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RESUMEN

El asma bronguial es una enfermedad de alta prevalencia en nuestro
pals., gque se convierte en un azote para los nifcs fundamentalmente por
debajo de los 5 afos, donde constituye una de las causas mayores de
ingrese y limita al paciente de sus actividades cotidianas. En este
trabajo se evalud la mutagenicidad del compuesto 8 nicotinamidopiride-
quinazolona, que demostrd buena actividad antiasmatica en cobaves. con
el uso del ensayo de Ames ¥ la fracciédn microsomal hepatica obtenida
de ratnas Sprague Dawley. este compuesto resultd ser un mutagens
directo capaz de producir mutacicnes tanto del tipo de corrimiento del
marco de lectura como sustitucidn de pares de bases.

INTRODUCCION

En Cuba. el asma bronguial es una enfermedad de alta prevalencia
(8.2 %¥). lo que nos da una idea de que existen alrededor de B0OO 000 perso-
nas asmiticas.

El asma puede ser definida como una condicién de hiperreactividad bron-
quial que presentan algunos individucs. consistente en el estrechamiento de
las wvilas aéreas brongquiales. Algunos autores refieren que es el sexo mas-
culino el mAs afectado durante la infancia: ~ en cuanto a la edad se
plantea la aparicidén de sintomas en edades tempranas, con cifrassde alrede-
dor del 40 % en el primer afic y del 57 % durante el segundo afio. Aunque la
mortalidad es baja. constituye una de las causas de ingreso mds alta por
debajo de los 5 anos en nuestros hospitales; ademas. el nino asmatico se
convierte en un ser protegido. al gque muy frecuentemente se le niega expan-
sionarse libremente por temor a una crisis.
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Debide a la variabilidad de la respuesta del pacienta asmitico frente a
las drogas gue actualmente se usan en el tratamiento de 'esta " enfermedad.
las reacciones secundarias o téxicas., la taquifilaxis. la tolerancia que se
cbserva con el uso de estas drogas y la bisqueda de nuevas sustancias. con-
tinua siendo el objetivo de investigaciones importantes gue se realizan con
el fin_de mejorar el arsenal terapéutice con gue se diszpone en la actua-
lidad.

Las piridequinazolonas son estudiadas actualmente para su posible utili-
zacidén como drogas antiasmaticas. dentro de éstas se encuentra el (2 ami-
no-11 H-piridoquinazolin-ll-ona), 2APQ. compuesto gue produce broncodilata-
cidn in vitro e in vivo. que es capaz de inhibir el broncoespasme inducido
por histamina en dosis similares a la aminofilina, el cual, al ser evalua-
da su respuesta mutagénica. resulté ser positiva. ¥ s8¢ incrementd su res-
puesta en presencia de la fraccién microsemal hepatica.

Como la molécula de piridoquinazolona sin sustituyentes no mostréd efecto
mutagénico en ninguna de las 5 cepas de Salmonella typhimurium ecen o sin
activacién metabdlica, se realizd la sintesis de otros derivados como la
EAPQ v su amida. a los cuales se les evalud sv riesge mutagénico (figu-
razs 1 y 2).

En nuestro trabajo mostramos los resultados de la evaluacidn de la amida
(6 nicotinamidopiridoquinazolona). con la utilizacién del test de Ames.

MATERIAL Y METODO

Las cepas de Salmonella typhimurium utilizadas fueron: TALlS535. TAL1537.
TAl538. TA%98 y TAlOD; estas cepas son mutantes auxotrdficos para la histi-
dina. vy ademds tienen otras mutaciones adicionales como una deteccidn en el
gen que codifica para un sistema de reparacién por escisidn del ADN. lo que
incrementa grandemente la sensibilidad para la deteccidén del mutiageno: una
mutacién en un gen que codifica para polisacAridos presentes en la pared
bacteriana. por lo gue se incrementa la permeabilidad a macromoléculas
foraneas incapaces de penetrar a través de la pared normal. Las cepas TA98
¥ TAl00 portan ademas el plasmido PKM10l., que le confiere resistencia al
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FIGURA 1. (8 APQ) 1-8- NH. - 11H FIGURA 2. Nicotinamida del 8 APQ.

(2.1-b) quinazolin - 11 - ona.
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ampicillin, el cual incrementa la mutagénesis a través del mecanismo de
reparacién por error prone. Las cepas TALS537. TALS38 y TA9E detectan
mutagénos que caugan corrimiento del marco de lectura. mientras que la
TA1535 ¥ la TAL100 detectan mutigenos que producen sustitucién de pares de
bases.

La fraccién microsomal hepatica fue obtenida de ratas Sprague Dawley de
200 g de peso. el agente inductor utilizado fue el aroclor 1254, adminis-
trado en dosis unica (500 mg/kg per via intraperitoneal 5 dias antes del
gacrificio). el higado fue extraido con material estéril y frio, posterior-
mente homogeneizade y centrifugado a 9 000 g. el sobrenadante se guardoe a
=70*C hasta su uso.

Se probaron 5 concentraciones del producte disuelto en dimetilsulfoxide.
por ¢l método de incorporscidn en placa (II).

Los controles fuerocn montados con las cepas ¥ el solvente: el nimeére de
revertantes por placas se considerd significative cuando aumente 2 veces el
valer de los revertantes del control.

RESULTADOS -Y-DISCUSION'

En la tabla se muestran los walores obtenides después de 48 horas de
incubacidn a 37°C de las placas que contenlan el compuesto y las células,
en presencia o no de la fraccidn Sg

TABLA. Mutagenicidad de 1la 8 nicotinamidopirido-
quinazolona en las cepas de Salmonella
typhimurium TA1435, TAl1537, TAl538, TA98 vy
TA100 con o sin Sg

Concentracién TA1535 TA1537 TA1538 TA98 TAL100
- . - - - . -5 g
pgfplaca 59 Sg 59 +S9 59 +sg 59 59 o + a
0 5 7 9 8 5 13 15 45 50
S0 5 8 9 9 8 15 16 47 50
100 6 7 8 9 8 14 15 48 53
500 5 9 7 B 22% 25* 13 30w 51 50
1 000 15% 16* 7 9 &EQ* g1+ 15 agw 55 65
8 7 124% 132% 30% 35* g1 104

2 000 10* 15*

En las concentraciones menores. para ninguna cepa los revertantes por
placas rebasaron 2 vecces la espentinea de las mismas, en  la concentracidn
de 500 pg/placas hay una marcarda Tespuesta positiva en la cepa TAL538 v un
valor limitrefe en la TA98 en presencia del $ . En la concentracidn de
1 000 pg/placa aparece respuesta positiva en la cepa TALS535, ¥y a la mayor
concentracién hay respuesta limltrofe en la TA100, en presencia o ausencia
del 5
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Este compuesto es capaz de inducir ambos tipos de mutaciones, aungue las
mejores respuestas se obtuvieron en las cepas gque detectan corrimiente del
marco de lectura. tal es el caso de la TAl538. Este es un compuesto capaz
de producir dafio genotéxico directamente, sin la necesidad de transforma-
cion metabdlica en el organismo para convertirse en un metabolito reactivo.
por medie del sistema enzimidtico de las monoxinenasas de funcién miltiple,
aunque en presencia de la fraccién §_ (que es donde estas enzimas se hallan
contenidas) la respuesta se encuentra amplificada. Estas enzimas no sélo
son  capaces de catalizar reacciones donde el compueste sea activade, sine
que ademis ellas intervienen en reacciones de detoxificacién por medio de
las cuales los compuestos son llevados a formas no reactivas ¥ eliminados
del orgapismo. por ello. en ocasiones. en presencia de la fraccién $ se
puede observar disminucién de la respuesta. ?

Revertantes/placa
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FIGURA 3. Revertantes por placa.
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En 1la figura 3 se muestra el ploteo de los valores de revertantes obte-
nidos para la cepa TAlS538 contra la concentracidn del compuesto expresada
en ug/placa. Podemos cbservar en el grifico cémo se produce un aumento del
nimeroc de colonias revertantes por placa con la dosis;: éste se hace mas
avidente en presencia de la fraccién microsomal sg

CONCLUSIONES

Este compuesto, @ pesar de mostrar una buena actividad antiinflamatoria
¥ antiasmatica en cobeyos. ha demostrado ser un mutdgeno capaz de producir
dafic en las moléculas biclégicas del organisme, por lo gue no podra ser
utilizado con fines terapéuticos en humanos, donde wuna alteracion [ijada
traerla consecuencias no 8dlo para el individue sino también para su
descendencia. Proponemos la bidsqueda de otros derivados que conserven sus
propiedades farmacolédgicas y donde sea eliminade el efecto mutagénico.

SUMMARY

Bronchial asthma is a high prevalent disease in our country, which becomes
a whip for children. mainly for those under five years, being one of the
main causes of hospitalization and limits patient in daily activities.
Mutagenicity of B8-nicotinamidepyridoquinazolone compound. which demon-
strated good antiasthmatic activity in guinea pigs. was evaluated in this
paper using Ames assay and hepatic microsomal fraction obtained from
Sprague Dawly rats. This compound resulted te be a direct mutagen able to
produce mutations either of the type of reading frame running or replace-
ment of base pairs.

L'asthme bronchigue est une maladie & haute prévalence & notre pays, qui
devient un fléau pour les enfants, notamment au-dessous 5 ans. Elle consti-
tue 1'une des causes les plus importantes d'hospitalisation et limite le
"malade dana les activités gquotidiennes. Dans ce travail on a évalué la
mutagénicité du composé S-nicotinamido-pirido-quinazolone, qui a démontré
une bonne activité antiasthmatigue chez des cobayes. en employant 1l'essai
d'Ames et la fraction microsomale hépatique obtenue de rats Sprague Dawley.
Ce composé s'est révéld comme un mutagéne direct susceptible de produire
des mutations aussi bien du type de déplacement du cadre de lecture que de
substitution de paires de bases.
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