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ABSTRACT. Mutagenicity of some derivatives of 11-H-pyride-quinazo-
lin-11-one (pyridoquinazolone or PQ) were evaluated on two genetic
systems that employ microorganisms . These assays are inexpensive,
and also rapid responses are obtained . One of these compounds had
shown bronchodilator properties and was found that in bacteria and
yeast the 2-amine derivative was a powerful mutagen. Its strong mu-
tagenic activity indicates that can not be longer developed as a bron-
chodilator drug. A priority for pharmacological evaluation was estab-
lished.

RESUMEN. La mutagenicidad de algunos derivados de la 11-H-pirido-
quinazolin-11-ona (piridoquinazolona o PQ) fue evaluada en dos siste-
mas geneticos en microorganismos; uno que emplea bacterias y otro
levaduras . Estos ensayos son utiles debido a su bajo costo y rapidez .
Un derivado 2-amino de la PQ habia mostrado relevantes propiedades
broncodilatadoras "in vitro" e "in vivo", de ahi el interes de estudiar
esta familia desde el punto de vista de su genotoxicidad . Se'encontro
que este compuesto y tres derivados mas resultaron potentes muta-
genos . La fuerte actividad mutagenica hallada en bacterias y levaduras
indica que no deben ser empleadas como broncodilatadoras . Se esta-
blecio un criterio de prioridad para la evaluation farmacologica .

INTRODUCCION

Dentro de una gran variedad de metodologias que detectan actividad
mutagenica de compuestos quimicos, resaltan por su efectividad y sen-
cillez los sistemas que usan microorganismos .

Existe actualmente un considerable numero de trabajos que reportan el
use de bacterias y levaduras en la identification de compuestos con ac-
tividad genetica 1-3 . En el caso de la bacteria Salmonella typhimurium
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se sabe que resulta la prueba a corto plazo con base genetica mas uni-
versalmente difundida y empleada, habiendose revalidado por diferentes
autores para varias claws de compuestos quimicos carcinogenicos y no
carcinogenicos4-7 dando correlaciones entre mutageno y cancerigeno al-
rededor del 90% . Las levaduras tambien han demostrado eficiencia,
habiendo side validadas para un conjunto de compuestos cancerigenos
y no cancerigenos y arrojando en uno de los estudios un 88% de corre-
lacion entre los eventos geneticos que se manifiestan y la produccibn
de cancer 8 .

En el presente trabajo se emplea la bacteria Salmonella typhimurium y
la levadura haploide Schizosaccharomyces pombe en la evaluacion de
dos compuestos sintetizados en el Laboratorio de Sintesis Organica del
CENIC por un metodo novedoso9. La 11-piridoquinazolin-ll-ona y su de-
rivado 2-amino se evaluaron genotoxicamente con los sistemas mencio-
nados, ademas se realize un estudio preliminar de otros seis derivados
empleando la Salmonella .

La 2-aminopiridoquinazolona habia demostrado interesantes propieda-
des farmacologicas "in vitro" e "in vivo" y producia menor efecto nega-
tive sobre el aparato cardiovascular que medicamentos establecidos como
el salbutamol y la aminofilina, asi como menor toxicidad aguda, de ahi
el interes en evaluar dude el punto de vista de la genotoxicidad a una
droga con tan promisorias caracteristicas, asi como a otros derivados de
la molecula base, la piridoquinazolona .

Segun Arruzazabala y cols1 0 la 2-APQ mostraba propiedades broncodila-
tadoras "in vivo" y un efecto cardiotonico favorable "in vivo" . Este com-
puesto habia producido menos taquicardia que medicamentos en use
como el salbutamol y la aminofilina, de ahi el gran interes que desperto
este compuesto como candidate a future antiasmatico . La PQ habiendo
mostrado un efecto traqueorelajante "in vitro" resulto un cardiorelajan-
te fuerte "in vivo" y como consecuencia de ello los animates en prueba
morian. Es decir, a las dosis a que se esperaba observar el efecto bron-
codilatador el compuesto resultaba toxico . El estudio publicado por los
citados autores fue realizado en ratas .
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MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico

Cepas de bacterial: Se emplearon cinco cepas auxotrofas a la histidina de
la bacteria Salmonella typhimurium obtenidas por Ames (Universidad
de California) y que poseen diversas modificaciones que aumentan la
sensibilidad a los mutagenos quimicos pudiendo detectar mutaciones de
diferente origen. Estas cepas presentan una mutation que bloquea la
sintesis de un lipopolisacarido de la membrana, esta mutation (Rfa )
aumenta la permeabilidad a molecula de tamaiio relativamente grande .
Ademas tiene otra mutation (UVR B -) que altera la reparation del DNA
permitiendo que se fife la mutation ocurrida . La TA-1535 y TA-100 re-
vierten (retromutan hacia independencia a histidina) ante mutaciones
de tipo de sustitucion de pares de base (Ej : agentes alquilantes) y la
TA-1537, TA-1538 y TA-98 ante mutation por corrimiento del marco de
lectura (frameshift) (Ej : agentes intercalantes) . La TA-100 y TA-98
provienen de la TA-1535 y TA-1538 respectivamente y poseen el plasmido
pKM 101 que les confiere resistencia a la Ampicillina y una mayor sensi-
bilidad a algunos mutagenos ll

Estas cepas le fueron convenientemente controladas sus fenotipos y con-
servadas en nitrogen liquido . Las colonial de revertantes (independien-
tes a la histidina) fueron contadas sobre medio minimo Vogel Bonnerl .
Los controles positives para respuestas mutagenicas conocidas fueron
hechas segun Ames y cols . 1 y de Serres y Shelby1'2 .

Cepa de levadura : La levadura Schizosaccharomyces pombe. Pi (SP-198
ade 6-60, rad 10-198, h- ) fue cedida por el Prof. Loprieno, del Laboratorio
de Genetica, Pisa, Italic . La sigla de la cepa significa que el mutante
numero 60 del locus ade 6 se produjo espontaneamente de la cepa ori-
ginal rad 10-198, el mutante rad 10-198 presentaba una alteration en el
mecanismo de reparation de dai os en el DNA, esta caracteristica hate
mas sensible esta cepa a los mutagenos quimicos y fisicos 13 . Las colo-
nial salvajes de esta levadura son blancas pero las mutaciones ade-6
presentan un color rojo purpura debido a la acumulacion de un pigmen-
to que le confiere esa coloration . Si un mutante de este tipo recibe una
segunda mutation en una de los cinco genes que anteceden a este pale
enzimatico la colonia formada sera de color blanco, pero continuara
siendo auxotrofa a la adenina . (Fig . 1) .
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Fig. 1 . Cepas empleadas

Este organismo se hate crecer en medios ricos ; liquido YEL y solido
YEA segun Loprieno13 . Los controles positives con mutagenos se reali-
zaron segun Loprieno y Von Borstels.

Animales: Las ratas empleadas fueron machos Wistar del Bioterio CENIC
proveniente de camadas obtenidas por cruces al azar, con un peso de
180-200 g y de 2 meses de nacidas . Las mismas fueron utilizadas en la
obtencion de la fraccion S9.

Fraccion S9 : El sobrenadante de la fraccion post-mitocondrial de higado
de rata inducidas con Arodor 1254 se denomina comunmente come frac-
cion S9 (centrifugation a 9000 g) y fue preparada segun el metodo de
Ames y cold. El sobrenadante de la fraccion post-mitocondrial (9000 g/
20 minutes) fue conservada en nitrogeno liquido en viales de 2 ml hasta
su use. La actividad biologics de esta fraccion fue chequeada por la ac-
tividad de la aminopirina demetilasa por la medicion de la formation
de formaldehido 14 . Cads batch de S9 fue tambien evaluado para su efi-
cacia de converter promutagenos en mutagenos terminales en el Test
de Ames, especificamente la production de revertantes por 10 micro-
gramos de 2,4-diaminoanisol4 .



Metodos

Prueba de incorporacion en places de Salmonella typhimurium (test de
Amen) . Fue empleada la metodologia reportada por Ames y cols . 1 sin mo-
dificacion. Cada valor de revertantes por place proviene de don experi-
mentos independientes (cada dosis por duplicado) y reportado por la
media y la desviacion standard (x ± DS) .

Pare hacer las curves dosis-respuesta ha side sustraido a cada valor de
revertantes en cada dosis el valor de los controles con el objetivo de
llevar a cero la recta come usualmente se realize en la literature . El ana-
lisis estadistico se realize segun Zar15

Los ensayos se realizaron en presencia y ausencia de la mezcla S9 . La
proporcion de S9 en la mezcla S9 fue de 10% y 0,5 ml de esta mezcla se
adiciono a cada place en los cases que se requeria activacion metabolica .

Ensayo de mutagenicidad en la levadura S. pombe. El sistema genetico
empleado fue el de mutation hacia delante de la cepa haploide de Schi-
zosaccharomyces pombe disenado por Loprieno13 que detecta mutacio-
nes en varies loci adenine en una cepa originalmente auxotrofa pare
dicho metabolite. Los tratamientos en este case se realizaron segun
Loprieno y Von Borstel8, en el cual las celulas son puestas en contacto
con el compuesto en un medio no nutritive (tampon) y en condiciones
que no permiten el crecimiento, se lavan al terminar el tiempo de expo-
sition y finalmente se siembran sobre un medio rice en que crecen .

Compuestos . Los compuestos ensayados (Fig . 2) fueron la 11-H-pirido-
quinazolin-ll-one (PQ) y otros siete derivados : 2-amino PQ, 3-amino
PQ, 4-amino PQ, 3-cloro PQ, 8-metil PQ, 9-metil PQ y 2-metoxi PQ . Todos
estos compuestos fueron sintetizados por el metodo reportado por Pellon
y Rodes9 en el laboratorio de Sintesis Organica del CENIC bajo patente
cubana numero 34250 . Los mismos fueron considerados de alta pureza
por criterion de espectrometria de mesas e infrarroja y de sun puntos de
fusion. La 2-amino pirido-quinazolona (2-APQ) y la pirido quinazolona
(PQ) fueron estudiadas en forma clorhidrato . El solvente pare la 2-APQ
y pare el PQ fue ague, pare levadura y dimetil sulfoxido (DMSO) pare
Salmonella. El resto, que fue evaluado en Salmonella se disolvio en
DMSO, el que era de grade espectrofotometrico de la BDH .

MUTAGENICIDAD DE ALGUNAS PIRIDOQUINAZOLONAS 159
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Las concentraciones empleadas en cada case fueron seleccionadas en
experimentos de toxicidad y depend endo de la solubilidad del compues
to en estudio .

La 2-APO en Salmonella se empleo desde 0,01 pasta 500 mcg par placa .
En levadura desde 0,05 pasta 1,25 miliMolar .

La PQ en Salmonella se empleo desde 10 pasta 1000 mcg per placa y en
levadura desde 0,004 pasta 2mM . Las concentraciones intermedias y otros
dates aparecen en las Tablas I, IV, V y VI .
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Con los otros derivados que se evaluaron en Salmonella se emplearon
desde 10 haste 1000 microgramos por place como ha sido sugerido por
Ames y cols .l para estudios masivos .

RESULTADOS

Ensayos de mutagenicidad de la 2-aminopirido quinazolona

En el sistema de Salmonella : En la Table I se presenta el efecto de la
2-APO sobre las cinco cepas en presencia de activacion metabolica (+S9)
o en ausencia de la misma .

En presencia de S9 se aprecia ya a muy bajas concentraciones un incre-
mento significativo de los revertantes por place con todas las cepas . En
ausencia de la fraccion metabolizante la respuesta fue mas discrete en
la TA-100, TA-98 y TA-1538 y no fue estadisticamente significativa en
la TA-1535 y TA-1537 para un 95% de confiabilidad . En la Fig . 3 aparecen
las rectas de regresion obtenidas con cada cepa en presencia de S9 y
en la Fig. 4 en ausencia de la misma . Puede ser apreciable que estamos
en presencia de un potente mutageno que hate revertir tanto a las cepas
que responder frente a mutagenos de sustitucion de pares de bases,
como a mutagenos de tipo "frameshift" . Tambien se observe que el me-
tabolite originado en la transformation efectuada por las enzimas hepa-
ticas es mucho mas active que el compuesto original .

En la Table II se ofrecen los valores de revertantes por nanomol calcu-
lados para la 2-APQ en las cinco cepas y con las dos variantes emplea-
das : con y sin activacion metabolica . En esta Table se puede apreciar
la diferencia en respuesta cuando fue empleada la fraccion S9 . En la
Table III se ofrecen algunos valores en revertantes por nanomol de al-
gunos mutagenos conocidos que difieren en un amplio range de poten-
cia respecto al valor obtenido para la 2-APQ con la TA-98 en presencia
de la fraccion post-mitocondrial hepatica de rata . Las potencies de los
compuestos van desde muy alta (furilfuramida) haste muy baja (clo-
ruro de vinilo) .
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az

	

0.6

Fig . 3 . Curvas dosis-efecto del compuesto 2-APQ en presencia de activation me-
tabdlica (+S9) y las cinco cepas de Salmonella typhimurium .

En el sistema de levadura : En la Tabla IV se muestran los valores de
frecuencia de mutantes y supervivencia hallados en los tratamientos
de la levadura S . pombe con la 2-APQ pudidndose observar el incremen-
to respecto al control obtenido, tanto en presencia como en ausencia de
de la fraccion hepatica . En la Fig. 5 aparece la relation dosis-efecto ex-
presada en las rectas de regresion tratadas con los valores de frecuencia
de mutantes provenientes de 19 pares de valores cada una, ya sea en
presencia o en ausencia de la fraccion metabolica hepatica (S9) . La
respuesta fue mas fuerte en presencia de S9 aunque la diferencia fue
nenos marcada cjue en el caso de Salmonella,
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Fig. 4 Curvas dosis-efecto del compuesto 2-APQ en ausencia (-S9) de la fraccion
hepatica con las cinco cepas de Salmonella typhimurium.

TABLA II

Valores de revertantes por nanomoles obtenidos de ids diferentes cur-
vas dosis-efecto en las cinco cepas Salmonella typhimurium, con y sin

activacidn metabolica con el compuesto2*APQ
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- 0.3505
TA-98
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- 0.1270
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TA-1537 0.0011
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Valores de revertantes por nanornol de otros compuestos rnutdgenos
corn parados con el 2-APQ
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TABLA III

Mutagenos standard

Ensayo de mutagenicidad con la piridoquinazolona (PQ)
En el sistema• de Salmonella : La PQ que es la molecula sin sustituyentes
no mostro efecto mutageno en ninguna de las cinco cepas de S . typhi-
mur um en presencia o ausencia de activacion metabolica . En la Tabla
V se ofrecen datos obtenidos en los experimentos realizados .

En el analisis estadistico efectuado no fueron encontradas diferencias
significativas entre las dosis aplicadas y el control, Ia dosis maxima es-
tuvo determinada por la toxicidad del compuesto .

En e1 sistema de lavadura : En la Tabla VI aparecen los resultados en-
contrados en S . pombe . La dosis maxima en este caso estuvo determi-
nada por el limite de solubilidad . Al igual que en la Salmonella este
compuesto no evidencio efecto genetico alguno sobre el organismo en
tratamiento .

COMPUESTO REVERTANTES/NANOMOL

Furilfuramida (AF-2) 20800
Azaserina 12000
Aflatoxina B1 7057
4-NQ-1-Oxido 2906
2 APQ 2773
Aflatoxicol 2220
Streptozotocin 1949
Niridazol 1752
MNNG 1375
2-Nitrofluoreno 1940
Azida de Sodio 150
2-Ac AF 108
9-Aminoacridina 10
2-Naftilamina 8 .5
MMS 0.63
N-Nitrosomorfolina 0,063
Cloruro de Vinilo 0.0093
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TABLA IV

Anklisis de la acc on mutagenica del 2 APQ en 1a levadura haploide S .
pombe (cepa pi: mutacion forward)

+S9: y = 1 .7716 + 7.2134 x: r - 0.77**
-S9: y-2.0016+3.1694x: r=0.61**
donde y = frecuencia de mutante x 10 -4 ; x =mM
Tiempo de tratamiento : 2 horas
± Activaci6n metabolica (S9 de rata)

Ensayo con otros derivados de la piridoquinazolona: Resultados preli-
minares en Salmonella mostraron que los derivados 3-aminopiridoqui-
nazolona y 4-amino pirido quinazolona presentaban propiedades muta-
genicas, asimismo, el derivado 3 cloro pirido quinazolona mostro efecto
mutagenico de mas intensidad que los derivados 3- y 4-amino . Por otra
parte pudo establecerse que la mutagenicidad de los derivados amino
aumento en el order 4-3-2 de la position de sustitucion .

Es interesante observar que todos los compuestos que resultaron po-
sitives mostraron mucha mas potencia en presencia de la fraction he-
patica y especialmente sobre las cepas que responder ante mutations
de tipo de cambio de marca de lectura (Mutation "frameshift") .

Olros derivados de la pirido quinazolona como son la 8 y 9 metil y la
2 metoxi pirido quinazolona no mostraron, al igual que la molecula sus-
tituida (PQ) efectos mutagenicos, al menos hasta concentrations tan
altas como 500 mcg per placa, tanto en ausencia como en presencia de
actividad metabolica .

16'7

Dosis (mM)
Frecuencia de mutante X 10 -4 % Sobrevivencia

+S9

	

-S9+S9 -S9

0 1 .51 ± 0.68 2.32 ± 1 .63 100 100
0 .05 1 .49 ± 0.44 1 .06 ± 0.25 52.20 100.06
0 .1 2 .58 ± 0.57 3 .65 ± 0 .51 100.28 107.31
0 .25 2 .92 ± 0.36 1 .28 ± 0 .57 17 .01 42.52
0 .6 7 .94 ±`4.63 4.02 ± 1 .74 45.47 112.93
0 .9 8 .85 ± 6.25 3 .78 ± 1 .94 25 .80 108.62
1 .25 7 .16 ± 3.32 8 .47 ± 2 .81 43.17 28.59
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20

16

12

w +S9

O---O -S9

DOSIS (mM)

Fig. 5. Curva dosis-efecto de la actividad del 2 APQ en S . pombe .

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se ha descrito por Mc Cann y Amesls que un gran numero de mutagenos
no presentan su accion Si no son metabolicamente activados .

Estos mismos autores seiialan que las molecular compuestas por un sis-
tema de anillos capaz de intercalarse en el DNA y presentan grupos la-
terales con capacidad de ataque electrofilico poseen una afinidad extra-
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ordinaria con el DNA . Estos grupos laterales podian ser inicialmente no
reactivos y transformarse en activos al metabolizarse en el higado o en
otro tejido. Se ha aiiadido por estos mismos autores que los mutagenos
que se intercalan en el DNA despues de ser metabolicamente activados
(por aparicion de centros electrofilicos en sus sustituyentes), represen-
tan un peligro mayor que un agente alquilante simple, ya que estos ul-
timos pueden ser inactivados por reaccion con grupos sulfidrilos o con
proteinas en el sitio de entrada a la celula, mientras que la molecula
con las caracteristicas descritas mas arriba (agente intercalante reac-
tivo) tiene mas posibilidades de llegar selectivamente al material ge-
netico .

TABLA VI

Anal sis de la accion mutagenica del PQ en la levadura haploide S . porn-
be (cepas P1 : mutacidn forward)

Tiempo de tratamiento : 2 horas
± Activation metabolica (S9 de rata)

De los resultados en Salmonella se puede anadir que aunque la 2-APO,
la 3-cloro PO, 4-APQ y 3-APQ mostraron alguna actividad en ausencia
de activation metabolica, puede interpretarse que estamos en presencia
de agentes intercalantes de tipo reactivo aunque esta afirmacion solo
puede hacerse con base cientifica suficiente si poseyeramos las cepas
originates de Salmonella (aquellas que solamente tienen las mutaciones
en el operon histidina) . No obstante, la interpretation de los resulta-
dos se ajusta a la idea de que la molecula no sustituida, la pirido qui-
nazolona no es mutageno y en adicion a esto, no todos los sustituyen-

Frecuencias de mutante X 10 -4 % Sobrevivencia
Dosis (mM) + S9 - S9 + S9 - S9

0 1 .94 1 .35 100 100
0.004 0.72 1 .49 137 .5 119 .8
0 .02 2.24 1 .72 119 .7 101 .9
0.04 0 .88 2 .46 112 .5 105 .9
0 .2 3 .38 1 .68 119 .2 104 .8
0 .4 1 .39 1 .20 90 .8 98 .6
2 .0 4.64 2.87 93 .0 74 .5
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tes confieren a la molecule la capacidad de ser mutagena, to que puede
deberse a que no todos los tipos de sustituyentes pueden servir para
unirse electrofilicamente al DNA y favorecer el intercalamiento, ya sea
que los mismos puedan ser agentes electrofilicos "per se", o que Sean
convertidos en epos por el metabolismo hepatico .

Este grupo de resultados confirmaron la idea de no seguir desarrollan-
do la 2-aminopiridoquinazolona como futuro farmaco . Tambien faci-
litaron la creation de un orden de prioridad en el estudio de los com-
puestos de nueva sintesis es decir, no desarrollar extensor estudios
toxicologicos y farmacologicos sobre compuestos de los cuales no se
conoce su poder mutagenico . Es interesant° apuntar que en la estructura
base, el sistema de anillos, no mostro propiedades mutagenicas, to
cual permite continuar el desarrollo de nuevas molecular cuyos susti-
tuyentes confieren a las mismas las propiedades farmacologicas espe-
radas sin presenter un riesgo genetico y/o cancerigeno para el futuro
consumidor .
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