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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD DE UNA SERIE DE
QUINOLINAS SUSTITUIDAS EN EL ENSAYO SOS CHROMOTEST™.

AUTOR: LEIDY TATIANA DIAZ DURAN**

PALABRAS CLAVE: Genotoxicidad, quinolinas, estructura-actividad, SOS
chromotest.

Las quinolinas son compuestos nitrogenados con alto potencial terapéutico, principalmente en el
tratamiento de enfermedades parasitarias y microbianas. Sin embargo, muchos de estos
compuestos han mostrado un claro efecto carcinogénico asociado con su potencia mutagénica en
modelos de mamiferos; limitando su potencial uso como farmacos. Estudios sobre la relacion
estructura-genotoxicidad de las quinolinas sustituidas han mostrado, que la incorporacion de
ciertos atomos en su estructura quimica modifican su clastogenicidad, mutagenicidad vy
carcinogenicidad. En el presente estudio evalud la genotoxicidad de una serie de quinolinas y la
influencia de los sustituyentes (grupos y/o atomos) del anillo quinolinico; buscando la relacién entre
la estructura y la actividad bioldgica. Para ello se evaluaron una serie de derivados de quinolina, 4-
metilquinolina y analogos del 4-nitroquinolin-1-6xido, mediante el ensayo SOS Chromotest en
presencia de activacion metabdlica. Las quinolinas cuyo mecanismo de genotoxicidad es mediado
por la formacién de una enamina epéxido son pobres inductores de la respuesta SOS en E. coli.
Solo la 4-metil-quinolina, resulté levemente mutagénica. Las quinolinas cuyo mecanismo de
genotoxicidad es mediado por la reduccién del grupo nitro (NO,) en la posicién C-4 (4-nitroquinolin-
1-6xidos) fueron fuertes inductores de la respuesta SOS en E. coli; por tanto, son considerados
genotéxicas en el modelo experimental usado. Asimismo, la incorporacion de grupos sustituyentes
en la posicion C-2 del anillo quinolinico de todos los tipos de quinolinas estudiados, afect6 la
potencia genotoxica del compuesto en cuestion; siendo particularmente evidente en las 4-
metilquinolinas y los 4-nitroquinolin-1-6xidos. Igualmente, la incorporacion de grupos sustituyentes
en el anillo bencénico de 2-fenilquinolinas, de 2-(3,4-metilendioxifenil)quinolinas y de 4-metil-2-
(piridil)quinolinas, no modificaron significativamente su genotoxicidad. Finalmente, el ensayo SOS
Chromotest resulté sensible para el estudio de relacién estructura-genotoxicidad, especialmente,
para compuestos cuyo mecanismo de genotoxicidad es mediado por la reduccion del grupo nitro
(NO,) en la posicién C-4 de la quinolina.

*Proyecto de grado
** Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo (M.Sc,
Ph.D.).Codirector: Vladimir V. Kouznetsov (Ph.D.,D.Sc).
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ABSTRACT

TITLE: GENOTOXICITY EVALUATION OF A SERIE OF SUBSTITUTED QUINOLINES
IN THE SOS CHROMOTEST™.

AUTHOR: LEIDY TATIANA DIAZ DURAN**

KEYWORDS: Genotoxicity, quinolines, structure-activity relationship, SOS chromotest.

Quinolines are nitrogen compounds with wide therapeutic potential mainly in the treatment of
parasitic and microbial diseases. However, many of these compounds have displayed a clear
carcinogenic effect associated with mutagenic potency in mammalian models, limiting their potential
use as drugs. The structure-genotoxicity studies of the quinolines have shown that the incorporation
of certain atoms on their chemical structure modify their clastogenicity, mutagenicity and
carcinogenicity. The present study tested the genotoxicity of a series of quinolines and the influence
of substituents (groups and / or atoms) quinoline skeleton to investigate molecular structure-
biological activity relationships. We tested a series of quinoline and 4-methylquinoline derivatives, 4-
nitroquinolin-1-oxide analogs for genotoxicity in the SOS chromotest in the presence of metabolic
activation system. Quinolines whose genotoxicity mechanism is by the formation of an enamine
epoxide are weak inducers of the SOS response in E. coli. Only 4-methyl-quinoline, was slightly
mutagenic. Quinolines whose genotoxicity mechanism is by the reduction of the nitro group (NO,) in
4-position (4-nitroquinoline-1-oxides) were strong inducers of the SOS response in E. coli
therefore, they are genotoxic in the experimental model. Likewise, substitutions at 2-position of
quinoline skeleton of all studied quinolines affected the genotoxic potency compound, particularly
evident in 4-metilquinolines and 4-nitroquinoline-1-oxides. Moreover, substitutions on the benzene
moiety of 2-phenylquinolines, 2 - (3,4-methylenedioxyphenyl) quinolines and 4-methyl-2-(pyridinyl)
quinolines, did not significantly modify its genotoxicity. Finally, the SOS Chromotest was sensitive
for the study of structure-genotoxicity relationships, especially compounds whose genotoxicity
mechanism is by the reduction of the nitro group (NO,) in 4-position of the quinoline.

* Basic Science thesis.
**  Faculty of Science, Biology School, Director: Jorge Luis Fuentes Lorenzo (M.Sc,
Ph.D.).Codirector: Vladimir V. Kouznetsov (Ph.D.,D.Sc).
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INTRODUCCION

Las quinolinas y sus analogos estructurales, son moléculas planas aroméaticas
ampliamente distribuidas en la naturaleza (Michael, 1999) que muestran potencial
terapéutico en el tratamiento de enfermedades de origen microbiano (Urbina et al.,
2000; Buller et al., 2002; Hoemann et al., 2002; Jacquemond-Collet et al., 2002;
Vargas et al., 2003; Nallan et al., 2005; Egan, 2006; Gémez-Barrio et al., 2006;
Gholap et al., 2007; Nandhakumar et al., 2007; Meléndez-GOmez et al., 2008),
como agentes antitumorales (Rodriguez-Loaiza et al., 2004; Khan, 2007; Couch et
al., 2008; Li et al., 2008; Loza-Mejia et al., 2008; Ferrer et al., 2009) y como
neuroprotectores (Wright et al., 1996; Di Fabio et al., 2003).

A pesar del potencial terapéutico de las quinolinas, su utilizacion como farmacos
se ve limitado dado que varios de estos compuestos son carcinogénicos en
higado y colon de modelos animales (Hirao et al., 1976; Futakuchi et al., 1996;
Saeki et al., 1997a); efecto que ha sido relacionado con su potencia mutagénica
en el correspondiente 6rgano (Suzuki et al. 1998, 2000). Por tanto, el desarrollo
de cualquier agente terapéutico con base en quinolinas supone un riguroso

examen de su genotoxicidad y carcinogenicidad.

Las quinolinas pueden ejercer su efecto genotoxico por diferentes mecanismos. La
genotoxicidad de la misma quinolina es mediada por enzimas hepaticas de la
familia Citocromo P450 que la transforma en un metabolito altamente reactivo con
el ADN, el 1,4-dihidro-4-hidroxi-2,3-epéxido-quinolina (Tada et al., 1982; Saeki et
al., 1993, Hirano et al., 2002). Este metabolito produce aductos de guanina (G) y
citosina (C) que conducen a errores de apareamiento entre bases; generando asi

transversiones del tipo G—T o G—C (Suzuki et al., 1998, 2000) que inician
16



diferentes tipos de carcinomas hepaticos en mamiferos (Hirao et al., 1976;
Futakuchi et al., 1996; Saeki et al., 1997a). Similar mecanismo de genotoxicidad,
ha sido reportado para la 4-metilquinolina y para algunos derivados halogenados;
tanto de quinolina como de 4-metilquinolina (Takahashi et al., 1988; Saeki et al.,
1996).

Por otra parte, la genotoxicidad del 4-nitroquinolin-1-6xido (4-NQO, de sus siglas
en ingles), un potente carcinébgeno en mamiferos (Bailleul et al., 1989), depende
de la reduccion enziméatica (actividad nitroreductasa) del grupo nitro (NOy) en la
posicion C-4 de la parte “piridinica” del anillo de quinolina (Okabayashi vy
Yoshimoto, 1962). Se conoce, que la reduccién enzimatica del grupo NO; resulta
en la formacion de 4-N-hidroxilaminoquinolin-1-6xido (4HAQO), la cual a su vez es
modificada enzimaticamente a seril-4-N-hidroxiaminoquinolin-1-6xido  (seril-
4HAQO); un compuesto altamente reactivo con el ADN que forma aductos de
adenina y guanina responsables de su genotoxicidad (Araki et al., 1970; Tada y
Tada, 1975; Galiégue-Zouitina et al.,, 1985, 1986; Kohda et al., 1991).
Adicionalmente, la 4-NQO forma 8-hidroxidesoxiguaninas (80HdG) en el ADN a
través de un mecanismo que involucra especies reactivas del oxigeno (Blaglow et
al., 1977; Arima et al., 2006).

Diferentes estudios sobre la relacion estructura-genotoxicidad de las quinolinas
sustituidas han mostrado, que la incorporacion de ciertos atomos en su estructura
guimica modifican su clastogenicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad. Asi, la
incorporacion de un atomo de fluor en las posiciones C-5 y C-7 del anillo
bencénico de la quinolina incrementa significativamente su actividad genotoxica;
mientras que la incorporacion del mismo atomo en la posicion C-3 de la parte
piridinica de la quinolina, produce la pérdida de la genotoxicidad en diferentes

modelos experimentales (LaVoie et al.,, 1991, Saeki et al., 1997a, Miyata et al.,
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1998, Kato et al., 1999, Suzuki et al., 2007). Se ha demostrado ademas, que la
incorporacion de un atomo de cloro o fluor en las posiciones C-2 y C-3 del anillo
piridinico de la quinolina, respectivamente, produce pérdida de la carcinogenicidad
de las moléculas (Hirao et al., 1976, Saeki et al., 1997a,b). Otros derivados de la
quinolina (4-metilquinolina) o estructuralmente relacionados con éstas (aza-
crisenos), también han mostrado pérdida de la mutagenicidad cuando se incorpora
un atomo de fluor o cloro en las posiciones C-2 o C-3 de la parte piridinica del
nucleo quinolinico o en posicion equivalente (Saeki et al., 1996, Kato et al., 2000,
Hakura et al., 2007).

Sin embargo, no hay reportes de como afecta la mutagenicidad de las quinolinas,
si se incorporan atomos de halégenos o grupos alquilicos (metilo, isopropilo) en
las posiciones C-6 y C-8 del anillo de quinolina o grupos aromaticos con caracter
de aceptores de electrones (fenilo, piridinilo) y grupos “no-halégenos”, aromaticos
con caracter de donadores de electrones (3,4-metilendioxifenilo) en la posicién C-
2.

El Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular (LQOBI0) de la Escuela de
Quimica de la Universidad Industrial de Santander, ha desarrollado por varios
afios nuevos compuestos quinolinicos con potente actividad antimicotica; entre los
gue destacan las 2-fenilquinolinas, 2-(3,4-metilendioxifenil)quinolinas (analogos
del alcaloide dubamina), 4-metil-2-piridilquinolinas, entre otras (Vargas et al.,
2003; Meléndez-Gomez et al., 2008). Dado que poco se conoce sobre la
genotoxicidad de estos compuestos, el presente trabajo tiene como objetivos los
siguientes: i) evaluar la genotoxicidad de varias quinolinas sustituidas sintéticas
mediante el ensayo SOS chromotest, ii) evaluar si la incorporacion de los
diferentes sustituyentes (fenilo, 3,4-metelinedoxifenilo, piridinilo y 4-nitrofenil,
metilo) en la posicién C-2 de las (4-metil)quinolinas y del 4-NQO, modifican su

18



genotoxicidad vy, iii) evaluar si la incorporacion de a&tomos de halogenos o grupos
alquilicos, sustituyentes en el anillo bencénico de 2-fenilquinolinas, de 2-(3,4-
metilendioxifenil)quinolinas y de la 4-metil-2-piridilquinolinas, modifican su
genotoxicidad.
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1. MARCO TEORICO

1.1 COMPUESTOS QUINOLINICOS

La quinolina y sus derivados son compuestos heterociclicos aromaticos formados
por un anillo bencénico unido a un anillo piridinico, son generalmente de bajo peso
molecular y son solubles en solventes organicos (Kouznetsov et al., 2007). Estos
compuestos pueden encontrarse en la naturaleza formando parte de los
metabolitos de plantas (Michael, 1999). En la Tabla 1, se muestra algunos

compuestos quinolinicos de origen natural con actividad biolégica importante.

Tabla 1. Derivados de quinolina de origen natural

Especie Compuesto quinolinico Descripcion Fuente
. . . o Jacquemond-
Galipea officinalis AIc_aI0|de_s de_a Actividad antiparasitaria contra Collet et al.,
tetrahidroquinolinas Plasmodium falciparum. 2002
Alcaloide que inhibe el crecimiento
Ephedra transitoria Transtorina de Enterobacter cloacae, Al-Khalil et al.,
P Pseudomonas aeruginosa y 1998

Staphylococcus aureus

Helietta apiculata

Alcaloides de

Inhibe el citocromo P-450

Goloubkova et

furoguinolina al., 1998
Pseudonocardia sp. Quinolinas 4-sustituidas Eficaces contra Helicobacter pylori Dekl;egrggt al,
Eficaz contra bacterias Gram-
positivas, con efecto citotdxico Romero et al
Micromonospora (2)-Tiocoralina contra algunas lineas celulares 1997 N

tumorogénicas e inhibidor de la
sintesis de ARN.

Micromonospora
carbonacea var.
africana

(2)-Sch 40832

A partir de fermentacion, potente
antibiotico contra bacterias Gram-
positivas.

Puar et al., 1998

Oreophoetes peruana

Quinolina

Los insectos al parecer, la usan
como defensa contra hormigas,
arafas, cucarachas y ranas.

Eisner et al.,
1997
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Debido a la amplia actividad biologica de estos compuestos, el esqueleto

quinolinico se usa frecuentemente para disefiar compuestos sintéticos con

potencial farmacolégico. El

desarrollo de nuevas rutas de sintesis y el

mejoramiento de las propiedades biolégicas, han sido de especial interés

(Kouznetsov et al., 2005; Vargas et al., 2003; Nallan et al., 2005; Meléndez-Gomez

et al., 2008). En la Tabla 2 se muestra algunos compuestos quinolinicos

sintetizados de interés farmacoldgico.

Tabla 2. Derivados de quinolina de origen sintético con potencial farmacéutico

Compuesto quinolinico Descripcion Fuente
Inhibidores B(1-3) glucano-sintetasa y quitina- Urbina et al
4-Aril-4-N-arilamina-1-butenos sintetasa, (enzimas importantes en la sintesis 2000 )
de la pared celular flngica)
2-(1H-Indol-3-il)tetrahidroquinolinas Antibacterial con potente actividad contra Hoemann et al.
Staphylococcus aureus resistente a metilicina 2002
. - - Agente neuroprotector (Antagonista de glicina Di Fabio et al.
Tetrahidroquinolinas sustituidas del receptor de NMDA) 2003
Inhibidores B(1-3) glucano-sintetasa y quitina- varaas et al
4-N-Arilamino-4-B-piridil-1-butenos sintetasa, (enzimas importantes en la sintesis %003 ’
de la pared celular fungica)
Tetrahidroquinolinas Inhibidores de la proteina Farnesiltransferasa Nallan et al.
q (Plasmodium falciparum) 2005
N-(4-Bromofenil)-N-(2-furilmetil)amina y P . Suvire et al.
N-(4-clorofenil)-N-(2-furilmetil)amina Antifungicos (Dermatofitos) 2006
2-Amino-5-oxo-4-fenil-5,6,7,8- Antifingicos (Mucor sp, Fusarium oxysporum, Gholap et al.
tetrahidroquinolina-3-carbonitrilos Candida albicans) 2007
Matil_ai Ho i Antiparasitario (Trypanosoma cruzi y Kouznetsov et
4-Metil-8-isopropil-2-(3-piridinil) quinolina Leishmania chagasi) al. 2007
4-Cloro-3-formil-2-(2-hidroxi-etene-1- Antifinaicos v antibacteriales Nandhakumar et
il)quinolinas 9 y al. 2007
Antifingicos (Cryptococcus, Candida. Meléndez-
2-Hetaril quinolinas albicans, Candida tropicalis, Trichophyton GOmez et al.
rubrum, Trichophyton mentagrophytes) 2008
Derivados 8-hidroxi-2-metilquinolina-7-
aC'd%fﬁgﬁ_}gl_'ﬁﬁr’odﬂ'xgﬁr?;g? égc' iglglroxr Actividad antialgal e inhibidores de la cadena Musiol et al.
q de transporte de electrones en la fotosintesis. 2008

carboxilico y 5-hidroxi-2-metilquinolina-6-
carboxamidas

1H-Pirrolo[3,2-g]quinolina-4,9-dionas y
4,9-dioxo-4,9-dihidro-1H-benzo[flindoles

Antifingicos (Candida. albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus niger)

Ryu et al. 2009
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Diversos estudios han logrado determinar que las quinolinas forman parte de las
complejas mezclas contaminantes de nuestro ambiente. Por ejemplo, algunas
quinolinas estdn presentes en el humo de cigarrillo y son asociadas con las
enfermedades del tabaco (Borgerding et al., 1997; Smith et al., 1999; Saha et al.,
2010). Otras forman parte del alquitran y de aceites minerales de uso industrial
qgue finalmente terminan contaminando el suelo, el agua y el aire (Jianlong et al.,
2000; Neuwoehner et al., 2009). Actualmente, la quinolina, y algunos de sus
derivados, forman parte de la lista de los contaminantes peligrosos de la Agencia
de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA, de sus siglas en inglés) (EPA,
2001).

1.2 MECANISMO DE ACCION MUTAGENICA DE LAS QUINOLINAS

A pesar del amplio potencial farmacologico de las quinolinas, su uso se ve
limitado dado que la quinolina, la 4-metilquinolina y otras quinolinas metiladas y/o
halogenadas, generan tumores en higado de rata, ratdon y hamster (Hirao et al.,
1976; Futakuchi et al., 1996; Saeki et al., 1997a; Suzuki et al., 1998; Hakura et al.,
2007; Suzuki et al., 2007) y son mutagénicas en modelos bacterianos (Takahashi
et al., 1988; LaVoie et al.,, 1991; Saeki et al., 1997b, 2000; Kato et al., 1999,
2000). Por ello, el uso de cualquier agente terapéutico de tipo quinolinico supone

un previo y riguroso examen de su genotoxicidad y carcinogenicidad.

Las enzimas de la familia Citocromo P450 Oxidasa participan en el metabolismo
oxidativo de fase | de bio-transformacion de la quinolina que convierten ésta en
metabolitos de baja toxicidad (Tada et al., 1982; Saeki et al., 1993; Reigh et al.,
1996). En humanos, la detoxificacién de la quinolina involucra a las especies
enzimaticas CYP2A6 y CYP1A2 de la familia de Citocromo P450 Oxigenasa, las
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cuales oxidan la quinolina por su anillo bencénico (A) para formar quinolina-5,6-
epoxido (Q-5,6-epdxido). Este metabolito, es eficientemente transformado a
quinolina-5,6-diol (Q-5,6-diol) por accion de una enzima con actividad epoéxido
hidrolasa. La Q-5,6-diol es el producto mayoritario del proceso detoxificacion
hepatica de la quinolina en diferentes modelos de mamiferos, por lo que se
considera ésta ruta como la via principal de detoxificacion. Asimismo, las CYP2A6
transforman la quinolina en el quinolin-1-6xido (Q-1-0). Este metabolito es también
producido al incubar la quinolina con enzimas hepaticas de ratas inducidas con
fenobarbital (Reigh et al., 1996) (Ver Figura 1). Ademas, éstas enzimas pueden
llegar a reconocer la posicion C-3 de la quinolina, produciendo 3-hidroxiquinolina
en baja cantidad como via alterna (Hirano et al., 2002).

Por otra parte, la especie enzimatica CYP2E1, y posiblemente otras actualmente
desconocidas, oxidan el anillo piridinico (B) del hidrato de quinolina (enamina)
produciendo otro metabolito quinolinico, el 1,4-dihidro-4-hidroxi-2,3-epoxido-
qguinolina (Q-2,3-enamina epoxido), altamente reactivo con el ADN (Tada et al.,
1982; Saeki et al., 1993, Hirano et al., 2002). Este metabolito intermediario
eventualmente es convertido por actividad epoxido hidrolasa en 3-hidroxiquinolina
(3-HO-Q) completando la ruta de detoxificacion. Sin embargo, la Q-2,3-enamina
epoxido puede acumularse en pequefias proporciones, posiblemente porque los
mecanismos de detoxificacion en ocasiones fallan (Saeki et al., 1997b) (Ver Figura
1). Esta via es considerada como una ruta menor de activacion mutagénica del
compuesto en diferentes modelos de mamiferos (Hirao et al., 1976; Futakuchi et
al., 1996; Saeki et al., 1997a; Suzuki et al., 1998; Hakura et al., 2007; Suzuki et al.,
2007).
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Figura 1. Rutas metabdlicas de detoxificacion de la quinolina en mamiferos.

O
X
=
N

Q-5,6-epoxido

Epéxido
hidrolasa

OH
HO,,
i, A
B
Z
N

Q-5,6-diol

Algunos de estos mecanismos de detoxificacion y activacion metabolica han sido
ademas descritos para la 4-metilquinolina. Esta ha mostrado ser mas mutagénica
gue la quinolina, probablemente porque el grupo metilo (grupo voluminoso y
donador de electrones leve) interfiere en la detoxificacion del 5,6-epéxido formado
(Saeki et al., 1996). Se ha sugerido, que el grupo metilo en la posicion C-4 podria
generar un impedimento estérico que retardaria la apertura del anillo epdxido de la

Q-2,3-enamina epoxido; permitiendo asi su reaccién con el ADN (Saeki et al.,

1996).
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gue la incorporacién de un atomo fldor en las posiciones C-2 y C-3 del anillo
piridinico de la quinolina, conducen a la pérdida de mutagenicidad de la quinolina;
ya que éstas posiciones son esenciales para la formacién del metabolito
genotoxico de la quinolina (Q-2,3-enamina epoéxido) (Takahashi et al., 1988;
LaVoie et al., 1991; Saeki et al., 1993; Saeki et al., 1997a; Saeki et al., 1997b;
Miyata et al., 1998; Kato et al., 1999; Suzuki et al., 2007). Similar efecto se ha
comprobado para el caso de su carcinogenicidad (Hirao et al., 1976). En contraste,
las 5- y 7-fluoroquinolinas son mas mutagénicas que la quinolina, posiblemente
porgue esto evita la formacion metabdlica del Q-5-6-diol (Takahashi et al., 1988;
LaVoie et al., 1991; Saeki et al., 1997ab; Miyata et al., 1998; Kato et al., 1999;
Suzuki et al.,, 2007). De la misma manera, las 6- y 8-fluoroquinolinas son
mutagénicas y clastogénicas (Takahashi et al., 1988; LaVoie et al., 1991; Suzuki et
al., 2007).

La incorporacién del grupo metilo en las posiciones C-2 y C-3 de la parte piridinica
de la quinolina lleva a la pérdida de la actividad mutagénica (Takahashi et al.,
1988; LaVoie et al., 1991). En contraste, su incorporacion en la posicion C-4
aumenta la potencia mutagénica, mientras que en las posiciones C-6 y C-7 la
disminuyen levemente (Takahashi et al., 1988). La 4-metilquinolina u otros
compuestos estructuralmente relacionados con estos (aza-crisenos), también han
mostrado pérdida de la mutagenicidad cuando se incorpora un atomo de fldor o
cloro en los carbonos C-2 o C-3 de la parte piridinica del nucleo de quinolina o en

posicion equivalente (Saeki et al., 1996; Kato et al., 2000; Hakura et al., 2007).
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1.4 MUTAGENOS DE REFERENCIA

1.4.1 Benzo[a]pireno. Es un hidrocarburo policiclico aromatico presente en el
humo de cigarrillo (Borgending et al., 1997; Smith et al.,, 1999; Hecht, 1999;

Counts et al., 2005) y en diferentes contaminantes ambientales.

El benzo[a]pireno (B[a]P) es un potente carcinbgeno en raton (Levin et al., 1976;
Buening et al., 1978). Su bioactivacion inicia con la formacion de un epoxido en las
posiciones C-7 y C-8 del anillo policiclico (B[a]P 7,8-ep6xido), mediada por
enzimas de la familia Citocromo P450 Oxidasa (Conney et al., 1957; Jiang et al.,
2007; Uppstad et al., 2010). Este metabolito es hidrolizado a un dihidroxiderivado
por accion de una Epoxido Hidrolasa obteniéndose el 7,8-dihidrodiol del
benzo[a]pireno (B[a]P 7,8-dihidrodiol) (Jiang et al., 2007). Este ultimo, es sustrato
de CYP mediadoras de epoxidacion resultando en el 7,8-diol-9,10-epéxido, el cual
es altamente reactivo con el ADN (Jiang et al., 2007; Uppstad et al., 2010) (Ver
Figura 2). Este metabolito puede formar aductos de ADN, sitios apurinicos y
rompimiento de cadenas, eventos relacionados con la carcinogénesis del

compuesto (Hanelt et al., 1997).
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Figura 2. Rutas metabdlicas de activacién del benzo[a]pireno.
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1.4.2 Aflatoxina B1. Es un metabolito secundario producido naturalmente por
especies de Aspergillus. Se encuentra en productos alimenticios, principalmente
en cereales (Wild y Turner, 2002), y es responsable de numerosas enfermedades
y muertes de animales de granja (Kensler et al., 2011). El compuesto es
clasificado como un carcindgeno grupo 1 segun la Agencia Internacional para la
investigacion del cancer (IARC); por lo tanto, la exposicidon al compuesto es de alto
riesgo para la salud humana. Diversos estudios sustentan la carcinogenicidad de
la Aflatoxina B1 (AFB1) en roedores, primates y peces (Rastogi et al., 2005;
Kensler et al., 2011); asi como, su mutagenicidad en modelos bacterianos (Stark
et al., 1979). La bioactivacién de la AFB1 es mediada por enzimas de la familia
Citocromo P450 Oxidasa. La accion de las enzimas CYP1A2 y CYP3A4, conducen
a la formacion de aflatoxina-endo 8,9-epoxido y aflatoxina-exo 8,9-epdxido
(Gallagher et al., 1994), compuesto altamente reactivo con el ADN que produce
mayormente el aducto 2,3-dihidro-2(N’-guanil-3-hidroxiaflatoxina B1 (Essigmann
et al., 1977; Wild y Turner, 2002) (Ver Figura 3).
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Figura 3. Rutas metabdlicas de activacion de la aflatoxina B1.

CYP1A2
CYP3A4
e

Aflatoxina B1 Aflatoxina-exo 8,9-epdxido

1.4.3 4-nitroquinolin-1-0xido. Es un potente carcinébgeno en piel, pulmon,
estbmago y pancreas de raton (Bailleul et al., 1989; Papp-Szabd et al., 2003; Liu
et al,, 2010). El 4-NQO sufre una reaccion enzimatica mediada por la DT-
diaforasa, la cual implica la reduccion enzimatica (DT-diaforasa) del grupo nitro
(Tada 1975; Demeunynck et al., 1989; Arima et al., 2006). La reduccion de cuatro
electrones produce 4-N-hidroxilaminoquinolin-1-6xido (4HAQO), el cual se cree es
el metabolito genotéxico (Tada, 1975; Blaglow et al.,, 1977). EI 4HAQO ha
mostrado ser activado por una reaccion con la Seril-tRNA-sintetasa, en la cual, el
4HAQO es acilado por un complejo enzimatico AMP-seril, produciendo seril-4-
HAQO (Ver Figura 4). Este ultimo introduce anillos de la quinolina dentro del ADN
formando monoaductos de quinolina estables como: la N-(desoxiguanosin-8-il)-
4HAOQ (dGuo-C8-AQO) (Bailleul et al., 1981), 3-(desoxiguanosin-N%il)-4-
aminoquinolina (dGuo-N2-AQO), la 3-(desoxiadenosin-N®-il)-4-aminoquinolina
(dAdo-N6-AQO) (Galiégue-Zoutina et al, 1986), la N*(guanosin-7-il)-4-
aminoquinolina (Kohda et al., 1991) y la 8-hidroxidesoxiguanosin (Arima et al.,
2006). La accion del 4-NQO genera ademas lesiones de simple cadena en el ADN
(Menichini et al., 1989; Panagrahi y Walker, 1991) debido, en parte, a la formacién

de sitios apurinicos y apirimidinicos (Menichini et al., 1989).
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Su ensayo en modelos bacterianos no requiere de sistemas exdgenos de

activacion metabolica.

Figura 4. Ruta de activacion del 4-nitroquinolin-1-6xido
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1.5 SOS CHROMOTEST

El SOS Chromotest es un ensayo de genotoxicidad que mide la induccion de la
respuesta SOS en Escherichia coli (cepa PQ37) como resultado del dafio

producido en el ADN por agentes quimicos y fisicos (Quillardet et al., 1982).

La cepa PQ37 posee una fusion transcripcional del gen sulA (regulado bajo la
respuesta SOS) y el gen estructural de la B—galactosidasa (3-G) del operén
Lactosa. El operon Lac es delecionado del cromosoma de la cepa PQ37; por lo
gue la actividad B-G depende Unicamente de la expresion del gen sulA. La cepa
PQ37 es constitutiva para la actividad fosfatasa alcalina (FA) y posee una
mutacion en el gen uvrA que la hace deficiente en la reparacion por escision de
nucleodtidos, lo que aumenta su sensibilidad a ciertos agentes. Tiene ademas una

mutacion en el gen rfa, que la hace deficiente en lipopolisacaridos de membrana,
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lo que permite una mejor difusién de algunas sustancias quimicas en la célula (Ver

Figura 5).

Durante el ensayo se desarrollan en paralelo mediciones de las actividades
enzimaticas B-G y FA, siendo esta Ultima una medida indirecta de la citotoxicidad
del compuesto ensayado. La relacion B-G/FA se denomina factor de induccion (FI)

e indica el grado de induccion SOS en un compuesto de prueba.

El ensayo es sensible a una amplia gama de compuestos quimicos (von der Hude
et al., 1988, 1990; Glatt et al., 1991; Mersch-Sundermann et al., 1996) y agentes
fisicos (Kozubek et al., 1990). Se ha comprobado, que la mayoria de los
mutagenos conocidos, son buenos inductores de la respuesta SOS (Otha et al.,
1984; von der Hude et al., 1988; Glatt et al., 1991; Mersch-Sundermann et al.,
1994). Por ultimo, el ensayo es susceptible a ser automatizado por lo que resulta
altamente eficiente para el escrutinio masivo de compuestos (Fuentes et al.,
2006).
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Figura 5. Induccion de la respuesta SOS en Escherichia coli (cepa PQ37)
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2. METODOLOGIA

2.1 MEDIOS Y COMPUESTOS QUIMICOS

El medio Luria-Bertani (LB), los antibiéticos (ampicilina y tetraciclina), los
mutagenos 4-NQO, y BJ[a]P, y los compuestos D-Glucosa 6-fosfato vy
dimetilsulfoxido (CAS No. D5879-1L); se obtuvieron de la casa comercial SIGMA-
ALDRICH Co. (ST. Louis, Missouri, USA). El sustrato para la enzimas -
galactosidasa (2-nitrofenil-B-D-galactopirandsido, ONPG) vy la Nicotinamida
adenina dinucleotido fosfato (NADP), fueron obtenidos de AMRESCO (Solon,
Ohio, USA); mientras que el sustrato de la fosfatasa alcalina (4-nitrofenilfosfato),
se obtuvo de CALBIOCHEM (Darmstadt, Alemania). La fraccion liofilizada S9 de
higado de rata se obtuvo de la casa comercial MOLTOX (Molecular Toxicology
Inc. Boone, NC USA). Los restantes compuestos quimicos y solventes usados en
el estudio fueron comprados a la casa comercial J.T. BAKER (Phillipsburg, NJ,
USA).

2.2 COMPUESTOS EVALUADOS EN EL ESTUDIO.

En total, 26 compuestos quinolinicos (comerciales y sintetizados) fueron
evaluados. Las quinolinas comerciales fueron de marca de SIGMA-ALDRICH Co.
(ST. Louis, Missouri, USA). Los compuestos sintéticos fueron preparados en el
Laboratorio de Quimica Orgéanica y Biomolecular de la Escuela de Quimica de la
Universidad Industrial de Santander segun los protocolos desarrollados por el
propio laboratorio. Las quinolinas evaluadas se dividieron en varios grupos (series)

segun el criterio quimico estructural.
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En la primera serie de compuestos estudiados se encuentran los derivados de la
quinolina: dos quinolinas comerciales (8-hidroxiquinolina, 4,7-dicloroquinolina) y
siete quinolinas sintetizadas (2-arilquinolinas sustituidas). Su sintesis fue realizada
segun el protocolo publicado en Meléndez-Gomez et al. (2008) (Figura 6).

Figura 6. Primer grupo de quinolinas evaluadas
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La segunda serie de quinolinas contiene los derivados de la 4-metilquinolina que
poseen anillo piridinico en la posicion C-2: 4-metil-2-(piridin-3-il)quinolinas

sustituidas (4 compuestos), 4-metil-2-(piridinil)quinolinas (3 compuestos) y una 4-

33



metil-5-nitro-2-(piridin-3-il)quinolina. Su sintesis fue realizada segun el protocolo

publicado en Vargas et al. (2003) (Figura 7).

Figura 7. Segundo grupo de quinolinas evaluadas
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El tercer grupo de quinolinas son analogos sintéticos del agente mutagénico 4-
NQO. Este grupo contiene las dos moléculas quinolinl-6xidas y sus respectivos

precursores sintéticos (5 compuestos). La sintesis del 2-metil-4-nitroquinolina-1-
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oxido (andlogo metilado del 4-NQO) se realiz6 en dos pasos a partir de la

comercial 2-metilquinolina segun protocolos establecidos (http://www.oc-

praktikum.de). La obtencion del 4-nitro-2-(4-nitrofenil)quinolin- 6xido comenzé con
la construccién del anillo tetrahidroquinolinico usando la reaccién de imino Diels-
Alder de tres componentes (4-nitrobenzaldehido, N-vinilpirrolidin-2-ona y anilina),
seguida con la reaccion de oxidacion del anillo de la tetrahidroquinolina segun el
protocolo publicado en Meléndez-Gémez et al. (2008), consiguiendo el anillo
quinolinico. Luego, se hicieron dos pasos sintéticos (protocolo http://www.oc-

praktikum.de) completando la sintesis de 4 etapas (Figura 8).
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Figura 8. Tercer grupo de quinolinas evaluadas
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2.3 CEPA DE ENSAYO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Para los ensayos biolégicos, se usé la enterobacteria Escherichia coli cepa PQ37

(F- thr leu his-4 pyrD thi galE galK or galT lac AU169 srl300::Tn10 rpoB rpsL rfa

trp::Muc+ sfiA::Mud(Ap, lac)cts) recomendada para la deteccion de carcin6genos

36



genotoxicos (Quillardet et al., 1982); la cual fue gentilmente suministrada por la
Dra. Montserrat Llagostera Casal del Laboratorio de Genética y Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Auténoma de Barcelona.

La cepa PQ37 se cultivd durante toda la noche en medio Luria-Bertani (10 g
Triptona/L, 5 g Extracto de Levadura/L, 10 g Cloruro de Sodio/L, pH 7.4)
suplementado con ampicilina (50 pg/mL) vy tetraciclina (17 pg/mL), bajo
condiciones de agitacion (100 rpm) y a una temperatura de 37 °C. Para ello, se
tomo una alicuota de la cepa conservada y se inoculdé en 2 mL de medio Luria-
Bertani (LB). Al dia siguiente, el cultivo se diluy6é en medio fresco (2 mL de cultivo
crecido en 20 mL de LB) y se dej6 crecer bajo las mismas condiciones
experimentales descritas anteriormente hasta que alcanzé una densidad Optica
DOgoonm de 0.44.

2.4 ENSAYO DE GENOTOXICIDAD

El ensayo de genotoxicidad se desarrollé siguiendo la metodologia descrita por
Quillardet & Hofnung (1985). Cuando fueron evaluados compuestos que requieren
activacion metabdlica (derivados quinolinicos comerciales,- hidroxi y cloro
sustituidas, quinolinas variadas en las sustituciones de 2-fenilquinolinas, 2-(3,4-
metilendioxifenil)quinolinas y 4-metil-2-piridilquinolinas), el cultivo de la cepa E. coli
PQ37 crecido hasta una DOgoonm= 0.44, fue diluido 10 veces en mezcla de
activacion metabdlica (Ver Anexo A); mientras que en los ensayos de compuestos
gue no la requieren (analogos del 4-NQO), la dilucion del cultivo se hizo en medio
LB. El cultivo diluido fue dispensado a razén de 150 yL por tubo Eppendorf que
contenia 5 uL de la sustancia a evaluar y la mezcla se incub6 durante 30 minutos
a 8°C. Por dltimo, las células fueron incubadas durante 2 horas a 37 °C con

agitacion (300 rpm) para la induccion del gen reportero. Cada experimento incluy6
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un control negativo (agua destilada) y controles positivos que fueron especificos
para los ensayos con activacion metabdlica (50 yM de B[a]P) y sin activacion
metabdlica (2,3 uM de 4-NQO). Todas las concentraciones de los compuestos
ensayados, fueron determinadas experimentalmente por medio de curvas dosis-
efecto genotoxico. En todos los casos, se desarrollaron al menos tres

experimentos independientes con cuatro replicas cada uno.

2.4.1 Ensayos enzimaticos. Los ensayos enzimaticos P-galactosidasa y
fosfatasa alcalina se desarrollaron en microplacas para ELISA de 96 pozos (Brand
GMBH, Alemania), siguiendo los procedimientos descritos a continuacion:

2.4.1.1 Ensayo enzimatico R-Galactosidasa (3-G). En cada pocillo de las
microplacas se mezclaron 135 uL de Buffer Z (Ver Anexo A) con 15 uL de células
de cada tratamiento y se incubaron durante 20 minutos a 37°C para que ocurriera
la lisis celular. La reaccion enzimatica se inicio con la adicién de 30 pL de solucion
del sustrato (ONPG) de la R-galactosidasa (Ver Anexo A) y se incubd por 40
minutos a temperatura ambiente para el desarrollo de color. La reaccion

enzimatica se detuvo afnadiendo 100 pL de la solucién de Na,CO3 (1M).

2.4.1.2 Ensayo Enzimatico Fosfatasa Alcalina (FA). En cada pocillo de las
microplacas, se mezclaron 135 uL de Buffer T (Ver Anexo A) con 15 uL de células
de cada tratamiento y se incubaron durante 20 minutos a 37°C para que ocurriera
la lisis celular. La reaccion enzimatica se inicié con la adicién de 30 pL de solucion
del sustrato (PNPP) de la fosfatasa alcalina (Ver Anexo A) y se incub6 durante 40
minutos a temperatura ambiente para desarrollo de color. La reaccion se detuvo
anadiendo 50 uL de la solucién de HCI (2,5M) y se estabilizé6 pH adicionando 50
ML de solucion TRIS (2M).
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Las lecturas de cada ensayo enzimatico se hicieron a una densidad 6ptica de 420
nm (DOas20nm) Usando un espectrofotdmetro Multiskan Go (Thermo SCIENTIFIC
Inc., Milford, MA, USA).

Las unidades enzimaticas de la actividad -G y FA fueron calculadas segun se

indica a continuacion:

1000 * A4z
t

Unidades enzimaticas =

Donde A4z es la medida de la densidad Optica de la mezcla de incubacion leida a
420,m y t es el tiempo de incubacion en presencia del sustrato (ONPG o PNPP) en

minutos.

La relacion (R) de las unidades enzimaticas de 3-G y FA refleja la inducciéon del

gen sulA, incluso cuando se produce inhibicion de la sintesis de proteinas.

Unidades p — galactosidasa

~ Unidades fosfatasa alcalina

2.4.2 Calculo del Factor de Induccién SOS. Se empledé como criterio de
genotoxicidad el factor de induccién SOS (FI), el cual representa los datos de
induccion del gen sulA normalizados en cada tratamiento y se considera una
medida indirecta del dafio primario (genotoxicidad) inducido en el ADN. El FI se

calculé como sigue:



Donde R, son las células tratadas y R, son las células no tratadas.

La interpretacion de los resultados se realiz6 considerando lo siguiente: i) “no
genotdxico”, valores de FI menores de 1.5 ii) “inconclusos”, valores de FI entre
1.5-2.0 y iii) “genotoxico”, valores mayores de 2.0 y una clara relacion dosis-

efecto.

2.4.3 Célculo de la potencia de induccién SOS (SOSIP). La potencia genotoxica
de un compuesto esta determinada por un unico parametro, la potencia de
induccion SOS (SOSIP). El SOSIP es una expresion cuantitativa de la capacidad
para inducir el gen sulA en E.coli PQ37 y representa la pendiente de la region

lineal de la curva dosis-FI. Este se calcula como sigue:

AF1

SOSIP = —
AC

Donde AFI es la diferencia entre dos puntos de la region lineal de la curva dosis

respuestay AC es la diferencia entre las concentraciones respectivas.

2.5 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se calcularon los valores promedio de la B-galactosidasa, de fosfatasa alcalina y
del factor de induccidn con sus correspondientes errores estandar. La normalidad
de los datos fue probada mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. La
homogeneidad de varianza se comprobé mediante un ANOVA. Los valores
promedios de cada tratamiento se compararon con el control negativo usando una

prueba de Dunnet. El analisis de correlacion Producto-momento (Pearson) se
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utilizé para examinar la relacion dosis-respuesta en el estudio de genotoxicidad.
Para todos los analisis estadisticos, se utilizo el paquete de software STATISTICA
V.6 (Version 6.0, StatSoft Inc (2003), Tulsa, OK, USA) considerando una p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 INDUCCION DE LA RESPUESTA SOS POR TRATAMIENTOS CON LOS
MUTAGENOS DE  REFERENCIA  4-NITROQUINOLIN-1-OXIDO Y
BENZO[a]PIRENO

En el presente estudio, se usaron los mutdgenos de referencia 4-nitroquinolin-1-
oxido (4-NQO) y benzo[a]pireno (B[a]P) como controles positivos de induccion de
la respuesta SOS en presencia y ausencia de activacion metabdlica (fraccion S9),
respectivamente. Las cinéticas de induccion del gen sulA en E. coli PQ37 producto
de tratamientos con los mutagenos B[a]P y 4-nitroquinolin-1-6xido, son mostradas
en la Figuras 9 y 10, respectivamente. Los valores de Factor de Induccion (FI)
indican que el nivel de induccion del gen sulA dependio de la dosis del mutageno,
alcanzando su mayor nivel con las dosis 50uM y 0,27uM, respectivamente. Las
mencionadas dosis, no producen reducciéon de la actividad fosfatasa constitutiva,
indicando que estas no resultan toxicas en el modelo experimental usado (SOS

Chromotest).
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Figura 9. Cinética de induccién del gen sulA en E. coli PQ37 por tratamiento con

benzo[a]pireno
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Figura 10. Cinética de induccion del gen sulA en E. coli PQ37 por tratamiento con

el 4-nitroquinolin-1-6xido
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Con base en los resultados anteriormente mostrados, se escogieron las dosis
50uM de B[a]P y 0,27uM de 4-NQO como controles positivos (en presencia y
ausencia de activacion metabdlica, respectivamente), durante los ensayos de

evaluacion genotodxica de las quinolinas en estudio.

3.2 GENOTOXICIDAD DE DERIVADOS DE LA QUINOLINA

Los valores promedio de Fl y sus respectivos errores estandar para los ensayos
de genotoxicidad de quinolinas en presencia y ausencia de activacion metabdlica,
son mostrados en la Tabla 3. Para comparacion, fueron siempre incluidos los
controles positivos en presencia (B[a]P) y ausencia (4-NQO) de activacion

metabdlica.

Tabla 3. Valores promedios del Factor de Induccién SOS (Fl) obtenidos para

derivados de la quinolina usando el SOS Chromotest

Compuestos Tratamientos FI (Con S9) FI (Sin S9)'
Control negativo 1,00 + 0,09 1,00 + 0,06

Control positivo 1 - 11,13+1,29*

Control positivo 2 3,08+0,39* -

0.13 uM 1,07+0,18"°  0,95+0,20"°

0.27 uM 0,89+0,12™°  0,94+0,17"°

X 0.55 uM 0,87+0,11™° 0,88 +0,09 "*
@() 1.1 uM 0,82 +0,21"° 1,02+0,22"°
N 2.2 uM 0,94 +0,16 "° 1,06 +0,23"°
quinolina 4.4 uM 0,90 +0,08 "* 1,00+0,27"°
1 8.8 UM 1,01+0,20"° 1,15+0,12"°
17.6 uM 1,10+0,19"° 0,83+0,20"°

35.2 uM 1,22+0,16"° 0,56 +0,13"°

70.5 uM 0,98+0,16"°  0,25+0,07"°

141.0 uM 0,96 +0,18"™° 0,18 +0,05"*°

282.0 uyM 0,76 £0,12"™°  0,31+0,13"*°
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Tabla 3. (Continuacion)

Compuestos Tratamientos FI (S9) FI (Sin S9)'
Control negativo 1,00 + 0,04 1,00 £ 0,14
Control positivo 1 - 4,80+£0,89 *
Control positivo 2 3,33+0,50 * -
0.13 uM 0,99 +0,13"* 0,67 +0,15"°
0.27uM  0,99+0,18"° 0,77 +0,14"°
R 0.55puM  1,10+0,07™°  0,72+0,16"S
NG 1.1pyM  1,10+0,07™  0,60+0,09"°
OH 22uM 1,06 £0,09™° 0,66 +0,12"°
8-hidroxiquinolina 4.4 uM 1,00+ 0’04:.2 071+0,16"°
2 8.8 UM 1,21+0,06™ 0,72+0,10"°
176 uM  1,19+0,12"™° 0,70 £+ 0,15"¢
35.2puyM  1,31+0,11™°  0,53+0,09"¢
705puM  1,20+£0,14™° 0,52 +0,15"¢
141uM  0,75+0,07™° 0,45+ 0,01"°
282uM 0,50 +0,03"™°  0,24+0,07"°
Control negativo 1,00 £ 0,05 1,00 £ 0,07
Control positivo 1 - 12,72 + 1,44
Control positivo 2 3,37 £ 0,30 -
0.13 uM 0,88 +0,09 "° 1,16 +0,15"°
al 027puM  1,14+014"°  1,18+0,13"°
055uM  1,09+0,11"™°  1,32+0,14"°
m 1.1uM  0,99+0,16"™  0,62+0,07"°
cl N7 2.2 uM 1,04+0,07"° 0,88+0,11"°
, o 4.4 uM 0,98+0,09™°  0,95+0,15"°
4, 7-dicloroquinolina 8.8 UM 1,26 +0,37 " 1,16 + 0,37 "
. 17.6 M 1,14%0,13™ 0,97 +0,29"°
35.2 uM 1,09+0,17"° 0,84+0,13"°
70.5 uM 1,08+0,14"° 0,93+0,22"°
141uM 0,87+0,13"™°  0,92+0,23"°
282 uM 0,56 +0,08"™° 0,55+ 0,07 "*°
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Tabla 3. (Continuacion)

Compuesto Tratamientos FI (S9) FI (Sin S9)*
Control negativo 1,00 £ 0,12 1,00 + 0,10
Control positivo 1 - 14,20+ 3,35 *
Control positivo 2 3,31+0,29* -
0.13puM  1,11+0,15™°  1,10+0,32"°
F 0.27 uM 1,04+0,13"° 0,96+0,14"°
O \ 0.55uM  0,93+0,15™°  0,98+0,19"°
N7 1.1uyM  1,09+0,06"°  1,13+0,14"°
O 22uyM  1,17+0,16™°  1,25+0,20"°
44uM  0,99+0,13™°  1,20+0,25"°
6-fluoro-2-fenilquinolina 8.8 UM 0,99 + 0,08 n.s 1,21 + 0,21 n.s
4 17.6 UM 1,02+0,08"™°  1,23+0,13"°
35.2 uM 0,91 +0,08 " 1,23 +0,09"°
70.5 uM 0,89 + 0,09 "*° 1,30+0,20"°
141uM 0,91 +0,07"*° 1,46 +0,14"°
282 uM 0,75+0,04"*° 1,27+0,15"°
Control negativo 1,00 + 0,07 1,00 + 0,04
Control positivo 1 - 13,56 + 3,67 *
Control positivo 2 2,25+0,48 * -
0.13 uM 0,93+0,06™°  0,89+0,10"°
cl S 0.27uM  0,95+0,04™° 1,01+0,11"°
O 0.55 uM 1,00+0,06"° 0,89+0,07"°
N 1.1uM  1,04+0,05"™°  0,88+0,09"°
O 2.2 uM 1,08+0,10"° 1,10+0,214"°
o 44uM  1,19+0,13"° 0,87+0,12"°
6-cloro-2-fenilquinolina 8.8 UM 0,74 + 0,17 n.s 1,00 + 0,14 n.s
- 17.6 UM 0,81+0,09"°  0,85+0,05"°
35.2 uM 0,69+0,10"*° 1,08+0,10"°
70.5 uM 0,85+0,18"™° 0,94 +0,07"*°
141uM 0,77 +0,18"™° 0,94 +0,05"°
282 uM 0,85+0,19™° 0,91 +0,07"°
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Tabla 3. (Continuacion)

Compuesto Tratamientos FI (S9) FI (Sin S9) 7
Control negativo 1,00 + 0,08 1,00 + 0,06

Control positivo 1 - 15,35+2,89*

Control positivo 2 3,29+0,39* -

0.13 uM 1,00+0,18"° 0,96 +0,06"°

I N 0.27 uM 0,95+0,08™° 0,86+ 0,09 "*
O 0.55 uM 1,01+0,23"°  0,99+0,08"°
N 1.1pyM  0,96+0,13™° 1,00+0,10"°

O 2.2 uM 1,04 +0,15"° 0,97 £0,12"*°

_ o 4.4 uM 0,89+0,15™° 0,90 + 0,09 "*
6-iodo-2-fenilquinolina 8.8 uM 1,03 0,21 n.s 0,80 + 0,08 n.s
6 17.6 uM 1,01+0,14"° 0,87 £0,12"*°

35.2 uM 0,87+0,09"™°  0,82+0,10"°

70.5 uM 0,90 +0,09™° 0,99 +0,11"°

141 um 0,86 +0,21"™°  0,88+0,13"°

282 uM 0,77+0,20"°  0,86+0,18"°

Control negativo 1,00 £ 0,01 1,00 + 0,28

Control positivo 1 - 11,06 +1,39*

Control positivo 2 3,01+£0,19* -

0.13 uM 1,00+0,02"° 1,13+0,06 "°

A 0.27uM  0,73+0,08"° 1,12 +0,04 "°

O ~ o 0.55uM  0,96+0,11™  1,14%0,14"°
L O > 11uM  1,07+£0,03™ 0,77 +0,17"°

o 2.2 uM 1,09+0,11"° 0,81+0,19"°
2-(3,4-metilendioxifenil) 44uM  0,91+0,11"° 0,77+0,14"°
quinolina 88uM  0,99+0,03"° 1,00+0,20"°

7 17.6 yM 0,95+0,13"™°  0,85+0,12"°

35.2 uM 0,86 +0,05™° 0,90 + 0,09 "*

70.5 uM 0,82+0,04"™°  0,75+0,12"°

141uM 0,86 +0,05"™° 0,84 +0,07"°

282 uM 0,84+0,06™°  0,54+0,14"°
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Tabla 3. (Continuacion)

Compuesto Tratamientos FI (S9) FI (Sin S9) T
Control negativo 1,00 + 0,05 1,00 + 0,04

Control positivo 1 - 12,45+ 2,52 *

Control positivo 2 3,62+0,30* -

0.13 uM 1,20+0,14"° 0,93+ 0,05"°

HsC N 0.27uM  0,86+0,12™ 0,95+0,11"°
O — 0.55 uM 1,06 +0,17 "® 0,94 + 0,06 "*°

N O 1.1uM  091+0,17"°  0,83+0,06"°

2.2 uM 1,01+0,10"° 0,79 £ 0,08 "*°

2-(3,4-metilendioxifenil) 44uM  083+006™  080+0,11"
6-metilquinolina 8.8uM 0,88+0,10"° 0,94+0,15"°

8 17.6 uM 0,79 +0,05"*° 0,88 +0,11"°

35.2 uM 0,92 + 0,09 "*° 0,84 + 0,09 "*°

70.5 uM 0,82 +0,06 "*° 0,94 +0,15"*°

141pM 0,80+ 0,06™° 0,78 +0,12"°

282 uM 0,81 +0,08"° 0,68 + 0,06 "*°

Control negativo 1,00 + 0,06 1,00 + 0,10

Control positivo 1 - 11,28 + 1,47 *

Control positivo 2 3,03+£0,40* -

0.13uM  1,14+0,10™  1,07+0,11"°

HsCO SN 0.27 uM 1,10+0,11"° 1,02 +0,09"°
O > 0.55 uM 0,86 + 0,06 "*° 0,98 + 0,08 "*

N O 11uM  1,12+0,07™  1,02+0,10"°

2.2 uM 1,08 + 0,08 "° 0,99 +0,12 "*

2-(3,4-metilendioxifenil) 44uM  1,12+0,07™  093+0,14"
6-metoxiquinolina 8.8 uM 1,15+0,14 ns 0,89 + 0,12 ns

9 17.6 uM 1,21+0,13"° 0,89 +0,12"*°

35.2 uM 1,15+0,13"° 0,86 + 0,10 "*

70.5 uM 1,18 +0,09 "® 0,84 +0,14"*

141uM 1,27 +0,29"° 0,92 +0,08"*

282 uM 0,76 +0,11"* 0,92 +0,05"*
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Tabla 3. (Continuacion)

Compuesto Tratamientos FI (S9) FI (Sin S9) 7
Control negativo 1,00 + 0,06 1,00 + 0,06
Control positivo 1 - 10,63 £ 0,99 *
Control positivo 2 2,86 £0,47 * -
CH, 0.13 uM 0,72+0,16 "*° 1,31+0,17"°
N 0.27 uM 0,81+0,18"° 1,24 +0,17"°
O 055uM  0,82+0,17"° 1,10+0,10"*
HaC i O 0> 1.1uM  0,76+0,12"™°  0,90+0,16"°
. 22uUM  0,94+0,17"™  0,97+0,10"°
o 4.4 uM 0,93+0,16"° 0,93 +0,08"°
2-(3,4-metilendioxifenil n. n.
A e B8UM  096£013"°  0,01£010"°
10 17.6 uM 0,97+0,12 ™ 0,82 +0,10
35.2 uM 0,97 £ 0,04 * 0,66 +0,14 "°
70.5 uM 0,91 +0,06"° 0,81 +0,07"°
141pM 0,89 +0,06 "* 0,78 +0,10"®
282 uM 0,89+0,15"° 0,68 +0,12"°

Fl: Valores promedios del Factor de Induccién calculados a partir de un
minimo de tres experimentos independientes con cuatro replicas cada uno y
sus correspondientes errores estandar. Como control negativo se usé agua
destilada. Como control positivo 1 se uso el 4-NQO y como control positivo 2
se uso el B[a]P. *: Diferencia significativa (p < 0.05 usando test de Dunnet)
respecto al control negativo. n.s.: No se encontré diferencia significativa.

De acuerdo a los resultados, la quinolina (1), compuesto de referencia estructural,
y los compuestos del grupo 1 no lograron inducir la respuesta SOS en E. coli
PQ37. La incorporacion de un atomo de cloro en las posiciones C-4 y C-7 del
esqueleto de quinolina (3) y de atomos halogenados (F,Cl e I) en la posicion C-6
de la 2-fenilquinolina (4-6) no llevdé a modificaciones en la genotoxicidad de la
molécula. Asimismo, la incorporacién del grupo 3,4-metilendioxofenilo en la
posicion C-2 de la parte piridinica de la molécula (7) no modificé la actividad de la
qguinolina. Igualmente, la sustitucién con el grupo metilo en posiciones C-6 y C-7,y
con el grupo metoxi en posiciéon C-6 de la 3,4-metilendioxofenilquinolina (8-10) no
mostraron importancia en el patron de genotoxicidad. En consecuencia, no se

pudo determinar la existencia de una relacion estructura-actividad para quinolinas
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con el ensayo SOS chromotest. La cinética de inducciéon del gen sulA por
tratamiento con las quinolinas del grupo 1 es mostrada en el Anexo B en contraste

con el control positivo para ensayos con activacion metabdlica.

3.3 GENOTOXICIDAD DE DERIVADOS DE LA 4-METILQUINOLINA

Los valores promedio de Fl y sus respectivos errores estandar para los ensayos
de genotoxicidad de las 4-metilquinolinas C2-piridinil sustituidas y la 4-
metilquinolina en presencia y ausencia de activacion metabdlica, son mostrados
en la Tabla 4. Para comparacion, fueron siempre incluidos los controles positivos

en presencia (B[a]P) y ausencia (4-NQO) de activacion metabalica.

Tabla 4. Valores promedios de Factor de Inducciéon SOS (FI) obtenidos para

derivados de la 4-metilquinolina usando el SOS Chromotest

Compuestos Tratamientos FI (Con S9) FI (Sin S9)'
Control negativo 1,00 + 0,06 1,00 + 0,02

Control positivo 1 - 9,98 +2,47*

Control positivo 2 463+1,35* -

0.13 uM 1,03+0,10"° 0,88+0,12"°

. 0.27 uM 0,91+0,13™°  0,93+0,13"°

8 055uM  1,06+0,17"° 0,87 +0,13"°

® 1.1pyM  096+0,11"°  0,97+0,13"°
NZ 2.2 uM 1,10+0,12"° 0,93+0,13"°
asileualine 4.4 uM 1,28+0,18"°  0,82+0,10"°
11 8.8 UM 1,34+0,22* 0,63+0,12"°

17.6 uM 1,50+0,45* 0,63+0,04"°

35.2 uM 1,61+029* 0,40+0,04"°

70.5 pM 1,55+0,30* 0,36 +0,05"°

141 pM 1,53+0,34* 0,24+0,03"°

282 uM 1,35+0,12* 0,30 +0,05"°
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Tabla 4. (Continuacion)

Compuestos Tratamientos FI (Con S9) FI (Sin S9)'
Control negativo 1,00 £ 0,03 1,00 £ 0,03

Control positivo 1 - 12,52 +1,57*

Control positivo 2 3,98 + 1,20* -

- 0.13 pM 1,04 +0,11"° 1,10 + 0,07™°

3 0.27 uM 1,00 +0,23"° 1,07 +0,08"°

N 0.55 pM 0,98 +0,16"° 1,06 +0,10™°

K e 1.1 pM 1,02 +0,18"° 1,10 + 0,04"°

| 22uM  1,11+0,20™ 1,09 + 0,08™°

N 4.4 uM 1,00 + 0,17"° 1,08 +0,28"°
4-metil-2-(piridinil) 8.8 uM 1,07 +0,13"° 1,08 +0,03"°
q“'qz"”a 17.6 uM 1,08 +0,16™ 1,04 +0,09"
35.2 uM 1,12 + 0,14"° 1,16 + 0,09"°

70.5 pM 0,94 +0,11"° 1,02 +0,06"°

141 uM 0,70 + 0,09"*° 0,89 + 0,09"°

282 uM 0,49 + 0,03"*° 0,79 +0,19"°

Control negativo 1,00 £ 0,12 1,00 £ 0,07

Control positivo 1 9,25 + 1,65* -

Control positivo 2 - 4,24 + 0,47~

CH, 0.13 uM 1,24 +0,17"° 0,91 +0,08"°

cl 0.27 uM 0,82 +0,23"° 0,92 +0,15"°
o 0.55uM  0,78+0,12"° 1,11 +0,13"°

N7 X 1.1 uM 1,06 +0,13"° 0,97 £ 0,22"°

» 22uM  1,17+0,14™  0,92+0,27"

2 44uM  127+0,15™° 0,94 +0,20"°
6-cloro-4-metil-2-(piridinil) 8.8 uM 1,11 +0,10"° 1,13+0,13"°
quinciina 17.6 uM  1,23+0,12"°  1,05+0,17"°

1e 352uM  0,88+0,18"° 1,06+ 0,23"°

70.5 uM 1,09 +0,08"° 1,14 + 0,14"°

141uM 0,95 + 0,07"*° 0,88 +0,13"°

282 uM 0,65+ 0,12"° 0,69 +0,11"°
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Tabla 4. (Continuacion)

Compuestos Tratamientos FI (Con S9) FI (Sin S9)'
Control negativo 1,00 + 0,06 1,00 £ 0,11

Control positivo 1 9,26 + 0,92* -

Control positivo 2 - 3,44 +1,18*

CHy 0.13 uM 0,94 +0,10"° 1,27 +0,13"°

. 0.27 uM 0,55 + 0,04™° 1,02 + 0,08"°
= 0.55uM 0,84 +0,15"° 1,12 +0,16"°

N7 N 1.1 pM 0,84 + 0,09"° 0,92 + 0,09"°

. - 22uM  0,89+0,10™ 0,92 +0,15™

N 44pM  0,91+0,10™  0,85+0,18"°
6,8-difluoro-4-metil-2- 8.8 uM 1,04+0,12"° 0,67 +0,11"°
(piridinil)quinolina 17.6 uM 0,80 + 0,16&5 0,70 + 0113n.s
14 352uM 0,96 +0,09™° 0,57 +0,08"

70.5 pM 0,93 +0,07"° 0,58 + 0,04"°

141pM 0,88 + 0,08"° 0,50 + 0,02"°

282 uM 0,60 + 0,07"° 0,28 + 0,02"°

Control negativo 1,00 + 0,05 1,00 £ 0,08

Control positivo 1 16,60 + 0,86* -

Control positivo 2 - 3,47 £ 0,80*

0.13 uM 1,15 + 0,09"° 1,08 + 0,30"°

" Tk 0.27uM  1,03+0,08"°  1,23+0,13"°
s X 0.55 uM 1,03 + 0,07™° 0,89 +0,13"*°
T N 1.1 pM 1,10 + 0,20™° 1,05 + 0,13"°

| 22uM  1,21+0,24™  1,24+0,10"°

N 4.4 uM 1,06 + 0,14"° 0,95 +0,10™°
4,6-dimetil-2-(piridin-5-il) 8.8 UM 108 +0.17" 112 +001"
q”':‘g"”a 17.6 M 1,03+0,10™ 1,00 +0,16"*

35.2 uM 1,23 +0,16"° 1,07 + 0,09"°

70.5 uM 1,03 +0,19"° 1,05 + 0,14"°

141pM 0,72 + 0,06™° 1,01 + 0,19"°

282 uM 0,48 + 0,09"° 0,96 +0,21"°

52



Tabla 4. (Continuacion)

Compuestos Tratamientos FI (Con S9) FI (Sin S9)'
Control negativo 1,00 + 0,05 1,00 £ 0,14

Control positivo 1 8,98 + 1,23 -

Control positivo 2 - 2,79+0,40

0.13 uM 1,12+0,14™° 1,09 +0,34"°

o GHs 0.27uM  0,95+0,11™ 0,94 % 0,20"°
. X 0.55 uM 0,92 +0,07"° 0,88 £ 0,20"°
NN 11pM  1,24+0,22"°  0,96+0,18"°

| & 22uM  1,32+0,17™°  1,04+0,23"

o o T 4.4 uM 1,33 +0,20"° 0,91 +0,15"°
4,6-dlmetll'-2-('p|r|d|n-4-|l) 8.8 UM 1,31+ 0,13“5 1,08 + 0118n.s
i 176 M 1,22+0,10™ 1,04 +0,09"°

35.2 uM 1,32 +0,23"° 1,24 +0,16"°

70.5 uM 1,31+0,17"° 0,74 +0,13"*

141pM 1,01+0,12™° 0,94 +0,19"°

282 uM 0,84 + 0,20"° 0,75+ 0,18"°

Control negativo 1,00 + 0,08 1,00 £ 0,17

Control positivo 1 13,90 + 1,53* -

Control positivo 2 - 3,20 £ 0,81*

0.13 uM 1,08 +0,21"° 0,67 +0,22"°

Ly 0.27uM  1,10+0,21™°  0,75+0,13"°

FG N 055uM  1,06+0,18™ 0,66 +0,10"°
K s 1.1uM  0,95%0,10™°  0,75+0,18"°

[ ] 22uM  0,99+0,13" 0,79 +0,19"°

o - 4.4 uM 0,91 +0,15"° 0,92 +0,20™°
4,6-d|met|I.-2-(_p|r|d|n-2-|I) 8.8 UM 0,92 + O,lln's 1,04 + 0’16n.s
quitolins 176 M 1,10+0,15™°  0,65+0,14"

35.2 uM 1,13 +0,14"° 0,60 + 0,26"™°

70.5 uM 1,11 + 0,03"° 0,60 + 0,19™°

141uM 1,02 +0,19"° 0,60 + 0,22"°

282 uM 1,09 +0,19"° 0,46 +0,11"°
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Tabla 4. (Continuacion)

Compuestos Tratamientos FI (Con S9) FI (Sin S9)'
Control negativo 1,00 £ 0,13 1,00 £ 0,16

Control positivo 1 10,43+ 1,43 -

Control positivo 2 - 4,46 + 1,35

0.13pM  1,22+0,23"°  0,82+0,12"°

NOy CHy 0.27uM  1,42+0,30™° 0,93 +0,15"°

Flgls X 055pM 1,17 +0,19™ 0,94 +0,14™°
N 1.1uM  1,02+0,23"° 1,00 +0,22"*

| 22uM 0,90 +0,20"° 1,17 +0,22"°

N 44puM  0,74+0,12™  1,03+0,17"°
4,6-dimetil-5_—nit|io-2-(piridinil) 8.8 UM 0,75 +0,12"° 0,95+ 0,19"°
q”':‘g"”a 17.6 yM 0,91 +0,07™° 1,02 +0,25"°
35.2 uM 0,75 +0,12"* 0,84 +0,14"°

705uM  1,05+0,21"° 1,07 +0,30"°

141uyM 1,05 +0,26"° 0,69 + 0,09"°

282 uM 0,88 +0,18™° 1,10 £ 0,33"°

Control negativo 1,00 £ 0,16 1,00+ 0,14

Control positivo 1~ 12,97 + 2,05* -

Control positivo 2 - 3,44 £ 0,93*

CH, 0.13 uM 1,02 +0,16"° 0,71 £ 0,14"°
0.27puM  1,14+0,15"° 0,78 +0,13"°

i 0.55uM  1,03+0,18"° 0,63 +0,08"°

NT A 1.1 uM 0,90 + 0,08"° 0,66 + 0,05"°
. ' - 22uM 0,99 +0,18™ 0,86 +0,16™
2 < 4.4 uM 0,99 + 0,19"° 0,96 + 0,19"°
8-isopropil-4-metil- 8.8uM 0,79+0,15™° 0,79 +0,15"°
2-(piridinil)quinolina 17.6 uM  0,93+0,13"° 0,99 + 0,20"°
19 352uM  0,92+0,19™° 0,88 £ 0,14"°

70.5 uM 0,91 + 0,09™* 1,05 +0,27"°

141uM 0,82 + 0,06"° 0,80 £ 0,24"*

282 uM 0,79 + 0,05"° 0,57 £ 0,10"°

FI: Valores promedios del Factor de Induccion calculados a partir de un
minimo de tres experimentos independientes con cuatro replicas cada uno y
sus correspondientes errores estandar. Como control negativo se us6é agua
destilada. Como control positivo 1 se uso el 4-NQO y como control positivo 2
se uso el B[a]P. *: Diferencia significativa (p < 0.05 usando test de Dunnet)
respecto al control negativo. n.s.: No se encontré diferencia significativa.
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Los valores de FlI para el compuesto 4-metilquinolina (11) mostraron un
significativo incremento respecto al control negativo (p<0,05) a partir de una dosis
de 8,8 uM alcanzando un valor maximo (FI = 1,61) a una dosis de 141 yM. Para
dicho rango, se encontr6 una moderada pero significativa correlacion dosis-
respuesta (R = 0,48; p < 0,05); sugiriendo que la 4-metilquinolina tiene baja

genotoxicidad en el SOS Chromotest.

Estos argumentos son soportados por el valor de su Potencia de Induccién SOS
(SOSIP), el cual representa el Factor de Induccion por unidad de masa (hanomol)
del compuesto ensayado (Quillardet y Hofnung, 1985). Este indice es determinado
a partir de la pendiente de la region lineal de la curva dosis-respuesta como la
razon entre el Factor de Induccion versus la concentracion, para un rango de dosis
dado (ver acapite 2.4.3). La Figura 11 presenta los valores de SOSIP de tres
compuestos: 4-metilquinolina, B[a]P y AFB1; los cuales presentan un mecanismo
genotéxico comun caracterizado por la formacion de epoxidos que reaccionan con
el ADN. Los resultados mostraron que el valor de SOSIP dependio del tamafio del

compuesto como sigue: Aflatoxina B1> Benzo[a]pireno> 4-metilquinolina.
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Figura 11. Potencia de induccién de la respuesta SOS en 4-metilquinolina y

mutagenos de referencia
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Por su parte, ninguna de las 4-metilquinolinas sustituidas (12-19) aqui estudiadas
indujo dafio genético en el modelo biolégico usado. La incorporacién del grupo
piridilo sobre la posicién C-2 del anillo piridina de la 4-metilquinolina (12), reduce la
genotoxicidad de la 4-metilquinolina a valores de FI proximos o por debajo de la
unidad. Adicionalmente, la incorporacion de atomos halégenos y grupos metilos en
la posicion C-6 (14-18) o de atomos halogenados e isopropilo en la posicién C-8
del anillo benceno de la 4-metil-2-(piridil)quinolina (14, 19); tampoco afecto
significativamente el patron de genotoxicidad de éste ultimo compuesto. Aunque
esta serie de moléculas, presentd limitaciones para un estudio detallado de
relacion estructura-actividad (dado por la baja genotoxicidad del compuesto de
referencia estructural, 4-metilquinolina); es claro que ninguna de las 4-metil-2-
(piridil)quinolinas estudiadas es genotdxica en el modelo experimental usado. El

Anexo C muestra la cinética de induccidon producto del tratamiento con estos

56



compuestos en el SOS chromotest, las cuales pueden ser comparadas con la del

mutageno de referencia (B[a]P) usado para ensayos con activacién metabdlica.

3.4 GENOTOXICIDAD DE LAS QUINOLINAS BASADAS EN LA ESTRUCTURA
DEL 4-NITROQUINOLIN-1-OXIDO

Como se indico en el acapite anterior, la serie de las 4-metil-2-(pirinidil)quinolinas
estudiadas no resultd adecuada para analisis de relacion estructura-actividad
genotodxica de estas quinolinas. Por ello, en el presente estudio se preparon y se
ensayaron nuevos derivados estructurales de un compuesto quinolinico altamente
mutagénico, el 4-NQO. Se conoce que el mecanismo genotoxico del 4-NQO se
caracteriza por la reduccion enzimatica del grupo nitro (NO) de su anillo piridinico
gue resulta en la formacion de 4-N-hidroxilaminoquinolin-1-6xido (4HAQO), el cual
a su vez es modificada enzimaticamente a seril-4-hidroxiaminoquinolin-1-6xido
(seril-4HAQO); un compuesto altamente reactivo que forma aductos de quinolinas
en el ADN (ver detalles en el acapite 1.4.3). El 4-NQO es un inductor directo de la
respuesta SOS en Escherichia coli, quien contiene todas las enzimas involucradas
en la activacion enzimatica del 4-NQO; por lo tanto, los ensayos no requieren
adicion de sistemas exdgenos de activacion metabdlica (Fraccion S9 de higado de

rata).

Los valores promedio de Fl y sus respectivos errores estandar para los ensayos
de genotoxicidad de analogos estructurales del 4-NQO, son mostrados en la Tabla
5. La cinética de induccion del gen sulA por tratamiento con estos compuestos es

ademas mostrada en el Anexo D.

57



Tabla 5. Valores promedios de Factor de Induccion SOS (FI) obtenidos para

quinolinas basadas en la estructura del 4-nitroquinolin-1-6xido usando el SOS

Chromotest
Compuestos Tratamientos FI (Sin S9)
Control negativo 1,00 £ 0,08
Control positivo 24,16 + 2,14*
0.13 uM 16,62 + 1,86*
0.27uM 33,91 +2,83*
e 055 UM 32,24 + 2,92+
N 1.1 uM 28,98 + 3,22*
@5@ 22uM 11,79+ 1,82« SOSIP=796,77
S 4.4 uM 2,97 £ 0,70*
4-nitroquinolin-1-6xido 88uM  093+035"
20 17.6 uM 0,55+ 0,05™
35.2 uM 0,43 +£0,07™°
70.5 uM 0,25 + 0,02"*°
141 uM 0,17 +0,01"°
282 uM 0,13 +0,01™°
Control negativo 1,00 + 0,07
Control positivo 16,30 + 3,53*
0.03 uM 0,78 + 0,08"°
0.06 uM 0,75+ 0,13"°
NO, 0.13 uM 0,83+0,16™°
X 0.27 pM 0,96 + 0,08"°
. 0.55 uM 0,89 +0,12"°
& 2 1.1 uM 1,07 £ 0,18:'2 SOSIP=1,94
2-metil-4-nitroquinolin- 2.2 UM 1,36+ 0’15n.s
1-6xido 4.4 uyM 158+0,16"
21 8.8 UM 2,85+ 0,33*
17.6 uM 5,25 + 0,46*
35.2 uM 11,89 + 0,29*
70.5 uM 18,95 + 0,97*
141 pM 42,65 + 1,20*
282 uM 35,06 + 2,13*
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Tabla 5. (Continuacion)

Compuestos Tratamientos FI (Sin S9)
Control negativo 1,00 £ 0,09

Control positivo 9,84 + 3,50*

0.03 uM 0,97 +0,13"°

0.06 uM 1,03 +0,15"°

0.13 uM 0,95 + 0,08"™°

N 0.27 uM 0,96 +0,13"°
@(D\ 055uM 0,71 +0,14"°
N™ "CHs 1.1 uM 0,90 +0,13"*°

o 2.2 uM 1,06 +0,11"°
2-metilquinolin-1-6xido 4.4 UM 0,80 + 0,06”‘5
22 8.8 uM 0,83 +0,10™°

17.6 uM 0,97 + 0,04

35.2 uM 0,91 +0,11™°

70.5 uM 1,24 +0,16"°

141uM 1,02 +0,16"°

282 uM 1,08 +0,16"°

Control negativo 1,00 £ 0,16

Control positivo 3,00 + 0,05*

0.03 uM 0,91 +0,17"°

0.06 uM 0,96 +0,20™°

0.13 uM 0,89 +0,16"™°

N 0.27 uM 0,94 +0,23"°
©\/j\ 0.55 uM 0,85 +0,19™°
N™ "CH, 1.1 uM 1,00 +0,21"°
2-metilquinolina 2.2 uM 0,90 + 0,18™*
23 4.4 uM 1,03 +0,07"°

8.8 UM 0,87 £0,17™°

17.6 uM 1,02 +0,19"°

35.2 uM 0,84 +0,16™°

70.5 uM 1,01 +0,23"°

141 uM 0,84 +0,40™°

282 uM 0,67 £0,27™°
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Tabla 5. (Continuacion)

Compuestos Tratamientos FI (Sin S9)
Control negativo 1,00 £ 0,08
Control positivo 24,16 + 2,14*
0.13 uM 16,62 + 1,86*
0.27 yM 33,91 +2,83*
e 055 UM 32,24 + 2,92+
A 1.1 uM 28,98 + 3,22*
e 2.2 uM 11,79 +1,82* SOSIP=796,77
5 4.4 uM 2,97 = 0,79*
4-nitroquinolin-1-6xido 8.8 uM 0,93+ 0’35nz
20 17.6 uyM 0,55+ 0,05
35.2uM 0,43 +0,07™°
705uM  0,25+0,02"°
141 M 0,17 £0,01™°
282 uM 0,13 +0,01™°
Control negativo 1,00 £ 0,13
Control positivo 34,4 £ 13,3*
0.03 uM 1,21 +0,20"°
0.06 uyM 0,96 +0,12"°
NO, 0.13uM 1,04 +0,21"°
X 0.27 uM 1,12 +0,16"°
O ) 0.55 uM 1,23 +0,23"°
N’ O 11uM  179+0,29*  SOSIP=2,22
0 NO, 2.2 UM 2,44 + 0,48*
4-nitro-2-(4-nitrofenil) 44UM- 3,43 £0,64%
quinolin-1-éxido 8.8 uM 4,06 +1,17*
24 17.6 M 8,97 + 0,49*
35.2 uM 12,16 + 1,25*
70.5 uM 10,42 + 1,50*
141pM 9,34 + 1,87*
282 uM 2,47 + 0,62*
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Tabla 5. (Continuacion)

Compuestos Tratamientos FI (Sin S9)
Control negativo 1,00 £ 0,13

Control positivo 26,2 £ 5,2*

0.03 uM 0,86 +0,15™°

0.06 uM 0,93 +0,12"°

0.13 uM 0,83 +0,06"™°

O A 027uM  0,85+0,11"°
NG 0.55 uM 0,83 +0,15™°

o) O 1.1 uM 0,77 £0,10"°

N2 22uM  0,71+0,14"
2-(4-nitrof’en.il)quinolin- 4.4 uM 0,82 + 0,12”‘5
1-oxdo 88uM  1,15+0,08"

17.6 uM 1,00 +0,16"°

35.2 uM 1,01 +£0,16"°

70.5 uM 1,13+0,18"°

141 uM 1,12 +0,19"°

282 uM 1,06 + 0,14"°

Control negativo 1,00 £ 0,13

Control positivo 19,2 £ 3,4*

0.03 uM 0,77 £0,13"°

0.06 uM 0,78 +0,08™°

e 0.13 uM 0,94 +0,13"*°

O 0.27 uM 0,87 +£0,12"°
Nig 055uM 0,91 +0,17"°

O - 1.1uyM  0,82+0,17"°

, o 22uM 0,80 +0,10"°
2-(4-nitrofenil)quinolina 4.4 UM 0,75 + 0’13n.s
26 8.8uM 0,90 +0,21"°

176 uM 0,67 +0,11"°

35.2 uM 0,81 +0,08™°

70.5 uM 0,99 +0,26"™°

141pM 0,67 +0,15™°

282 uM 0,93 +0,29™°

FI: Valores promedios del Factor de Induccion calculados a partir de un
minimo de tres experimentos independientes con cuatro replicas cada uno y
sus correspondientes errores estandar. Como control negativo se us6 agua
destilada. Como control positivo se uso el 4-NQO. *: Diferencia significativa (p
< 0.05 usando test de Dunnet) respecto al control negativo. n.s.: No se
encontro diferencia significativa.
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Los resultados ratifican la importancia del grupo nitro (NO2) de la posicion C-4 del
anillo quinolinico N-Oxidado para la genotoxicidad de los 4-nitroquinolin-1-6xidos
C2-sustituidos. La ausencia del grupo nitro (NO;) en la posicion C-4 del anillo
quinolinico de sus estructuras quimicas (ej: 22 y 25), reducen totalmente la
genotoxicidad de estos derivados. Adicionalmente, se pudo constatar que la N-
oxidacién del anillo quinolinico (la presencia del grupo 1-6xido), por si solo, no
aporta efecto genotoxico en este tipo de compuesto, como se evidencia de la
comparacién de los analogos estructurales: 22 y 23, 25y 26.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la incorporacion de ambos grupos (metilo y
4-nitrofenilo) en la posicion C-2 del anillo quinolinico del 4-NQO, reduce
significativamente la potencia genotdxica de este compuesto. Como se puede
constatar, tanto el 21 como el 24 muestran incrementos significativos en la
induccion del gen sulA solo a partir de las dosis 8,8 y 1,1 uM, respectivamente;
valores de dosis muy superiores al observado para el 4-NQO (0,13 uM). Estos
compuestos mostraron un maximo nivel de induccion a dosis de 141 pM (FI =
42,6) y 35,2 uM (FI= 12,16), respectivamente.

En la Figura 12, se muestran los valores de Potencia de Induccion SOS (SOSIP)
de los tres compuestos que resultaron positivos para la induccion de la respuesta
SOS: 4-NQO (20), 21 y 24. Como se puede constatar, el valor de SOSIP resulté
en el siguiente orden: 4-NQO (836,95) > 24 (3,79) > 21 (1,77). Es decir, la
introduccién de grupos 4-nitrofenilo y metilo en la posicion C-2 del anillo
qguinolinico del 4-NQO redujo en 221 y 472 veces la potencia mutagénica de este

compuesto.
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Figura 12. Potencia de induccion de la respuesta SOS en quinolinas basadas en la

estructura del 4-nitroquinolin-1-6xido
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4. DISCUSION

Existe creciente interés por los compuestos quinolinicos dado su amplio potencial
terapéutico (agentes antiparasitarios, antibacterianos, anticancerigenos, antivirales
etc.). El presente trabajo, aporta nueva informacién sobre la genotoxicidad de las
quinolinas polifuncionazadas y sobre la relacion estructura-actividad basada en la
incorporacion de sustituyentes en posiciones especificas de sus estructuras
guimicas, que nos permiten reducir sus propiedades carcinogénicas; ampliando

asi su potencial terapéutico.

Para facilitar la discusion, se han dividido los 26 compuestos estudiados en dos
grandes grupos basado en sus mecanismos genotéxicos. El primer grupo (1-19),
son aquellos compuestos quinolinicos cuya genotoxicidad depende de la
formacion de una enamina epoxido (C2-C3) en la parte piridinica del anillo
qguinolinico de su estructura; proceso que es mediado por enzimas hepaticas de la
familia Citocromo P450 (Tada et al., 1982; Saeki et al., 1993, Reigh et al., 1996;
Hirano et al., 2002). La transformacion por enzimas hepaticas de la quinolina a
enamina epoxido (C2-C3) produce aductos de guanina (G) y citosina (C) que
conducen a errores de apareamiento entre bases; generando asi transversiones
del tipo G—T o G—C (Suzuki et al., 1998, 2000) que inician diferentes tipos de
carcinomas hepaticos en mamiferos (Hirao et al.,, 1976; Futakuchi et al., 1996;
Saeki et al., 1997a).

La deteccion del dafio genético inducido por este tipo de compuestos en modelos
bacterianos (Ej: Escherichia coli y Salmonella typhimurium) requiere el uso de
sistemas exdgenos de activacion metabodlica con las mencionadas enzimas (Ej:
fraccibn S9 de higado de ratas); dado que ellos no las producen (ver Callen,
1978). Bajo tales condiciones de activacion metabdlica, compuestos que pueden

ser transformado enzimaticamente a enaminas epoéxidos (C2-C3) como la
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quinolina (1), la 8-hidroxiquinolina (2) y la 4,7-dicloroquinolina (3), no indujeron
dafio genético en el SOS Chromotest (Tablas 3 y 4); solo la 4-metilquinolina (11)
mostré un leve efecto genotoxico. Por su parte, ninguna de las 2-fenilquinolinas
halogenadas (4-6), de las 2-(3,4-metilendioxofenil)quinolinas (7-10) o de las 4-
metil-2-(piridil)quinolinas (12-19) resultaron genotoxicas; soportando la importancia
de la posicion C-2 para la genotoxicidad de este tipo de compuestos. Estos
hallazgos, soportan previos estudios que mostraron similares resultados

estudiando quinolinas halogenadas (Takahashi et al., 1988; LaVoie et al., 1991).

La baja genotoxicidad aqui encontrada para la quinolina (1), la 4-metilquinolina
(11), asi como para su derivado halogenado 4,7-dicloroquinolina (3), contrasta con
lo observado en previos trabajos que estudiaron la mutagenicidad de estos
compuestos mediante el ensayo de reversion génica en Salmonella typhimurium
(Takahashi et al., 1988; Saeki et al., 1996, 1997a, Kato et al., 1999, 2000). El
hecho de que estos dos ensayos respondan de manera diferentes durante la
deteccion del dafio (Rosenkranz et al., 1999), podria explicar las diferencias en los
resultados. El ensayo de reversion génica en Salmonella typhimurium detecta
mutaciones puntuales en un gen de la sintesis de la histidina, mientras que el SOS
Chromotest dafios genéticos capaces de inducir la respuesta SOS en Escherichia

coli.

Se ha indicado, que los aductos de quinolinas conducen a errores de
apareamiento entre bases del ADN (Suzuki et al., 1998, 2000). Este tipo de dafio,
no distorsiona suficientemente la hélice del ADN como para provocar Su
reconocimiento por sistemas de reparacidn por escision, que conduzcan a la
formacion de regiones de simple cadena de ADN inductoras de la respuesta SOS
(Salles y Defais, 1984, Higashitani et al., 1992). Para validar esta hipétesis, aqui
se compara la potencia de induccién SOS (SOSIP) de tres compuestos cuyos
aductos provocan diferentes niveles de distorsion estructural en el ADN: la 4-

metilquinolina, el benzo[a]pireno y la aflatoxina Bl. Los resultados mostraron
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(Figura 11), que el valor de SOSIP dependi6 de la masa atdmica o peso molecular
del compuesto, aflatoxina Bl (ma=312,27g/mol) > benzo[a]pireno
(ma=252,3g/mol)> 4-metilquinolina (143,19g/mol), validando la hipotesis anterior y
explicando los bajos niveles de genotoxicidad observados para la 4-metilquinolina
al ser evaluada con el SOS chromotest.

El segundo grupo (20-26), son aquellos compuestos quinolinicos cuya
genotoxicidad depende de la reduccion de un grupo nitro (NOy) en la posicion C4
del anillo piridina de su estructura, mediante actividad nitrorreductasas
(Okabayashi y Yoshimoto, 1962). EI compuesto tipo es el 4-NQO, un potente
carcinégeno en mamiferos (Bailleul et al., 1989). Se conoce, que la reduccion
enzimatica del grupo nitro (NO) de su anillo piridina resulta en la formacion de 4-
N-hidroxilaminoquinolin-1-6xido (4HAQO), la cual a su vez es modificada
enzimaticamente a  seril-4-hidroaminoquinolin-1-6xido  (seril-4HAQO); un
compuesto altamente reactivo con el ADN que forma aductos de adenina y
guanina responsables de su genotoxicidad (Araki et al., 1970; Tada y Tada, 1975;
Galiégue-Zouitina et al., 1985, 1986; Kohda et al., 1991). Adicionalmente, el 4-
NQO forma 8-hidroxidesoxiguaninas (80HdG) en el ADN a través de un
mecanismo que involucra especies reactivas del oxigeno (Blaglow et al., 1977;
Arima et al., 2006).

La deteccion del dafio genético inducido por este tipo de compuestos en modelos
bacterianos no requiere del uso de sistemas exdgenos de activacion metabdlica
como el caso anterior. En este caso, las células de Escherichia coli reducen
enzimaticamente el 4-NQO produciendo aductos de guanina, principalmente 3-
(deoxiguanisin-N2-yl)-4-aminoquinolin-1-6xido, que resultan en sitios
apurinicos/apirimidinicos y roturas en el ADN; las cuales por actividad
exonucleasa terminan produciendo regiones de cadena simple de ADN que
inducen la respuesta SOS (Galiegue-Zouitina et al., 1989; Menichini et al., 1989;
Panigrahi y Walker, 1991; Daubersies et al., 1992; Ruiz-Laguna et al., 1994).
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Los resultados presentados en la Tabla 5 indican que los nitroquinolin-1-6xidos
aqui estudiados son potentes inductores de la respuesta SOS en E. coli; y por
ende, que el ensayo SOS chromotest puede ser de utilidad en estudios de relacién
estructura-actividad de este tipo de compuestos. En tal sentido, se pudo constatar
la importancia del grupo nitro (NO,) en la posicion C-4 del 4-NQO para la
genotoxicidad de este tipo de compuestos como ha sido previamente indicado por
otros autores (Araki et al., 1970; Paul et al., 1971); de manera que solo los
analogos estructurales que contienen este grupo inducen la respuesta SOS en E.
coli PQ37.

Adicionalmente, la significativa reduccion del valor SOSIP del 4-NQO con la
incorporacion de grupos metilo y 4-nitrofenilo en la posicion C-2 del anillo
quinolinico (21 y 24, respectivamente); indica la importancia de este carbono para
la formacion del intermediario reactivo con el ADN durante la nitroreduccion. Paul
et al. (1971) mostraron que la incorporacion de grupos metilo y etilo en la posicion
C-2 de la parte piridinica del 4-NQO (2-metil-4-nitroquinolin-1-6xido y 2-etil-4-
nitroquinolin-1-0xido, respectivamente) reduce solo levemente la carcinogénesis
inducida por este compuesto en raton. Sin embargo, la incorporacion del grupo
butilo en la posicion C-2, o de grupos etilo y metilo en las posiciones C-2 y C-3,
respectivamente  (2-etil-3-metil-4-nitroquinolin-1-0xido);  elimina el efecto

carcinogénico.

Se cree que la pérdida de la carcinogénesis del 4-NQO por incorporacion de
grupos sustituyentes en el carbono C-2 del anillo piridinico del esqueleto de
qguinolina, se debe a que ésta impide la formacion de puentes de hidrogenos entre
el oxigeno del grupo N-6xido y el hidrogeno del grupo amino de la
desoxiguaninosina; el cual estabiliza el complejo 4AHAQO-ADN (Paul et al., 1971,
Bailleul et al., 1989). El hecho de que la incorporacion de los grupos metilos y 4-
nitrofenilo en la posicion C-2 de la parte piridinica del 4-NQO no reducen su

genotoxicidad en la misma medida (Figura 12), sugiere que el tipo de sustituyente,
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y no solo interferencia estructural de éstos, es importante para la reduccion de la

genotoxicidad de este tipo de compuestos.
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5. CONCLUSIONES

e Las quinolinas cuyo mecanismo de genotoxicidad es mediado por la formacion
de una enamina epoxido (Ej: 2-fenilquinolinas, 2-(3,4-
metilendioxifenil)quinolinas, 2-(4-nitrofenil)quinolinas y 4-metil-2-
(piridil)quinolinas) son pobres inductores de la respuesta SOS en E. coli; por
tanto, resultaron inocuas en el modelo experimental usado. Solo la 4-metil-

quinolina, resultd levemente mutagénica.

e Las quinolinas cuyo mecanismo de genotoxicidad es mediado por la reduccion
del grupo nitro (NO;) en la posicion C-4 (Ej: 4-nitroquinolin-1-6xidos) son fuertes
inductores de la respuesta SOS en E. coli; por tanto, son considerados

genotodxicas en el modelo experimental usado.

e La incorporacion del grupos sustituyentes en la posicion C-2 del anillo
quinolinico de todos los tipos de quinolinas estudiados (quinolinas, 4-
metilquinolinas y 4-nitroquinolina-1-6xidos), afecta la potencia genotoxica del
compuesto en cuestion; siendo particularmente evidente en las 4-

metilquinolinas y los 4-nitroquinolin-1-6xidos.

e La incorporacion de grupos sustituyentes en el anillo bencénico de 2-
fenilquinolinas, de 2-(3,4-metilendioxifenil)quinolinas y de 4-metil-2-

(piridil)quinolinas, no modifican significativamente su genotoxicidad.
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e El ensayo SOS Chromotest resultd sensible para el estudio de relacidn
estructura-genotoxicidad, especialmente, para compuestos cuyo mecanismo de
genotoxicidad es mediado por la reduccion del grupo nitro (NO3) en la posicion

C-4 de la quinolina.
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6. RECOMENDACIONES

e Se recomienda el ensayo SOS Chromotest para estudios de relacion estructura-
genotoxicidad de compuestos quinolinicos cuyo mecanismo de genotoxicidad
es mediado por la reduccién del grupo nitro (NO;) en la posicion C-4 de la

quinolina.

e Estudiar los compuestos quinolinicos que aqui resultaron inocuos usando
sistemas de activacion metabdlica de humanos, con el fin de ampliar el
conocimiento existente sobre las rutas de activacion metabodlicas de estos

compuestos.
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ANEXOS

Anexo A. Composicion y forma de preparacion de la mezcla de activacion
metabdlica, soluciones buffer y soluciones sustrato para los ensayos enzimaticos

(Modificado del protocolo propuesto por Quillardet y Hofnung,1985).

MEZCLA DE ACTIVACION METABOLICA

Composicion (1mL)

Solucion de sales 0.02 mL
Cloruro de potasio (1.65 M)
Cloruro de magnesio hexahidratado (0.4 M)

Glucosa 6 fosfato (1 M) 0.005 mL
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (0.1 M) 0.015 mL
Buffer tris (hidroximetil) aminometano (0.4 M, pH 7.8) 0.25 mL
Medio Luria Bertani 1X 0.61 mL
Fraccion S9 de higado de rata 0.1 mL

Forma de preparacion
Adicionar los componentes en el orden presentado arriba y mantener éstos en

bafio de hielo durante la preparacion. Precalentar la mezcla por unos minutos a

37°C para evitar que las células sufran un choque térmico.
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BUFFER Z

Composicion (1L)

Fosfato de sodio dibasico anhidro 16.19
Fosfato de sodio monobasico monohidratado 55¢
Cloruro de potasio 0.75¢
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.25¢g
Sodio dodecil sulfato 1lg
B-mercaptoetanol 2.7 mL
pH final: 7.0

Forma de preparacion

Adicionar los componentes en el orden presentado arriba y esterilizar a una

atmosfera de presion (~121°C) durante 15 minutos. Conservar entre 4 y 8°C.

BUFFER T

Composicion (1L)

Tris (hidroximetil) aminometano 121 ¢
Sodio dodecil sulfato 19
pH final: 8.8

Forma de preparacion

Adicionar los componentes en el orden presentado arriba y esterilizar a una

atmosfera de presion (~121°C) durante 15 minutos. Conservar entre 4 y 8°C.

SOLUCION SUSTRATO R-GALACTOSIDASA (0.04 g/mL)

Pesar 0.04 g de 2-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG) y disolver en 10 mL de

Buffer fosfato. Conservar a 0°C maximo por un mes.
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Buffer fosfato

Composicion (1L)

Solucién fosfato de sodio dibasico anhidro 61mL
Solucién fosfato de sodio monobasico monohidratado 39 mL
pH final: 7.0

Forma de preparacion

Adicionar los componentes en el orden presentado arriba y esterilizar a una

atmosfera de presion (~121°C) durante 15 minutos. Conservar entre 4 y 8°C.

SOLUCION SUSTRATO FOSFATASA ALCALINA (0.04 g/mL)

Pesar 0.04 g de 4-nitrofenilfosfato (PNNP) y disolver en 10 mL de Buffer T.

Conservar a 0°C maximo por un mes.
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Anexo B. Cinética de induccion del gen sulA en E. coli PQ37 para derivados de la quinolina
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Anexo B. (Contintia)
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Anexo B. (Contintia)
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Anexo C. Cinética de induccion del gen sulA en E. coli PQ37 para derivados de la 4-metilquinolina
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Anexo C. (Continua)

Factor de Induccién
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Anexo C. (Continua)

Factor de induccién
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Anexo D. Cinética de induccién del gen sulA en E. coli PQ37 para quinolinas basadas en la estructura 4-

nitroquinolin-1-6xido
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Anexo D. (Continda)
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