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RESUMEN. La accién mutagénica de la 2-hidroxi-N-(3,4-dimetil-5-isoxazolil)1,4-
naftoquinona-4-imina (IV), un nuevo compuesto con actividad tripanocida frente al
Trypanosoma cruzi es demostrado mediante el Ensayo de Micronicleos. La quinonei-
mina (IV) y sus precursores, la 2-hidroxinaftoquinona (V) y el 5-amino-3,4-dimetil-
isoxazol (VI) fueron inyectados a ratones S.J.L. Swiss, por via intraperitoneal, a las
dosis de 5, 50, 100 y 200 mg/Kg, examinandose luego de 24 horas las células de la mé-
dula é6sea. Las quinonas (IV) y (V) mostraron un claro incremento en la frecuencia de
micronicleos en eritrocitos policromiticos, la cual es méxima a 50 mg / Kg. Mediante
el calculo de las potencias relativas, se observa que el grupo 3,4-dimetil-5-isoxazolilo
no influye mayormente en la actividad citotéxica a pesar de que incrementa la activi-
dad parasiticida del grupo quinona. El precursor (VI) resulté mutigeno negativo a
las dosis ensayadas.

SUMMARY. “Genotoxic Effect of Quinones Assessed by the Micronucleus Test”. The
mutagenic activity of 2-hydroxy- N-(3,4-dimethyl-5-isoxazolyl)1,4-naphthoquinone-4-
imine (IV), a new compound with trypanocidal activity on Trypanosoma cruzi is demon-
strated in the Micronucleus Test. The quinoneimine (IV) and their precursors 2-hydroxy-
naphthoquinone (V) and 5-amine-3,4-dimethyl-isoxazole (VI) were given intraperitoneally
at doses of 5, 50, 100 and 200 mg/Kg to S.J.L. Swiss mice. Bone marrow cells were exam-
ined 24 hs after the administration. Quinones (IV) and (V) showed a clear increase in the
frequency of micronuclei in polychromatic erythrocytes (statistically significant). At 50
mg/Kg the order of relative mutagenic potencies was similar, showing that the substituted
isoxazolyl group enhance the parasiticidal activity of naphthoquinone but do not increase
their citotoxicity. No mutagenic activity was found in (VI).
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INTRODUCCION

El desarrollo de firmacos eficaces en el tratamiento de la Enfermedad de
Chagas o Tripanosomiasis americana continiia como tema prioritario en los pro-
gramas nacionales de estimulo y financiacién a la investigacién cientifica 1 . Se ne-
cesitan compuestos con buena biodisponibilidad, activos en la fase aguda y créni-
ca de la enfermedad y exentos de citotoxicidad.

Dos familias quimicas se destacan como principales candidatos: los nitro-
compuestos aromiticos y las quinonas (Figura 1). Pertenecientes al primer grupo,
el nifurtimox (I) y el benznidazol (ID llegaron a la comercializacién, resultando
muy utiles en la fase aguda pero escasamente efectivos en el periodo crénico y
con serios efectos adversos 2 . La actividad antichagisica de estos compuestos asi
como su citotoxicidad ha sido atribuida a la presencia de la funcién nitro unida a
un anillo aromitico. En el ensayo de Ames, en presencia de microsomas 3 y en el
de micronicleos 4, resultaron mutigenos positivos. Su genotoxicidad fue poste-
riormente confirmada mediante el estudio de aberraciones cromosémicas en nifios
chagisicos tratados con estos agentes 56.

Por otra parte, varias naftoquinonas muestran en experimentacion una apre-
ciable actividad inhibitoria frente a algunos protozoarios, incluyendo tripanoso-
mas. La B-lapachona (III), una o-naftoquinona de origen natural, inhibe in vitro el
crecimiento del Trypanosoma cruzi’. Su accién tripanocida ha sido correlaciona-
da a su capacidad de generar anién superéxido (O,); esto es posible debido a su
estructura quinoide que puede ser ficilmente reducida a las formas semiquinona y
quinol por las fracciones mitocondriales del pardsito y, posteriormente oxidadas
por el oxigeno molecular, provocando una peroxidacién lipidica con la conse-
cuente generacién de radicales libres 8 .

En busca de compuestos mis activos ha sido sintetizada una serie de isoxa-
zolil naftoquinonas 9, entre cuyos miembros se destaca la 2-hidroxi-N-(3,4-dimetil-
5-isoxazolil)1,4-naftoquinona-4-imina (IV) por su actividad #n vivo frente al T. cru-
zi. Las quinoneiminas tienen propiedades similares a las quinonas, incluyendo la
habilidad de reducirse via un electrén para dar un radical libre semiquinona o via
dos electrones para llegar a un derivado tipo aminofenol. En comin con la B-lapa-
chona inhiben el crecimiento, la sintesis de ADN vy generan anién superéxido
por los epimastigotes del T. cruzi 1011,

Este mecanismo de accién téxica frente al pardsito puede involucrar accio-
nes citotéxicas para el huésped. En base a esta suposicion y a la escasa bibliogra-
fia sobre genotoxicidad de quinonas 1213 hemos considerado de interés evaluar el
potencial mutagénico y/o carcinogénico de la quinoneimina (IV) y sus precurso-
res, la 2-hidroxinaftoquinona (V) y el 5-amino-3,4-dimetil-isoxazol (VD) mediante el
ensayo de Micronicleos 4.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Ratones S.J.L. Swiss, con libre acceso al agua y alimentos (Nutrimentos S.A
dieta 3) fueron criados y mantenidos a 20-25 °C respetando el ciclo 12 hluz - 12 h
oscuridad. Para el ensayo de Micronucleos se seleccionaron machos y hembras
cuyo peso oscilaba entre 20y 25 g.
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Figura 1. Nifurtimox (I), Benznidazol (), B-lapachona (III), 2-hidroxi-N-(3,4-
dimetil-5-isoxazolil-1,4-naftoquinona-4-imina (IV), 2-hidroxinaftoquinona (V) y
5-amino-3,4-dimetilisoxazol (VI).

Sustancias a ensayo i

La 2-hidroxi-N-(3,4-dimetil-5-isoxazolil)- 1,4-naftoquinona-4-imina (IV) fue
sintetizada de acuerdo a la técnica previamente descripta 19. S6lido anaranjado,
recristaliza de EtOH. P.F = 214-5 °C. La 2-hidroxi naftoquinona (V) y el 5-amino-

3,4-dimetil-isoxazol (VD), comercialmente disponibles fueron recristalizadas y se
constaté su pureza por TLC.

Ensayo de Microniicleos

Ocho ratones Swiss de ambos sexos fueron utilizados para cada dosis. Doce
grupos recibieron una de las diferentes dosis (Tabla 1) del compuesto en ensayo
mediante inyeccién intraperitoneal. Para cada lote de animales, un grupo fue usa-
do como control, inyectindoles el vehiculo solamente. Los compuestos (IV), (V) y
(VD fueron suspendidos en una solucién acuosa de propilenglicol (0,15 ml/ml ) a
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Cto. no;’}i:g i‘?;"s Fobs.? Z}’ Ic?:f“ PRD
0.71+£0.28
S 1.88 £ 0.23 164
v S0 4.86 £ 0.46* A 584 1333
100 3.14+£0.23* 342 236
200 2431043 242
0 0.71 £ 0.28
5 1.71£0.28 140
v 50 2.83 £ 0.48* B 298 1038
100 1.67 £ 042 135
200 2.00 £ 0.58 182
0711 0.28
5 1.14 £ 0.26 60
VI 50 1.89 £ 0.26 C 166
100 1.13+0.23 59
200 1.73 + 0.22 143

REF: 2 F de Fischer calculada usando el ANOVA de un solo factor,
A: F(4,40) = 4.31, p < 0.01. B: F(4,27) = 2.73, p < 0.05. C: F(4.40), p > 0.05.
b PR: Potencia relativa calculada como % de incremento sobre control en funcién de la dosis
(mM/kg

* Dosis significativas en relacion al resto de las dosis (Analisis de Newman-Keuls)

Tabla 1. Frecuencia de eritrocitos policromiticos micronucleados (EPCMN).

la concentracién deseada e inmediatamente antes de su aplicacién. Veinticuatro
horas después de la inyeccién i.p se llevé a cabo la eutanasia por dislocacién cer-
vical y se extrajo de cada ratén ambos fémures, preparindose extendidos de la
médula 6sea de acuerdo a la técnica previamente descripta 415, La presencia de
micronicleos (MN) fue analizada en 500 eritrocitos policromiticos (EPC) por ani-
mal, sobre portaobjetos codificados, registrindose el nimero de eritrocitos poli-
cromiticos micronucleados (EPCMN). Los valores-dados en la Tabla 1 expresan el
promedio de EPCMN mis menos el error estindar. Se utilizé el método de ANOVA
de un solo factor para detectar diferencias significativas en la frecuencia de MN
entre animales tratados y controles. A posteriori, el anilisis de Newman-Keuls per-
mitié individualizar las dosis t6xicas. En todos los casos, una p < 0,05 fue consi-
derada significativa.

Las potencias relativas (PR) fueron calculadas como el cociente entre el % de
incremento de MN sobre los controles y la correspondiente dosis molar del com-
puesto.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

No aparecen diferencias significativas entre machos y hembras en el recuen-
to de microniicleos provenientes de ratones tratados, por lo cual los datos son
analizados en conjunto (n = 8 ). Los resultados se describen en la Tabla 1.

Las quinonas (IV) y (V) mostraron un incremento significativo en la frecuen-
cia de micronucleos en relacién a los controles. A las dosis ensayadas, no se mani-
festaron efectos toxicos visibles en los animales ni se modificé la relacién entre
eritrocitos normocromdticos y policromdticos, indicando que estos compuestos no
producen inhibicién en el desarrollo de la progenie roja.

La 2-hidroxi-N-(3,4-dimetil-5-isoxazoliD-1,4 naftoquinona-4-imina (IV) y la 2-
hidroxinaftoquinona (V) dan una curva dosis-respuesta en forma de U invertida
con un efecto téxico maximo a las dosis de 50 y 100 mg/Kg para la primera y sélo
a 50 mg/Kg para la segunda. Este tipo de curva, comiin para muchos compuestos
evaluados in vivo 1517, sugiere que estos compuestos facilitan una accién genoto-
xica a dosis medias pero no son téxicos a bajas y altas dosis. Si bien resulta com-
prensible la ausencia de toxicidad a dosis bajas debido a la presencia de sistemas
enzimiticos de defensa que posee el organismo (por ejemplo, Glutation-Glutation
transferasa), no lo es para dosis altas.

En este dltimo caso, dicho comportamiento podria ser atribuido a diversos
factores, tales como a) saturacién en el mecanismo de captacidén y metabolizacion
del pretoxégeno o b) participacién de otros sistemas enzimiticos de defensa 18 a
dosis altas.

El 5-amino-3,4-dimetil-isoxazol (V) no mostrd diferencias significativas entre
grupos tratados y controles, por lo cual a las dosis ensayadas resulté mutageno
negativo. Este compuesto que posee un grupo amino de cardcter aromdtico, y por
lo tanto sospechoso de genotoxicidad 15, posee en su estructura un nitrégeno aro-
mdtico que se comporta electrénicamente como atractor de electrones y por lo
tanto disminuye o anula las propiedades toxogénicas del amino aromitico 1.

En conclusién, la actividad mutagénica de las quinonas estudiadas estd en
concordancia con su estructura quimica, la cual es capaz de entrar con facilidad
en reacciones redox. Cuando se comparan las potencias inductoras de micronucle-
os de (IV) y (V) se observa que el grupo isoxazolilo no influye mayormente en la
actividad mutagénica. Sin embargo, el grupo isoxazolilo exalta la actividad tripa-
nocida de la 2-hidroxinaftoquinona 11, lo cual lleva a pensar que ambas activida-
des podrian ser separadas por modificacién molecular.
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