge y Barnes, 1956).

La DMN es un agente metilante, que se metaboliza a través de los
CYP450s; en una primera fase se genera un radical libre y se forma N-
hidroximetilnitrosamina, que se reordena (presenta un cambio en el arreglo de sus
enlaces), y forma una monometilnitrosamina, posteriormente se produce el ién
metildiazohidroxido, el ion metil diazonio y el metil carbonio. Este Ultimo, es
altamente reactivo con los acidos nucleicos. La mayoria de las metilaciones al
DNA ocurren en el N7 de la guanina, aunque, también se dan en el O%y N3 de la
guanina, y en el N1y N7 de la adenina (Carmean y Reppeto, 2006).
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ANTECEDENTES

Tripanocidas con efecto téxico y genotdxico

Buschini et Evaluaron la BNZ provoca dafio por estrés oxidante.

al., 2009.  genotoxicidad y
citotoxicidad de BNZ, NFX
y MTX, en la prueba de
Salmonella, el ensayo
cometa y micronucleos.

NFX Induce oxidacién en las bases del
DNA, aumenta la frecuencia de
micronucleos y provoca dafio citotoxico

MTX s6lo aumenta la frecuencia de
colonias revertantes en dosis altas.
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Derivados de la quinazolina con efectos toxicos

Autor y afio

Resultados

Berest et
al., 2011.

Moreno et
al., 2012

Spano et

al., 2014.

Khoza et al.,
2015.

Santos-
Cruz, 2016.

Dadhania et
al., 2010.

Investigaron las propiedades citotoxicas en
Photobacterium leiognathi, y antitumorales
en 60 lineas cancerigenas, de 24
derivados del N-cicloalkil-(cicloalkilaril)-2-
[(3-R-2-0x0-2H-[1,2,4]triazino[2.3-
c]quinazolin-6-yl)tiojacetamidas.

Valoraron la actividad biolégica de 35
derivados de 2-tio-,2-seleno-4-amino,2,4-
diseleno quinazolina y pirido[2,3-d]
pirimidinas

Reportan la sintesis y las propiedades
antitumorales de derivados de pirrolo[3,4-
h]quinazolinas

Sintetizaron y evaluaron la citotoxicidad de
22 derivados del imidazo[1,2-
c]quinazolinas, sobre lineas de cancer
(MCF-7 y HelLa)

Evalu6 la genotoxicidad de N6-[4-
(metoxibencil) quinazolina-2,4,6-triamina)
(GHPM) y N6-[4-
(trifluorometoxi)bencillquinazolina-2,4,6-
triamina (GHPMF) en  Drosophila
melanogaster

Investigaron los efectos protectores del
acido o-lipoico en ratas previamente
tratadas con MTX.

Ocho derivados mostraron
citotoxicidad en tratamientos
cronicos.

Cinco tuvieron efecto de
hormesis en concentracion
cronica.

Tres compuestos mostraron

efecto citostatico.

En dos se presentan efectos
citotoxicos.

Cinco derivados presentaron
efectos citotoxicos.
Variaciones en el grado de

toxicidad.

Ambos tripanocidas presentaron
efectos subtoxicos.

El MTX inhibe la DHFR e induce
toxicidad intestinal.
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Jantova et
al., 2004.

Estudiaron los efectos genotoxicos del 9-
bromo-5-morpholono-tetrazol[1,5-
clquinazolina (BMTQ) en cepas de
Salmonella typhimurium, con y sin
activacion metabolica, y los efectos
citotoxicos de nueve derivados del
tetrazol[1,5-c]quinazolinas sobre células
B16.

Los compuestos 2 (9-bromo-5-
morfolino-tetrazol[1,5-
clquinazolina) y 3 (9-cloro-
5morfolino-tetrazol[1,5-
clquinazolina) presentaron los
efectos citotoxicos mas altos.
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Derivados de quinazolina con efecto genotoxico

Autor y afio Estudio Resultados

Jantova et Estudiaron los efectos genotoxicos del 9- El BMTQ es mutagénico.
al., 2004. bromo-5-morpholono-tetrazol[1,5-

clquinazolina (BMTQ) en cepas de

Salmonella typhimurium, con y sin

activacion metabolica, y los efectos

citotoxicos de nueve derivados del

tetrazol[1,5-c]quinazolinas sobre células

B16.

Sekerogluy Valoraron los efectos de un extracto de MTX incrementa
Sekeroglu,  Viscum a&lbum vy quercetina sobre la significativamente la frecuencia

2012. citotoxicidad y genotoxicidad causada por  de micronucleos.

MTX.
Santos- Evalu6 la genotoxicidad de GHPM y ElI GHPM presentd efectos
Cruz, 2016 GHPMF en Drosophila melanogaster genotoxicos.
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Derivados de quinazolina que no presentan efectos

toxicos

Autor y aio

Estudio

Resultados

Doppalapudi
et al., 2012.

Sinha et al.,
2013.

Mendoza-
Martinez et
al., 2015.

Evaluaron el potencial genotoxico
del CP-31398 (N-{2-[2-(4-metoxi-
fenil)vinilo]-quinazolina-4-il}-N,N-
dimetil-propano-1,3-diamina), en la
prueba de Ames, aberraciones
cromosomicas en células de hamster
chino y micronucleos.

Evaluaron la actividad citotoxica de
algunos derivados de 2-(3,5-diaril-
4,5-dihidro-1H-prazil-1-il)quinazolin-4
ona

Estudiaron el efecto toxico de nueve
compuestos derivados de quinazolin-
2,3,6-triamina sobre células Vero.

No se encontraron efectos
en ninguna de las pruebas
utilizadas.

Los derivados
presentaron toxicidad.

no

Ningdn compuesto presenté
toxicidad a las
concentraciones utilizadas.
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JUSTIFICACION

En ocasiones los medicamentos para tratar enfermedades provocan efectos
adversos a la salud, como ejemplo tenemos al NFX, BNZ y MTX que llegan a
presentar efectos tdxicos y genotoxicos (Buschini et al., 2009; Dadhania et al.,
2010), sin embargo, se siguen utilizado para tratar el Mal de Chagas (WHO, 2015)
gue como se ha mencionado antes es una enfermedad parasitaria causada por el
protista Trypanosoma cruzi, es endémica de América Latina, pero en los ultimos
afos se ha extendido a regiones como Canada, Japon, Australia y varios paises
europeos (Dias et al., 2002; WHO 2015). Aumentando el interés en sintetizar
tripanocidas con mejores resultados, entre los compuestos que se han
desarrollado, los derivados de la quinazolina representan una buena opcién
debido a sus propiedades bioldgicas (Connolly et al., 2005; Mohamed, 2012; Xi et
al., 2013). Sin embargo, es necesario comprobar que no causen efectos adversos
con pruebas de toxicidad y genotoxicidad, por lo cual, en el presente trabajo se

evaluo el tripanocida D-1 con el modelo D. melanogaster.

HIPOTESIS

En vista de que los compuestos derivados de la estructura 2,4,6-triaminquinazolina
inhiben la enzima dihidrofolato reductasa, y éstos han mostrado una mayor
afinidad por la enzima bifuncional de T. cruzi (dihidrofolato reductasa-timidilato
sintasa) que por la monofuncional (dihidrofolato reductasa, presente en mamiferos
y en D. melanogaster), se esperaria que el D-1 no presente dafio toxico, ni

genotoxico en las pruebas CLsoy SMART.
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7T

7T

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto toxico y genotoxico del tripanocida D-1 en las pruebas
CLsoy SMART en ala de D. melanogaster, cruza estandar.

Objetivos particulares

Determinar la toxicidad de D-1 en las cepas flare y Oregon R(R)-flare de D.
melanogaster con la prueba CLso.

Determinar la genotoxicidad de D-1 mediante SMART en ala de D.
melanogaster cruza estandar.

Confirmar la eliminacion del D-1 en las cepas flare y Oregon R(R)-flare
mediante HPLC.
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MATERIALES Y METODOS

D-1, donado por el Dr. Francisco Hernandez Luis del Departamento de
Farmacia de la Facultad de Quimica de la UNAM.

EtOH (CAS: 64-17-5) grado HPLC (Fermont® Productos Quimicos
Monterrey, Nuevo Ledn, México).
N-nitrosodimetilnitrosamina (CAS: 62-75-9) 76 mM (Sigma Aldrich, St.
Louis, Misuri, EUA).

Solucién conservadora (5 mL de Tegosept (CAS: 94-13-3; obtenido de
Farmacia Paris, México) en 100 mL de EtOH al 12% y 5 mL de &cido
propionico (CAS: 79-09-4; adquirido de Quimica Meyer, México): &cido
ortofosférico (1:1; de JT Baker, México) aforados a 1L de agua).

Entellan® (CAS: 109223-77-0; Marca Merck®, Darmstadt, Germany).
Extran® (CAS: 68411-30-3).

MetOH grado HPLC (CAS: 67-56-1; de JT Baker, México).

Acido fosférico grado HPLC (CAS: 7664-38-2; de JT Baker, México).
Acetronitrilo grado HPLC (CAS: 75-05-8; de JT Baker, México).
Hojuelas de papa Maggi® (Walmart, México).

Medio instantdneo Carolina (MIC; obtenido de Carolina Biological Supply
Company, Burlington North, EUA.

Cepas de D. melanogaster flare, Oregon R(R)-flare y multiple wing hairs,
estas cepas fueron donadas originalmente por el Dr. Ulrich Graf del Instituto
de Toxicologia (Swiss Federal Institute of technology) de la Universidad de
Zurich, Suiza, mantenidas y propagadas en el Laboratorio de Genética

Toxicoldgica de la FES-Iztacala, UNAM.
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Cultivo y propagacion de D. melanogaster

El cultivo y propagacion de las cepas flare y Oregon R(R)-flare se llevé a cabo en
frascos de 250 mL, con 5 g de hojuelas de papa Maggi® hidratada con 20 mL de
solucién conservadora, en una incubadora a 25 °C y 60 % de humedad relativa
(HR) en total oscuridad. Al tener la cantidad adecuada de organismos se prosiguio
a la sincronizacion de edades (con el propdsito de que las hembras ovopositaran
la mayor cantidad de huevos posibles), para ello, se pasaron a frascos con medio
nuevo por tres dias dejando que ovopositaran, posteriormente se retiraron los
organismos adultos, dejandose Unicamente a las larvas, para finalizar con el

transvase de imagos a frascos con medio nuevo.

Prueba de toxicidad CLs,.

= Para la prueba de toxicidad, primero se realiz6 la

colecta de huevos de las cepas flare y Oregon R(R)-
flare, colocando a los adultos en un medio de
levadura fresca (Figura 2), activada con sacarosa,
durante 8 h, en una incubadora con las condiciones

antes mencionadas. Al cabo de tres dias se

Figura 2. Frascos con

recuperaron larvas de tercer estadio (72 + 4 h de

levadura donde se realizo la ) ,
edad), diluyendo la levadura con agua corriente y

colecta.
pasandola por una coladera de malla fina,

posteriormente se colocaron 10 larvas en cada tubo de ensayo con 0.5 g de MIC y
2 mL de cada tratamiento. Como disolvente se us6 EtOH al 2%, y el D-1 a las
concentraciones de 1.97, 3.95, 7.9, 15.8, 31.75, 63.5, 127, 254 y 508 pM. Las
concentraciones se determinaron con base en el trabajo de Olvera-Romero (2014)
y al grado de disolucion del D-1 en EtOH 2%. Se realizaron tres experimentos
independientes con cinco repeticiones por concentracion. Los organismos

recuperados se cuantificaron para el analisis de resultados.
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Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA factorial con el programa miniTab vs. 6 teniendo un nivel de
significancia de a = 0.05, mediante esta prueba se puede valorar el efecto de
diferentes factores sobre una variable, y se debe determinar si se presentan o no
interacciones entre ambos factores. Dicho lo anterior se tienen las siguientes

hipoétesis para este experimento:

1) Hipotesis nula (Ho): no hay diferencias significativas entre los

tratamientos.

Hipotesis alternativa (Ha): al menos uno de los tratamientos presenta

diferencias significativas.
2) Ho: no hay diferencias significativas entre las cepas.
Ha: si hay diferencias significativas entre las cepas.
3) Ho: no existe interaccion entre los tratamientos y las cepas.

Ha: si existe interaccion entre los tratamientos y las cepas.

SMART

Para realizar la Cruza Estandar (CE) se propagaron las cepas flare y multiple wing
hairs en una incubadora a 25 °C y 60 % de HR, siguiendo con la sincronizacion de
frascos. Posteriormente se aislaron ~500 hembras virgenes de la cepa flare y se
cruzaron con ~300 machos de la cepa multiple wing hairs, en frascos con 5 g de
hojuelas de papa Maggi® hidratado con 20 mL de solucién conservadora. La cruza
se dejo en el medio de cultivo durante tres dias para asegurar el apareamiento.
Posteriormente se realiz6 la colecta de huevos como se describe en parrafos
anteriores, finalmente se coloc6 una cantidad aproximadamente igual de larvas en
tubos de ensayo con 0.5 g de MIC y 2 mL de los tratamientos. El D-1 se utilizé a
las concentraciones 2, 4, 8 y 16 uM disueltas en EtOH 2%. Las concentraciones
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fueron determinadas a partir del trabajo de Olvera-Romero (2014), DMN a 76 pM
como testigo positivo, EtOH 2% como testigo disolvente y agua como testigo
negativo, realizandose tres experimentos independientes con tres repeticiones por
concentracion. Al emerger, los imagos se

recuperaron y se almacenaron en EtOH al 70 %,

posteriormente se montaron las alas en laminillas 19 99 99 99 99
permanentes (Figura 3) con Entellan® vy se ————
revisaron a doble ciego y a 40X, registrandose el  Figura 3. Preparacion
ndmero y el tipo de mancha o clones de células permanente de alas

mutantes (Graf et al., 1984).

Analisis estadistico

Se analizaron los datos con el programa estadistico SMART (basado en la prueba
Kastenbaum-Bowman) no publicado (Frei y Waiurgler, 1988), que analiza
estadisticamente las posibles diferencias entre los datos del testigo y los de los
tratamientos, fundamentandose en la prueba de ji cuadrada para proporciones con
una probabilidad de p<0.05; para el diagnostico del efecto genotoxico con este
programa se utiliza un factor de multiplicacién, siendo m = 2 para manchas
pequefias y totales por ser mas comunes, y para manchas grandes y gemelas m =

5 por ser menos frecuentes. Las hipétesis para decidir en la prueba son:

Ho: La frecuencia de mutacion (inducida + espontanea) de los organismos
tratados, no es mayor que la frecuencia de mutacion de los organismos no

tratados.

Ha: La frecuencia de mutacion (inducida + espontanea) de los organismos

tratados es mayor que la frecuencia de mutacion de los organismos no tratados.
Teniendo cuatro posibles resultados:
i Positivo (+): cuando se acepta Ha y se rechaza Ho

¥ Negativo (-): cuando se acepta Ho y se rechaza Ha
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i Débil (w): cuando se rechazan ambas hipotesis
¥ No concluyente (i): cuando se aceptan ambas hip6tesis

Los resultados débiles y no concluyentes se analizaron con la prueba U de Mann-
Whitney y Wilcoxon (Frei y Wirgler, 1995), que no requiere de una distribucion
normal de los datos (prueba no paramétrica) con modificacion para dos colas p <
0.05 y que considera la variabilidad entre los organismos, con el programa
estadistico STAT GRAFICS version 6.0 para PC.

Para analizar la distribucién acumulada del tamafio de los clones mwh se uso la
prueba de Kolmogorov-Smirnov, es una prueba no paramétrica que mide el grado
de concordancia existente entre dos distribuciones, comparando sus respectivas
frecuencias acumuladas. Se presentan diferencias significativas entre las
distribuciones al tener una p < 0.05, lo que nos indica que la division celular de los
discos imaginales del ala de un tratamiento presenté alteraciones respecto a la del
testigo negativo (Graf et al., 1984).

Cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC)

Esta prueba se realiz6 para confirmar que el D-1 no se hubiera acumulado en el
organismo. Se utilizaron las cepas flare y Oregon R(R)-flare, que fueron
propagadas hasta obtener larvas de 72 + 4 h de edad; posteriormente, se coloco
una cantidad similar de larvas en tubos de ensayo con 0.5 g de MIC y 2 mL de los
tratamientos EtOH 2% y D-1 2, 4, 8 y 16 pM (concentraciones utilizadas en la
prueba SMART). Las larvas tratadas se mantuvieron en una incubadora a 25 °C y
60 % de HR hasta que emergieron como imagos, éstos se recuperaron en EtOH al
70 %, después se homogenizaron por separado 150 organismos de cada
tratamiento, se colocaron en tubos Eppendorf con 500 uL de MeOH grado HPLC,
y se centrifugaron a 14 000 rpm durante 2 min. Posteriormente se inyectaron
volimenes de 20 pL del sobrenadante de cada tratamiento y cepa, y de la solucion
estandar [D-1 disuelto en MeOH (1:9)] a una columna Allsphere ODS-1 de la

marca Grace, con una longitud de 250 mm, un tamafio de particula de 5 pum y un
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diametro interno de 4.6 mm, con un detector de arreglo de diodos con barrido de
200-400 nm. La fase movil estuvo compuesta por 50 % de MeOH, 25 % de
acetonitrilo y 25 % de acido fosforico al 0.05 %, con un tiempo de corrida de 15
min y un flujo de 1.5 mL/min a una temperatura de 23 °C. Los resultados se
obtuvieron con el software OPEN LAB CDS, Chemstation Edition version C.01.05

[35], marca Agilent Technologies.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba de toxicidad CLs,.

El tripanocida D-1 fue subtéxico para la cepa flare, mostrando el porcentaje de
mortalidad mas alto a las concentraciones 1.9, 31.7, 63.5 y 127 uM, con 25.33,
21.33, 23.33 y 22 %, respectivamente. Los resultados son similares a los
reportados por Berest y colaboradores, quienes, en el 2011, sintetizaron y
probaron la toxicidad de 14 derivados de quinazolina, en Photobacterium
legiognathi cepa Sh1l, de los cuales, cinco presentaron una toxicidad menor a 25%
en todas las concentraciones. También Santos-Cruz, en el 2016, evalud la
toxicidad de dos derivados de la quinazolina en las cepas flare y Oregon R(R)-flare
de D. melanogaster, reportando efectos subtdxicos similares para ambas cepas.

En el caso de la cepa Oregon R(R)-flare, que tiene niveles elevados de
Cyp450s, tampoco se llego a la CLso, presentd una mortalidad < CL20 para todas
las concentraciones, lo que concuerda con lo obtenido por Mendoza-Martinez y
colaboradores, en el 2015, quienes sintetizaron y probaron la toxicidad de nueve
derivados de la quinazolina sobre células Vero, sin encontrar un marcado efecto
téxico. También concuerda con lo reportado por Olvera-Romero, en el 2014, quien
probé la toxicidad del GHPMF (compuesto derivado de la estructura 2,4,6-
triaminquinazolina, con un grupo bencil en el N® que estd unido a un
trifluorometoxi), sin encontrar efectos téxicos en la cepa Oregon R(R)-flare de D.

melanogaster.
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El tripanocida D-1 present6 una toxicidad menor a 25 %, sugiriendo que su
estructura no provoca efectos toxicos a las concentraciones probadas, ya que, al
compararlo con otros derivados de la quinazolina como el BTQM y dos de sus
derivados, podemos observar que estos ultimos presentan un efecto citotoxico
sobre células B16 y HelLa (Jantova et al., 2004), y cinco derivados del N-cicloalkil-
(cicloalkilaril)-2-[(3-R-2-0x0-2H-[1,2,4]triazinol [2,3-c]quinazolina-6-yl)tio]Jacetamida
gue presentaron toxicidad en la cepa Sh1l de Photobacterium legiognathi (Berest
et al., 2011).

90 #

30 * #
704 ¥ * " £

60 L *

50 k.

ﬁ .
L L a8 LA TTTTTTTTY

Concentracicn LTS T = T - T S TR - T TR . T . T T T T T TR - T~ T T
R A T @ g G

Mortaidad

Cepa flare Oregon-flare

Fig. 4. Porcentaje de mortalidad de las cepas flare y Oregon-flare de D.
melanogaster tratadas con D-1. Las cajas representan el 50% de los datos
analizados con la mediana representada por la raya horizontal y con los valores
minimos y maximos en los extremos, representados como lineas verticales; los
asteriscos muestran los datos fuera del rango.
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Fig. 5. Porcentaje de mortalidad en las cepas flare y Oregon R(R)-flare tratadas con
D-1. Las cajas representan el 50 % de los datos analizados, con los valores
minimos y maximos en los extremos, los asteriscos muestran datos fuera del
rango.

La Figura 4 representa los datos obtenidos por el ANOVA, el analisis indica
gue no hay diferencias significativas entre los tratamientos y el testigo disolvente
EtOH 2% (con p = 0.064), tampoco muestra diferencias significativas entre las
interacciones concentracion-cepa al compararlas entre si (con p = 0.715). En la
Figura 5 se representan los datos de la comparacién de ambas cepas mediante el
ANOVA, el andlisis indicé diferencias significativas entre las cepas con un valor de
p = 0.0. Lo que concuerda con lo obtenido por Santos-Cruz (2016), quien reportd
diferencias de toxicidad entre las cepas flare y Oregon R(R)-flare, para otros dos
derivados de la quinazolina (GHPM y GHPMF). Las diferencias de toxicidad
presentes en las cepas indican que posiblemente los Cyp450s intervengan en el

metabolismo del tripanocida.
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SMART

Los datos obtenidos de la lectura de alas de la CE, fueron analizados mediante las
herramientas estadisticas descritas en materiales y métodos. Hay que considerar
que las manchas no aparecen Unicamente como consecuencia del compuesto
probado, sino que también pueden aparecer de forma espontanea, por lo cual, las
generadas en el grupo testigo negativo (agua), se utilizan como referencia de las
alteraciones en el desarrollo que pueden aparecer espontaneamente, y que, son
tomadas como referencia para el factor de multiplicacion en el caso de SMART
que originalmente se obtuvo irradiando con rayos X (Graf et al., 1984 vy

comunicaciéon personal).

Al comparar los resultados de EtOH 2% con los del testigo agua, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (Tabla | y Figura 6), por lo
gue este disolvente no se considera genotoxico a esta concentracion, pero alteré
la distribucion acumulada del tamafio de los clones mwh (Tabla Il). Resultado que
puede explicarse, al considerar que D. melanogaster presenta enzimas (alcohol
deshidrogenasa y acetaldehido deshidrogenasa) que le proporcionan mayor
capacidad para metabolizar EtOH, e incluso pueden llegar a utilizarlo como fuente
de energia (Fry, 2014; Guarnieri y Heberlein, 2003). Sin embargo, un porcentaje
pequefio puede transformarse a aldehido, y provocar alteraciones en la division

celular que se reflejan en la distribucién acumulada del tamafio de los clones mwh.

Por el contrario, y como se esperaba, la DMN resultd ser genotdxica al
presentar diferencias estadisticamente significativas con respecto al testigo
negativo, en los tres tipos de manchas (Tabla | y Figura 6), éste es un compuesto
promutageno, es decir, que al pasar por el metabolismo xenobidtico forma
metabolitos que tienen una alta afinidad por los acidos nucleicos y llegan a formar
aductos (Carmean y Reppeto, 2006; Graf et al., 1984). Ademas, la DMN presento
diferencias significativas en la distribucion acumulada del tamafio de los clones
mwh (Tabla Il), lo cual era esperado, debido a que se ha reportado que la DMN

altera la division celular (Graf et al., 1984; Castafieda-Partida et al., 2011)
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Figura 6. Frecuencia de los diferentes tipos de manchas / individuo, del testigo

agua y los testigos EtOH 2% y DMN 76 pM. Las ‘X:E’ representan diferencias
estadisticamente significativas a p < 0.05.

Tabla |. Resultados obtenidos del programa SMART, para los testigos agua,
disolvente (EtOH 2%) y positivo (DMN 76 pM), donde, m = factor de
multiplicacion; + = resultado positivo; - = resultado negativo.

0.64 (38)

0.17(10)  0.05(3)  0.86 (51)
60 0.87 (52) - 0.07 (4)-  0.02(1)-  0.95 (57)- 55

59 2.12 (125)+  0.80 (47)+ 0.42 (25)+ 3.34(197) + 184
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Tabla II. Distribucién acumulada del tamafio de clones mwh del testigo agua
comparado con EtOH 2% y DMN 76 pM. Las ¢ representan diferencias
estadisticamente significativas obtenidas con Kolmogorov-Smirnov, p < 0.05.
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2 By = EtOH 2%
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Figura 7. Frecuencia de los diferentes tipos de manchas/individuo para EtOH
2% y los tratamientos del D-1 a 2, 4, 8 y 16 uM.
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Tabla Ill. Resultados obtenidos del programa SMART, para el testigo disolvente y
los tratamientos del D1 [2, 4, 8 y 16 pM] del D-1, donde: m = factor de
multiplicacion; + = resultado positivo; - = resultado negativo; i = indeciso.

0.87 (52) 0.07 (4)

0.80 (44)- 0.04(2-  0.02 (L)

61 0.92 (56)- 0.16 (10)i  0.03(2)i  1.11 (68)- 68

0.02(1)  0.95(57)

0.85 (47)-

Tabla IV. Distribucién acumulada del tamafio de clones mwh del testigo agua

comparado con los testigos EtOH 2% y D-1. Las ;:z» representan diferencias
estadisticamente significativas obtenidas con Kolmogorov-Smirnov, p <0.05.

7.04
4.68 0.001 3%

7.47 0.005 i:i‘

42



Al comparar las concentraciones 2, 4, 8 y 16 uM del D-1 contra su testigo
disolvente EtOH 2% (Tabla Ill y Figura 7), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas, indicando que el tripanocida no es genotoxico.
Resultado que concuerda con lo reportado por: Doppalapudi y colaboradores
(2012), quienes no encontraron efectos genotoxicos al evaluar el CP-31398
(derivado de quinazolina), in vitro (en la prueba de Ames a concentraciones de
78.1 a 2500 pg/placa, aberraciones cromosomicas en concentraciones de 1.95 a
5000 pg/ml y micronucleos en CHO a concentraciones de 50 a 2000 pg/kg), e in
Vivo (en ratones utilizandose concentraciones de 250, 500 y 1000 ug/kg); Olvera-
Romero (2014) evalué los efectos genotéxicos del GHPMF a las concentraciones
de 4, 8 y 16 uM en D. melanogaster en la CE, sin encontrar efectos genotoxicos;
Santos-Cruz (2016) estudio los efectos genotoxicos del GHPMF a las
concentraciones de 2, 4, 8 y 16 uM en D. melanogaster (CE y BE), sin encontrar

efectos genotoxicos.

La falta de genotoxicidad del D-1 podria deberse, a que los sustituyentes
que posee en las posiciones 2 y 4 de la estructura 2,4,6-triaminquinazolina
impiden que presente una baja afinidad por la DHFR de D. melanogaster
(Senkovich et al., 2009).

A pesar de que el D-1 no resulté genotéxico, si alterd la division celular en
los discos imaginales a las concentraciones 4, 8 y 16 uM (ver Anexo VI) en la
cruza estandar reflejandose en la alteracion de la distribucion acumulada del
tamario de los clones mwh (Tabla IV). Sekeroglu y Sekeroglu (2011), reportaron
algo similar para el MTX ya que alteraba el indice mitético en células de médula
0sea, Khoza y colaboradores (2015) encontraron efecto citotdxico en 22 derivados
del imidazo[1,2-c]quinazolina sobre células MCF-7 y HELa; Moreno vy
colaboradores (2012) evaluaron 27 compuestos derivados del 2,4-diseleno

guinazolina, encontrando efecto citotdxico en dos de ellos y citostatico en tres.

43



Cromatografia de liquidos de alta presion

Los resultados obtenidos con la HPLC para la cepa flare (Figura 8) muestran el
pico de retencién de la solucién estandar del D-1 en el minuto 9.6 (linea azul), las
concentraciones de 8 y 16 pM del D-1, y de EtOH 2 %, muestran un
comportamiento similar, sin embargo, al comparar sus respectivos espectros UV
(Ver anexo VII), se descart6 la presencia del tripanocida en los organismos de los
tratamientos mencionados. En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos
con los adultos de la cepa Oregon R(R)-flare, en este caso, no se presentaron

picos similares al de la solucién estandar.

mJ
4,

EtOH 29~
4 D-1:
)] [2uM] =
] [4uM]

[BuM]
0_
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14

Estandar=—

3 ! 5 R 5 9 10 1

Fig. 8. Cromatograma del testigo disolvente EtOH 2 %, D-1 alas 2,4 ,8 y 16
MM y la solucién estandar, en la cepa flare de D. melanogaster. El pico de
retencion del tripanocida aparece en azul al minuto 9.6.
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Fig. 9. Cromatograma del testigo disolvente EtOH 2 %, D-1 a las 2, 4 8 y
16pM y la soluciébn estandar, en la cepa Oregon R(R)-flare de D.
melanogaster. El pico de retencién del tripanocida aparece en azul al minuto 9.
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CONCLUSIONES

et

Se considera que el D-1 fue subtoxico para las concentraciones 1.9,
31.7, 63.5 y 127 uM en la cepa flare, al llegar a una CL2o en la

prueba de toxicidad.

El D-1 no fue genotdxico a las concentraciones utilizadas en la
prueba SMART.

El tripanocida produjo alteracion de la distribucion acumulada del
tamafio de los clones mwh en la cruza estandar lo cual indica que
hubo una alteracién de la division celular, mientras que la HPLC

descarta la acumulacion del tripanocida en el organismo.
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ANEXOS

Anexo |I: Ciclo de vida de Tripanosoma cruzi

El ciclo comienza cuando una chinche infectada pica al mamifero y deja

heces con tripomastigotes metaciclicos; éstos penetran al torrente sanguineo por

la herida y se transforman en amastigotes (forma replicativa en mamiferos) que

infectan diferentes células y se dividen hasta lisarlas, posteriormente regresan al

torrente y cambian a tripomastigotes; en la chinche, el ciclo comienza cuando se

alimenta de un mamifero infectado, ingiriendo los tripomastigotes que en el

intestino medio pasan a epimastigotes (forma replicativa en triatbminos), los

cuales se reproducen y al llegar al intestino posterior cambian nuevamente a

tripomastigotes para reanudar el ciclo (Figura 10. Uribarren, 2013).
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Fig.10. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi,
Tomado de http://www.cectrad.net/chagas.pdf, infografico Venicio Ribeiro
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Distribucidon de la tripanosomiasis americana
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Fig. 11. Mapa con la distribucién de casos registrados durante el periodo 2010-2013 por la OMS
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Anexo I11: Drosophila melanogaster

D. melanogaster es un organismo holometabolo, es decir, presenta una
metamorfosis completa (Figura 12), pasando por huevo, larva (distinguiéndose
tres estadios, el primero a las 24 h, el segundo a las 48 h y tercero a las 72 h; el
altimo generalmente es el méas utilizado para realizar experimentos, debido a que
las larvas son menos labiles y mas voraces), posteriormente (48 h después) se
convierte en pupa y aproximadamente cinco dias después emerge el imago
(organismo adulto). En una temperatura de 25 °C y una humedad relativa del 60 %
el ciclo de vida de D. melanogaster dura entre 10 y 14 dias (Guarnieri y Heberlein,
2003; Kaun et al., 2012).

Adulto

Larva 3¢ B o8 Larva 1¢'
estadio estadio

Fig. 12. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.
Tomado de:
https://www.feriadelasciencias.unam.mx/anteriores/feria21/ferial35 01 microbioensayo
para_evaluar_toxinas_de_ caracoles e.pdf, Con ligeras comunicaciones.
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Anexo I'V: Daino genético detectado por SMART en ala de

D. melanogaster
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Anexo V: Discos imaginales

Los insectos holometabolos, presentan durante el desarrollo larvario sacos
formados por células epiteliales que contindan dividiéndose, conocidos como
discos imaginales (Figura 19); durante la metamorfosis cada saco dara lugar a una
estructura diferente en el organismo adulto (cabeza, genitales, apéndices, o0jos,
alas etc.). El estudio de los discos comenz6 a realizarse en D. melanogaster
debido a las ventajas que presenta el modelo, las investigaciones realizadas,
mostraron que las células de los discos presentan similitudes metabdlicas a las del
humano, aumentando el interés en utilizarlas para investigacion (Bate y Arias,
1991; Milan et al., 1996; Wangler et al., 2015).

Al desarrollar métodos para manipular el contenido genético de la poblacion
de células de los discos imaginales, se disefiaron pruebas para estudiar diferentes
temas de interés. SMART en ala de D. melanogaster, utiliza tres cepas que
contienen dos marcadores genéticos en las células de los discos del ala, los
cuales, modifican la expresion fenotipica de las cerdas en el imago a causa de
mutaciones y recombinaciones que eliminan la heterocigosis. La prueba cuenta
con alta representatividad estadistica, debido a que, las células de los discos van
de ~50 al inicio del desarrollo a 24,400 células por ala al final del desarrollo (Bate y
Arias, 1991; Diaz-Benjumea y Cohen, 1993).
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o ) Fig. 19. a) Discos
=< 10 “~ imaginales  numerados
" dentro de la larva. b) El
a) R =" imago muestra las
Larva i estructuras que dan lugar
a los discos imaginales,
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ndimero (Beira y Paro,

s 2016).
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Imagen tomada del articulo The legacy of Drosophila imaginal Discs
(Beira y Paro, 2016).
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Anexo VI: Resultados de la distribucion acumulada

del tamarno de clones mwh de la cruza estandar
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Kolmogorov-Smimov Test (Datos Guadalupe K-S.sta)
By variable tratamiento
Marked tests are significant at p <.05000
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Figura 22. Resultados de la prueba de Kolmogorov-Smirnov, la comparacion se
realizé entre EtOH 2% y D-1 [16 uM].
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Anexo VII: Espectros de los tratamientos que
mostraron similitud a la curva de la muestra estandar en
la HPLC

mAU |
30
25
20
15

10 |

—_—
—_—

1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Figura 23. Comportamiento del espectro de la curva de solucién
estandar del D-1.
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Figura 24. Comportamiento del espectro del tratamiento
de EtOH 2%
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Figura 25. Comportamiento del espectro de la concentracion 16
uM del D-1
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Figura 26. Comportamiento del espectro del Ila
concentracion 8 uM del D-1.
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Anexo VIII: Principales tripanocidas utilizados para
tratar la enfermedad

#  Nifurtimox® (NFX)

Compuesto nitrofurano, con efecto dosis-dependiente, a concentraciones
bajas el dafio se da principalmente por estrés oxidante y a dosis altas mediante la
oxidacion de las bases del DNA (Buschini et al., 2009). Teniendo como efectos
secundarios anorexia, nauseas, voOmito, dolor abdominal y de cabeza,
convulsiones (OMS-Ginebra, 1996)

i Benznidazol® (BNZ)

Es un profarmaco derivado de los nitroimidazoles, su mecanismo de accion es
mediante la formacion de radicales libres a través de la reduccién de su grupo
nitro, los cuales pueden provocar dafios al unirse a proteinas, lipidos y al DNA
(Maya et al.,, 2007; Hall y Wilkinson, 2012). Induce segregaciéon mitética,
cruzamientos mitéticos (pérdida de heterocigosis), es recombinogénico y tiene
efectos citotoxicos en Aspergillus nidulans (Kaneshima y Castro-Prado, 2005),
causa anorexia, nausea, vomito, toxicidad de sistema nervioso (Pérez-Molina et
al., 2013).

¥ Metotrexato (MTX).

Antagonista del folato (vitamina necesaria para la sintesis de timina), que inhibe
enzimas como la amido fosforibosiltransferasa, la 5-aminoimidazoll-carboxamida
ribonucledtido transformilasa y la dihidrofolato reductasa. Afecta la proliferacion
celular (Smith y Nelson, 2008), disminuye el indice mitético, incrementa la
frecuencia de aberraciones cromosdmicas mediante rompimiento de las
cromatidas, (Sekeroglu y Sekeroglu, 2012), induce estrés oxidante, y aumenta la
expresion del gen p53, el cual se expresa ante dafio genético, (Dadhania et al.,
2010), provocando efectos como dolor abdominal y de cabeza, nauseas, vértigo,

taquicardia, etc. (Bebarta et al., 2014) y dafio hepatico (Kose et al., 2012).
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Anexo 1 X: Glosario

Aneuploidia: Mutacion que altera el nimero de cromosomas, ocasionando
en algunas células la presencia de mas o menos cromosomas de los que
deberian tener.

Apoptosis: Proceso “programado de muerte” que presentan las células de
organismos, durante el desarrollo o por un dafio irreparable.

Carcinogénica o cancerigena: Cualquier sustancia capaz de producir
cancer.

CAS (por sus siglas en inglés): Numero internacional que se asigna a los
compuestos quimicos naturales o sintéticos existentes en una base de
datos.

Citostatico: Compuesto que inhibe el crecimiento y altera el ciclo celular.
Citotoxico: Cualquier sustancia que causa dafio y/o muerte celular.
Clastogénesis: Rompimiento del cromosoma.

Compuesto: Elemento formado a partir de la suma de distintos elementos
quimicos.

Delecién: Pérdida de material genético, ya sea, parte del cromosoma o
bases del DNA.

Endémico: Especies que suelen estar en regiones geograficas especificas.
Enzima: Proteina que cataliza una reaccioén, haciendo que la energia de
aceleracion sea menor y la funcion sea mas rapida.

Gen: Fragmento del material genético que codifica para una funcion.
Genotdxico: Compuesto capaz de afectar la integridad del material
genético afectando la heredabilidad de los genes.

Holometabolo: Insectos que presentan cuatro fases dentro de su
desarrollo, pasando por huevo, larva, pupa e imago.

Homeostasis: Capacidad de autorregular el medio interno con el externo.
Homologia: En este caso, es la similitud que presentan entre si partes de
organismos diferentes o secuencias de pares de bases o de aminoacidos

de nucleicos o proteinas, respectivamente.
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Hormesis: Relacién dosis-efecto que provocan ciertas sustancias,
generalmente el efecto a dosis bajas y altas es contrario.

Micronucleos: Material genético que debido a factores externos queda
fuera del nucleo pero tiene envoltura nuclear.

Mutaciones puntuales: Alteraciones en la secuencia de un par de
nucledtidos en el DNA.

Parasito: Organismo que vive dentro o sobre el hospedero, y adquiere
nutrientes de él durante toda o una parte de su vida causandole dafo.
Recombinacion: Resultado del entrecruzamiento o intercambio de material
genético entre dos cromosomas y que aumenta la variabilidad genética.
ROS: Moléculas pequefias, poco estables, con uno o mas atomos de
oxigeno cuya capa externa de electrones no esta apareada.

Sustancia: Material homogéneo constituido por un solo componente y
posee propiedades constantes a una temperatura y presién determinadas.
Toxico: Sustancia quimica capaz de provocar efectos adversos sobre uno
0 mas organismos.

Cerda: Se hace referencia a las hebras o “tricomas” que cubren el ala en D.
melanogaster.

Tripanocida: Sustancia quimica que mata a organismos del género
Trypanosoma spp.

Xenobidtico: Sustancia natural o sintética ajena al organismo.
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