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RESUMEN. 

Estudios epidemiológicos realizados en las últimas décadas han indicado que 
aquellas personas que tiñen su cabello frecuentemente con tintes permanentes, o 
que tienen exposición laboral a éstos, podrían tener un incremento en el riesgo de 
contraer ciertos tipos de cáncer. Existen trabajos experimentales que demuestran 
la penetración por piel de algunos componentes de los tintes, después de la 
aplicación tópica. El p·fenilendiamina (PFD) es un componente importante en los 
tintes para cabello permanentes, y ha resultado positivo en ensayos a largo plazo, 
en cultivo de células de mamíferos y en los ensayos de Sa/monella typhimurium y 
Tradescantia. En estas últimas, el PFD fue más mutagénico al ser oxídado y/o 
activado por lo que lo clasifican como promutágeno. Sin embargo existen trabajos 
similares donde se reporta que el PFD no tiene efecto cancerígeno o mutagénico. 
Por la controversia sobre su geno toxicidad , en este trabajo se probó el posible 
efecto geno tóxico del PFD oxidado y sin oxidar, mediante la prueba de mutación y 
recombinación somática (SMART) en Drosophi/a me/anogas/er, cruzas estándar 
(CE) y bioactivación elevada (CBE). Las diferentes concentraciones del PFD, 
oxidado y sin oxidar, fueron probadas en ambas cruzas de manera simultánea en 
tres ensayos independientes. Se revisaron un total de 778 individuos y se 

. encontró lo siguiente: Las concentraciones utilizadas del PFD sin oxidar resultaron 
no genotóxicos, en ambas cruzas y para todas las categorias de manchas. 
excepto para las manchas gemelas, las cuales resultaron inconclusas también en 
ambas cruzas. En la CE, las concentraciones utilizadas del PFD oxidado 
resultaron negativas en todas las categorias de manchas, excepto para las 
manchas gemelas, las cuales resultaron inconclusas, no asi en la CBE en donde 
resultó débilmente positiva para las manchas pequeñas, negativa para grandes y 
totales e inconclusas para las gemelas, en las tres concentraciones. 
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Efecto genotóxico del p-fenilendiamina en D. me/anogaster mediante la 
prueba de mutación y recombinación somática en el ala. 

1.-INTRODUCCIÓN. 

Tintes permanentes y p-fenilendiamina. 

En los últimos años se ha incrementado el uso de ciertas sustancias 
químicas sintéticas y naturales dentro de las cuales se encuentran los fertilizantes, 
los plaguicidas, los fármacos y los cosméticos, entre otros; éstos al estar en 
contacto con el hombre pueden provocar efectos tóxicos, genotóxicos o 
cancerígenos. 

Dentro de los compuestos utilizados en cosmetología se encuentran los 
tintes sintéticos para cabello, cuyo uso data de 1883 cuando Monnet patentó un 
proceso para colorear el cabello con la aplicación de mezclas frescas preparadas 
con una solución de p-fenilendiamina (PFD)' y peróxido de hidrógeno. Este 
proceso fue la base de los llamados tintes permanentes, los cuales son los más 
utilizados hoy en día (Burnett, 1987) 

los tintes permanentes o de oxidación se forman durante el proceso de 
teñido y no están presentes como tales en la solución antes de la aplicación. 
Estos productos constan de dos partes: Una solución intermediaria y un agente 
o idante, este último generalmente es el peróxido de hidrógeno. la solución 
íntermediaria está formada por el intermediario primario' (IP), o pigmento "para", y 
un agente acoplador o modificador. (Tabla 1.1) 

los IP son oxidados con el peróxido de hidrógeno originando 
benzoquinona iminas. las iminas reaccionan rápidamente con el acoplador y/o un 
compuesto "para" no oxidado para producir pigmentos indol. Para que se den 

, PFQ (1.4-bencenediamina o p-diaminobcnceno), CaHaN2 P,M 108.1 ( CAS No. 106-50-3), se puede 
reducir en l,4·nitroanilina con Fe y Hel. y oxidar en 1, 4-benzoquinonaimina con H202. Se presenta como 
cristales blancos, ligeramente rojos, se oscurecen al exponerse al aira. Soluble en 100 partes de <lgua fria; 
soluble en alcohol. cloroformo y éter. Se revela en un color negro con peróxido de hidrógeno al 3%, y en color 
café Con una solución de FeCI3 al 5%. Dosis letal media en conejos 250mg/Kg (Tomado de SIGMA 1994, Y 
dellndex. Merck) 

2 Intermediarios primarios: Pequeñas moléCulas que pueden degradarse y penetrar al cabello. 
particularmente bajo las condiciones alcalinas que se dan durante la aplicación. La subsecuente oxidación y 
acoplamiento produce moléculas mas largas, muchas de las cuales son atrapadas por el cabello. 
Generalmente son compuestos aromaticos con dos grupos donadores de electrones en posición 1.2 o 1,4. 
Estos son relativamente pocos. los más comúnmente usados son: p.fenilendiamina. p-toluendiamina y p­
aminofenol. Las combinaciones mas efectivas son dos grupos amino o un grupo amino con uno hidroxilO 
unidos a un anino bencenO o (olueno . 

3 Agentes modificadores o acopladores: Pueden estar basados en un anillo de benceno. sistemas de anillos 
multiples o anillos heterocrclicos. requieren la sustitución de grupos en posición 1.3. Éstos no son fáciles de 
oxidar pero pueden hacerlo, al acoplarse con la quinona ¡mina formada al oxidar al intermediario primario. El 
acoplador mas frecuentemente usado es el resoreinol (para los colores verde y café) y el1-naftol (para los 
colores violeta y azul) 
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estas reacciones se requiere un pH alto esto es usualmente activado con 
amoniaco. (Bumett, 1987 y Shipp, 1992) 

Colores producidos por intermediarios primarios: 

Intermediario primario Color en el cabello 
p-fenilendiamina Café oscuro 
p-toluendiamina Café ligeramente rojizo 
p-aminodefenilamina Gris oscuro 
p-aminofenol Castaño rojizo claro 
2-Amino-5-hidroxitolueno Rubio dorado 
5-Amino-2-hidroxitolueno Rubio rojizo 
o-Aminofenol Dorado intenso 

Colores producidos por p-fenilendiamina en presencia de varios 
acopladores' 

Acoplador Color en el cabello 
m-fenilendiamina Púrpura azulado 
m-aminofenol Café claro 
4-Metil-aminofenol Café claro 
m-metoxifenol Magenta 
6-Metil-3-aminofenol Magenta 
2,5-Xilenol Púrpura azulado 
Resorcinol Café verdoso 
Hidroquinona Café grisáceo claro 
Catecol Café grisáceo 
Ninguno Café oscuro 

Tabla 1.1. Colores producidos por varios componentes en tintes 
permanentes. Burnett, 1987 

Sin embargo, puede ocurrir más de un estado de acoplamiento oxidativo, 
las reacciones posibles, que se establecen al inicio de la mezcla, son numerosas, 
por lo que se pueden producir algunos colores de intermediarios extraños. El 
cabello por si mismo puede modificar o tomar parte en algunas de las reacciones 
y dar como resultado colores no esperados. (Fig. 1.1) 

Anteriormente se creía que el colorante era producido en la fibra del cabello 
por oxidación de los colorantes intermediarios (teoría de Bandrowski, citada en 
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Sumett, op. cit. ). Ahora se maneja que la oxidación y acoplamiento tienen lugar 
simultáneamente en la solución fuera del cabello (Shipp, op. cil. ) 

NH 

NH 
1,4-fenilendiamina 1,4-benzoquinonaimina 

NH2 NH2 

N 2 H2 

Base Brandowski 

Fig. 1.1 Dos posibilidades de reacción al oxidar el p-fenilendiamina con peróxido de hidrógeno. En 
el primer caso se forma la 1,4-benzoquinonaimina y en el segundo caso se forma la base 
Brandowski, que es una diaminofenacina. (Kiese, 1968 y Shipp,1992) 
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Detección de agentes genotóxicos. 

Los factores ambientales pueden causar cáncer. Los posibles cancerígenos 
entran al cuerpo, principalmente a través de la respiración pero también pueden 
ser ingeridos o absorbidos por la piel. Una vez dentro del cuerpo, la sustancia 
puede permanecer en los pulmones (como los asbestos) o ser absorbida como en 
el tracto digestivo. Si esto último es lo que ocurre, los xenobióticos atraviesan el 
cuerpo por la pared del tracto digestivo hacia la sangre, y pueden experimentar 
cambios químicos que los hacen más o menos tóxicos. Eventualmente, estos 
compuestos como tales, o en una forma activa, pueden atravesar la membrana de 
las células, y puede causar daño o cualquier otro evento que conducen al cáncer. 

El conocimiento de los factores ambientales que pueden afectar a la salud, 
ha tenido un fuerte impulso, sobre todo con respecto a los contaminantes del 
ambiente laboral y los medicamentos de uso prolongado. El riesgo de contraer 
cáncer por factores ambientales es más grande cuando se incrementa la 
exposición al agente químico o físico, ya sea en una dosis muy alta o en 
pequeñas dosis por largos periodos de tiempo. Para identificar y analizar la acción 
directa o indirecta de agentes que pudieran modificar los componentes 
hereditarios de los sistemas vivos y detectar las propiedades de un grupo de 
agentes que pudieran inducir cambios a los ácidos nucleicos y/o producir efectos 
deletéreos en las dos estirpes celulares: Somáticas y germinales, es necesario 
recurrir a la utilización de algunas pruebas, no siendo posible o ético exponer a la 
gente a los posibles cancerígenos ambientales. La información acerca de sus 
efectos se puede obtener de distintas maneras, tales como: 

1.- Estudios epidemiológicos: La incidencia de cierto tipo de cáncer se mide al 
comparar subgrupos, con diferentes niveles de exposición al cancerígeno, en una 
gran población. Por ejemplo en cualquier población al comparar al grupo de 
fumadores con el grupo de no fumadores, los fumadores tienen mayor 
probabilidad de contraer cáncer de pulmón. Los estudios epidemiológicos son la 
fuente más efectiva para establecer el riesgo de padecer algún tipo de cáncer en 
poblaciones expuestas a contaminantes ambientales, sin embargo, tienen 
limitaciones para descubrir nuevos cancerígenos entre los muchos agentes a los 
cuales estamos expuestos, y estas son (Vogel, 1987): 
a) Tiempo prolongado de latencia entre exposición y manifestación clínica. 
b) Participación de muchos factores en el desarrollo de la enfermedad. 
c) No poder determinar la magnitud de una exposición de tiempo atrás. 

2.- Experimentos naturales: Si una población natural o grupo de individuos es 
accidentalmente expuesta a altos niveles de un probable cancerígeno ambiental, 
es posible estudiarla mas tarde y comparar con la población en general, para 
determinar si la exposición a este agente causó un incremento en el riesgo de 
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contraer cierto tipo de cáncer. Por ejemplo, algunos estudios han demostrado que 
los niños que vivían cerca de Chemobyl, después del accidente nuclear han 
incrementado el riesgo de contraer cáncer de tiroides, debido a la exposición de 
yodo radioactiva. 

3.- Estudios con animales o bioensayos a laroo plazo: Se realizan al exponer a 
mamiferos (generalmente ratas o ratones) a altas dosis de un compuesto 
supuestamente cancerigeno durante un período de tiempo corto y medir los 
efectos. De esta forma los investigadores pueden asumir lo que podría ocurrir en 
humanos. Estas extrapolaciones, que pOdrían ser discutibles, pueden ser muy 
útiles cuando no hay otra forma de medir el efecto de cierto compuesto. 

4.- Pruebas de laboratorio o bioensayos a corto plazo: Existe un gran número de 
ensayos que involucran bacterias, insectos, vegetales o cultivo de células, que se 
exponen de forma controlada, a las sustancias sospechosas y son usados cuando 
se piensa que un compuesto puede alterar al ADN. Estos ensayos son usados 
para tamizar los posibles cancerigenos. 

Bioensayos a corto plazo. 

Bauer en 1928 expuso la Teoría de la Mutación Somática, la cual propone 
que la mayoria de los cancerígenos químicos son también mutagénicos, porque 
se asume que éstos afectan la estructura del ADN. Al principio de la década de 
los sesenta esta idea se puso en duda al carecer de efecto, en los sistemas 
genéticos de prueba establecidos hasta esa época, muchos de los cancerigenos 
conocidos. La situación cambió cuando se reconoció que la mayoría de los 
agentes cancerígenos son sólo biológicamente activos después de pasar por el 
metabolismo celular. Esto estimuló el desarrollo de técnicas para la activación de 
los xenobióticos in vitro e in vivo, tanto en sistemas bacterianos como en sistemas 
eucariontes. Gracias a estas técnicas se retomó dicha teoría. (Vogel, 1987) 

De ahí que el mismo Vogel op. cit. establezca los principios básicos de un 
buen bioensayo a corto plazo (BCP): 
1. Sistema de activación in vivo, o in vi/ro, para la detección de procancerígenos 

o promutágenos. 
2. Sistema indicador sensible (microorganismos, cultivos de células de 

mamíferos, plantas, insectos, o mamiferos) con el que se pueda medir el daño 
genético inducido por el agente genotÓxico. 

3. Efecto genético bien definido. 

Prueba de mutación y recombinación somátíca (SMART). 

La prueba del ala SMART es un BCP que utiliza un organismo eucarionte 
(Drosophila me/anogas/er), se basa en la expresión de mutaciones recesivas en 
células somáticas de organismos transheterocigóticos; debida a la pérdida de 
heterocigocidad de marcadores genéticos. Si durante el desarrollo larvario se 
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induce alguna alteración en el material genético de las células de los discos 
imagales' de las larvas (Fig. 1.2), ésta será transmitida a las células hijas 
formando un clan o mancha de células alteradas en las alas de moscas adultas; 
estas manchas se pueden observar y contabilizar con ayuda del microscopio 
óptico y analizar por medio del programa estadistico SMART (Graf y col, 1984) 

El ensayo tiene la posibilidad de exponer a un gran número de células 
mitóticas, en los discos imagales de la larva, que darán origen a un número mayor 
de células en estado adulto, por lo que este ensayo penmite analizar un gran 
número de células (aproximadamente 25,000 células por ala), al revisar una sola 
mosca (Graf y col, 1984) Requiere una sola generación para obtener resultados; 
ha demostrado ser eficaz, ya que está bien establecida y confirmada, se han 
evaluado más de 400 agentes fisicos y quimicos, puros y mezclas; además de 
presentar un sistema de activación (in vivo) para la detección de procancerigenos 
o promutágenos (Guzmán y Graf, 1995; Graf y col, 1996) 

Para realizar la prueba se cruzan moscas que acarrean mutaciones 
recesivas distintas: hembras vírgenes de la linea fiare (flama): flr'1 In(3LR)TM3, ri 
p" sep bx''' e' Bd(S), (de forma abreviada flr'/TM3, Bd(S).) X machos de la linea 
"multiple wing hairs" (pelos del ala múltiples): mwhlmwh. (Graf y Würgler, 1996) 

Las larvas transheterocigotas producto de esta cruza tienen genotipo mwh 
nr'· I mwh' flr' o mwh flr" I TM3, Bd(S), en teoría, en proporción 1:1; ambas 
larvas son indistinguibles pero al recuperar los adultos, el primer genotipo genera 
moscas con alas de fenotipo silvestres y el segundo alas serratia (Bd(S)) (Ramos, 
1 993). Las larvas pueden ser tratadas de manera crónica o aguda (Tabla 1.2), por 
vía oral, inhalación o inyección de los compuestos a probar. Cuando emergen las 
moscas adultas, se fijan en alcohol al 70%, se realizan preparaciones 
permanentes de las alas en portaobjetos, se revisan en el microscopio a 400X y 
se busca la presencia de manchas o clones de células mutantes en las alas, se 
contabiliza la frecuencia por ala y por individuo, así como el tamaño de éstas (Graf 
y col, 1984) 

Frei y Würgler en 1988 diseñaron un programa estadístico basado en chi 
cuadrada para evaluar los datos y discutir los parámetros que pueden afectar un 
experimento, asi como decidir si el ensayo representa resultados positivos, 
débiles positivos, negativos o inconclusos en trabajos posteriores. (Frei y Würgler, 
1995) 

4 las larvas tienen dos linajes celulares: larvario e ¡maga! , el primero está implicado exclusivamente en el 
desarrollo larvario y su funcionamiento. mientras que el ¡magal está formado por paquetes de celulas que se 
conocen como discos ¡magafes. los cuales permanecen en estado embrionario durante el desarrollo de la 
larva. eventualmente se diferencian en estructuras particulares del cuerpo del adulto. Desde el punto de vista 
genético, los discos imagales constituyen un excelente material de estudio. Cada disco, a¡wrece como 
primordio desde el primer estadio laNaria y consiste de 25 a 50 células. A partir de ese momento, el numero 
de células por cada disco se incrementa por mitosis hasta el final de la fase taNaria en la Que llega a tener 
miles de células por disco. Al final del tercer estadía larval se inicia el periodo de pupa en el que parte del 
material larvario degenera, las células ¡ndiferenciadas forman tejidos y las estructuras del adulto que se 
derivan de cada disco imaga!. 
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---- -----------

DISTRIBUCION DE LOS DISCOS IMAGALES EN LA LARVA 

TERCERAS PATTk"S=== 
HALTBOOS -

Rgura 1.2 Discos imagales (Lawrence. 1992). 



Huevo. Larva l er Larva 2° Larva 3er Pupa y Imagoo 
Desarrollo estadio estadía estadio. metamórfosis adulto. 
embrionario 

Duración aproximada O 21 21 - 46 horas 46 69 horas 69-117 117 213 213-
del ciclo de vida de la horas(.1 (. 1 día) (.1 día) horas (. 2 horaS(.4a (llegan a 
mosca en condiciones día) días} 5 días) vivir hasta 
óptimas de 
temperatura,2S0 C 

50 días) 

Tratamientos agudos Larvas de 48 Larvas de 72 
±4 h son ±4 h son 
expuestas al expuestas al 
xenoblótico xenobiótico 
durante 2 h durante 2 h 
Larvas de 48 Larvas de 72 
±4 h son ±4 h son 
expuestas al expuestas al 
xenobiótico xenobiótico 
durante 4 h durante 4 h 
Larvas de 48 Larvas de 72 
±4 h son ±4 h son 
expuestas al expuestas al 
xenobiótico xenobíótico 
durante 6 h durante 6 h 

Tratamientos crónicos Larvas de 24 Las larvas Las larvas 
±4 h son siguen comen el 
expuestas al comiendo compuesto 
compuesto durante 96 h 
xenobiótico 

Larvas de 48 Las larvas 
±4 h son comen el 
expuestas al compuesto 
compuesto durante 72 h 
xenobiótico 

larvas de 72 
±4 h son 
expuestas al 
compuesto 
xenobiótico 
durante 48 h 

Tabla 1.2. En la tabla se muestran todos los tratamientos Que se pueden realizar. Los 
tratamientos agudos constan de 2 a 6 h de exposición en los estadíos larvarios 1° o ~, Los 
tratamientos crónicos pueden iniciarse a las 24, 48 Y 96 h de vida, coincidiendo con las diferentes 
etapas larvales, lo Que significada que las larvas pueden consumir el xenobiótico durante 96, 72 Y 
48 h respectivamente, estos tiempos son teóricos ya que un efecto tóxico del compuesto puede 
manifestarse como un retardo en el desarrollo, o generar una pupación prematura, lo que modifica 
los tiempos de alimentación. (Gral y col, 1984) 
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Las diferentes clases de manchas registradas pueden deberse a diferentes 
eventos de mutación: Mutación puntual (Fig. 1.3 e), deleción (Fig. 1.3 c), 
translocación tipo específica o a la pérdida del cromosoma (aneuploidia) (Fig. 1.3 
f) así como a recombinación mitótica (Fig. 1.3 b Y d) 

El analizar los dos fenotípos de moscas nos genera diferente tipo de 
información. La lectura de las alas con genotipo mwh fI,o- / mwh- fI,o, nos permite 
observar los tres fenotipos de manchas: Sencillas mwh, (Fig. 1.4 a), b y c) 
sencillas flama (Fig. 1.4 b) Y gemelas (Fig. 1.4 c), las manchas sencillas son 
producto de recombinación o mutación y las gemelas sólo se recuperan cuando 
hay recombinación próxíma al centrómero (Fig. 1.3 b). En las alas de las moscas 
que heredaron el cromosoma balanceado, genotipo mwh fI,o- / TM3, Bd(S) 
(fenotipo serratia), no se puede presentar la recombinación por lo que todas las 
manchas que se recuperen seran producto de mutaciones. Lo anteriormente 
expuesto nos permite determinar cuantitativamente la actividad recombinogéníca 
de las genotoxinas, al comparar la frecuencia de manchas sencillas mwh en alas 
de moscas serratia, con la obtenida en las alas de moscas de fenotipo silvestre. 
(Graf, 1992; Delgado Rodríguez y col, 1994 y Graf y Würgler, op. cit.) 

Con el objeto de conocer los efectos indirectos de los agentes químicos se 
han implementado lineas y cruzas especiales para mostrar la capacidad de 
detección de xenobióticos que requieren citocromo P450" para ser activados. 

En la cruza denominada de bioactivación elevada (BE), se utilizan hembras 
vírgenes de la linea Óregon (OR(R); flr3 / TM3, Bd(S)) X machos mwh/mwh, 
dando origen a larvas transheterocigotas OR(R); mwh fI,o- / mwh- fli' u OR(R); 
mwh fli'- / TM3, Bd(S). 

En la prueba SMART se trata a las células de los discos imagales de las 
larvas, que darán origen a las alas del adulto. Las alas del adulto están 'formadas 
por dos monocapas celulares, una dorsal y otra ventral. El plano de división de las 
células está orientado de manera perpendicular al eje del ala, de manera que los 
eventos registrados en una capa son independientes de la otra. Al diferenciarse 
cada célula da origen a un tricoma o pelo que se forma por la acumulación de 
fibras de actina en un polo de la célula, el tricoma crece durante la metamorfosis y 
posterior a ésta la célula muere y sólo es observable la presencia del pelo en la 
superficie de las alas. De esta manera puede establecerse la relación directa entre 
el número de tricomas o pelos en los distintos sectores de las alas y el número de 
células que la forman (Demerec, 1965; Garcia Bellido y Merriam, 1971; Garcia 
Bellido y Dapena, 1974) 

5 Citocromo P450 monooxigenasa.· Enzima involucrada en la síntesis de varias feromonas y hormonas, 
requeridas por los insectos para su desarrollo normal y reproduCCión, estas enzimas también son requeridas 
para la sobrevivencia en condiciones adversas. ya Que contribuyen a la ¡nactivación de compuestos tóxicos 
(metabolismo xenobiótico) (). Un efecto opuesto en el metabolismo xenobiótico. se manifiesta por la 
activación de compuestos promutágenos o genotóxicos. (Brattsten, 1979 y Feyereisen. 1993 citados en 
Sener y col., 1996). 
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Fig. 1.3 Dfferentes eventos que conducen a la pérdida de heterocigosidad. (Graf, 1984) 



Fig. 1.4 a.· Fenotipo de mancha sencilla flama (donado por Institute of Toxicology, ETH & University 
of Zunch, H. Frei, 1997) 
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Fig. 1.4 b.- Fenotipo de mancha sencilla mwh (donado por Institute of Toxicology, ETH & University 
of Zunch, H. Frei, 1997) 



Fig. 1.4 C.- Fenotipo de mancha gemela. (donado por Institute of Toxicology, ETH & University of 
Zurich, H. Frei, 1997) 



Líneas y marcadores. 

Para realizar la prueba se utilizan tres lineas; multiple wing hair (mwhlmwh), 
fiare (nr'ITM3, Bd(S)) y óregon (OR(R), nr' I TM3, Bd(S)) 
• multiple wing hairs (mwh): Mutación recesiva localizada en el brazo derecho 

del cromosoma 3 (3-0.3) Su expresión fenotipica es que de cada célula salen 
varios tricomas (3 a 5) (Ramos y col, 1993) En el fenotipo silvestre a cada 
célula corresponde un solo tricoma. 

• fiare (nr'): Son tricomas malformados y cortos en forma de fiama o roseta de 
maíz, es una mutación recesiva y está localízada en el brazo derecho del 
cromosoma 3 pero en una posición más proximal que la antenor (3-38.8) Esta 
mutación en homocigosis es letal (Ramos y col, 1993) Sin embargo las células 
individuales homocigotas en los discos imagales de las alas son viables y 
pueden producir células o clones mutantes en las células del ala del adulto 
(Graf. el. al., 1996) 

• Serratia (Bd(S)): Para reconocer fenotipicamente a la linea, se utiliza este 
marcador dominante, que se manifiesta como muescas en las alas, este 
marcador en condiciones homocigóticas también es letal. Se localiza en el 
cromosoma 3 (3-92.5) (Ramos y col, op.cit.) 

• Inversión TM3: Como los marcadores flr.y Bd(S) son letales en homocigosis, 
la linea presenta un cromosoma balanceador con inversiones múltiples (TM3) 
que evita la recombinación en meiosis y permite mantener la linea, la cual 
estará formada por individuos heterocigótos para los marcadores letales (Graf. 
y col, 1996) 

• oregón (OR(R)): La linea óregon fue construida por Frolich y Würgler en 1989. 
Esta linea acarrea el cromosoma 2 de la línea oregón OR(R) resistente al DDT 
(Dapkus y Morel!, 1977 citado en Graf y van Schaik 1992 y Delgado Rodríguez 
y col, 1995), este cromosoma a su vez acarrea la mutación dominante 
Rst(2)OOT ubicada en 2-65 la cual confiere no sólo la resistencia al DDT e 
insecticidas organofosfóncos en larvas y adultos, sino también el incremento 
general en el metabolismo xenobiótico. (Lindsley y Zimm, 1992 citado en 
Delgado Rodriguez y col, 1995) esta mutación es responsable de incrementar 
de manera constitutiva los niveles del citocromo P450' (Hiilstrom y Blanck, 

6 Drosophila cuenta con enzimas de desintoxicación similares a las contenidas en la fracción $9 del higado 
de mamiferos (Clal1l:, Hl82; Hallstrom, 1982). Estas enzimas son dependientes del cilocromo P450 y 
participan activamente en la oxidación y reducción de promulágenos y en el metabolismo de xenobióticos, en 
particular en compuestos que lienen álomos de nitrógeno en posiciones estratégicas de la molécula como 
aminas metiladas, aminas, nitrosoaminas. hidrazinas y aminas aromáticas. El gen CYP6A2. codifica para el 
cilocromo P450 6A2. Y es el primero de los citocromo P450 clonado de Drosophila. Este gen corresponde 
con los de la familia 8450-81 de mamíferos (Graf como per., 1997). Esta enzima está presente 
invariablemente en la linea resistente al insecticida (óregon) y en la linea sensible (flr). Se ha demostrado que 
la expresión del gen es muy baja en el estado embrionario incrementándose progresivamente con el 
desarrollo de la larva encontrándose un 'pico" de expresión en el tercer estadio larval y en el estado de pupa. 
baja su actividad en estado adulto. Una distribución idéntica se enconlró en la linea nr, solo que a un nivel 
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1985 citado en Graf y van Schaik 1992 y Delgado Rodríguez y col, 1995) 
El uso de marcadores en el mismo cromosoma permite discernir la 

ocurrencia de recombinación en la región delimitada por el marcador flr y el 
centrómero o en la región entre los dos marcadores. Como resultado de eventos 
de recombinación pueden recobrarse manchas sencillas y gemelas, este último 
evento es resultado de la recombinación en el intervalo próximo al centrómero que 
es acotado por el marcador flr; (Fig. 1.3 d) mientras que las manchas sencillas 
mwh indican recombinación entre mwh y flr. Por otra parte pueden obtenerse 
manchas sencillas flr o mwh por eventos como mutación puntual, pérdida parcial 
o total del cromosoma 3 y no-disyunción (Graf y col, 1984) 

2.-ANTECEDENTES. 

Estudios sobre toxicidad y teratogénesis. 

Existen reportes de la toxicidad sistémica del PFD administrada por via oral 
en suicidios, intentos de suicidio, ingestas accidentales y homicidios, en donde se 
presentaron anorexia, necrosis del músculo estriado y grave deficiencia renal; 
atrofia óptica, edema bucofaringeo severo, conducción neural, parálisis y 
paratesia; entre otros síntomas (Sourquia y col, 1988; Sir Hashim y col, 1992; 
Lifshits Y col, 1993; Yagi y col, 1996; Sood, 1996; Lahbabi y col, 1998) En México 
se tiene registrado un solo caso de suicidio, una mujer entre 28 y 29 años de edad 
que ingirió tinte para el cabello y que murió por congestión generalizada. 
(Abaunsa, como per. 1998 ) 

Existen tres trabajos epidemiológicos donde se sugiere cierto efecto 
teratológíco (abortos espontáneos, hijos con retraso mental o con malformaciones 
cardiacas), entre aquellas mujeres que durante su embarazo estuvieron en 
contacto laboral o como usuarias de los tintes para cabello (Roeleveld y col, 1993; 
John y col, 1994 y Wilson y col, 1998) Con respecto a los estudios 
experimentales, Inoue M. y U. Murakami (1977), reportan efecto teratogénico, 
malfonnaciones en el esqueleto de fetos, al aplicarles 2,5-diaminotolueno 
dihidrocloride (p-toluendiamina), a ratas preñadas. Sin embargo Wernick y col, en 
1975 y Surnett y col, en 1976 en trabajos realizados en ratas y conejos, no 
encontraron efecto teratogénico usando tintes semipermanentes, y pennanentes, 
respectivamente. (citados en Inoue y Murakami op. cit.) 

Estudios epidemiológicos. 

Algunos estudios epidemiológicos realizados en las últimas dos décadas 
han indicado que aquellas personas que tiñen su cabello frecuentemente con 

más bajo. Por lo Que la resistencia al insecticida puede estar relacionada con la expresión constitutiva del gen 
CYP6A2 en óregon (Sener y col, 1996) 
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1985 citado en Graf y van Schaik 1992 y Delgado Rodriguez y col, 1995) 
El uso de marcadores en el mismo cromosoma permite discernir la 

ocurrencia de recombinación en la región delimitada por el marcador flr' y el 
centró mero o en la región entre los dos marcadores. Como resultado de eventos 
de recombinación pueden recobrarse manchas sencillas y gemelas, este último 
evento es resultado de la recombinación en el intervalo próximo al centrómero que 
es acotado por el marcador flr'; (Fig. 1.3 d) mientras que las manchas sencillas 
mwh indican recombinación entre mwh y flr'. Por otra parte pueden obtenerse 
manchas sencillas flr o mwh por eventos como mutación puntual, pérdida parcial 
o total del cromosoma 3 y no-disyunción (Grafy col, 1984) 

2.-ANTECEDENTES. 

Estudios sobre toxicidad y teratogénesis. 

Existen reportes de la toxicidad sistémica del PFD administrada por via oral 
en suicidios, intentos de suicidio, ingestas accidentales y homicidios, en donde se 
presentaron anorexia, necrosis del músculo estriado y grave deficiencia renal; 
atrofia óptica, edema bucofaringeo severo, conducción neural, parálisis y 
paratesia; entre otros sintomas (Bourquia y col, 1988; Sir Hashim y col, 1992; 
Lifshits y col, 1993; Yagi y col, 1996; Sood, 1996; Lahbabi y col, 1998) En México 
se tiene registrado un solo caso de suicidio, una mujer entre 28 y 29 años de edad 
que ingirió tinte para el cabello y que murió por congestión generalizada. 
(Abaunsa, como pero 1998 ) 

Existen tres trabajos epidemiológicos donde se sugiere cierto efecto 
teratológico (abortos espontáneos, hijos con retraso mental o con malformaciones 
cardiacas), entre aquellas mujeres que durante su embarazo estuvieron en 
contacto laboral o como usuarias de los tintes para cabello (Roeleveld y col, 1993; 
John y col, 1994 y Wilson y col, 1998) Con respecto a los estudios 
experimentales, Inoue M. y U. Murakami (1977), reportan efecto teratogénico, 
malformaciones en el esqueleto de fetos, al aplicarles 2,5-diaminotolueno 
dihidrocloride (p-toluendiamina), a ratas preñadas. Sin embargo Wernick y col, en 
1975 y Bumett y col, en 1976 en trabajos realizados en ratas y conejos, no 
encontraron efecto teratogénico usando tintes semipermanentes, y permanentes, 
respectivamente. (citados en Inoue y Murakami op. cit.) 

Estudios epidemiológicos. 

Algunos estudios epidemiológicos realizados en las últimas dos décadas 
han indicado que aquellas personas que tiñen su cabello frecuentemente con 

más bajo. Por lo que la resislencia al insecticida puede estar relacionada con la expresión constitutiva del gen 
CYP6A2 en óregon (Sener y col, 1996) 
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tintes permanentes, semi permanentes o temporales, o aquellas que tienen 
exposición laboral a éstos, pOdrian tener un incremento en el riesgo de contraer 
ciertos tipos de cáncer. En varios de los reportes se encontró una asociación dosis 
respuesta estadistica mente significativa entre la frecuencia de aplicación de los 
tintes al año, el tiempo que llevaba usándolo o el tipo de tinte; de tal manera que 
se encontraba mayor riesgo asociado con los tintes permanentes que el asociado 
a tintes semi permanentes o temporales. En algunos se encontró que las mujeres 
que usaban colores negro, castaño y rojo tenian 2 o 4 veces incrementado el 
riesgo de tener un diagnóstico con algunos tipos de cáncer que aquellas que 
usaron colores claros. En algunos casos la asociación estaba restringida a alguno 
de los sexos, a un color, al tiempo de uso o incluso sólo cuando estaba asociado 
a otro factor como el hábito de fumar. 

En otros reportes no se encontró ningún tipo de asociación, entre el uso de 
los tintes para cabello y el riesgo de contraer cualquier tipo de cáncer o problema 
de salud. A continuación se presenta la Tabla 2.1 con un resumen de estos 
hallazgos. 

Estudios sobre la penetración por piel. 

Durante la aplicación normal de los tintes para cabello, el producto 
permanece en la cabeza de 20 a 60 minutos y se enjuaga después, por lo que la 
penetración del tinte por el cuero cabelludo tendria que ser durante ese lapso de 
tiempo, después seria muy dificil, ya que las raices del cabello que están en 
contacto con la piel no tienen colorante (Burnett en 1987) 

Los reportes de personas que después de aplicarse algún tinte, eliminen 
por orina componentes de éstos, son muy limitados y difíciles de confirmar, sin 
embargo, existen trabajos experimentales que demuestran la penetración de 
algunos componentes de los tintes, después de la aplicación tópica de mezclas 
comerciales o compuestos puros, oxidados o sin oxidar, realizados in vivo en 
perros, ratas, monos e incluso en el hombre; en los que se cuantifica la proporción 
de alguno de los componentes de los tintes, excretados por orina o heces. 
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Stavraky y col. (1979) 
Nasca y col. (1992). 
Thun y col. (1994). 

Tabla 2.1 Resumen de hallazgos asociados o no al uso de tintes para cabello en relación a 
varios tipos de cancer. 
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Estudios experimentales. 

Las aminas aromalicas y algunos de sus derivados con radicales nitro e 
hidroxi. han sido ulilizadas duranle muchos años en los tintes para cabello. Sin 
embargo los estudios experimentales para determinar la toxicidad de los tintes 
para el cabello se iniciaron en 1966 (Bumett, 1987) involucrando diversas 
pruebas, entre las cuales figuran la administración del tinte en animales de 
laboratorio, por via oral, cutanea o inyectado (Tabla 2.2, 2.3 Y 2.3 bis) Tiempo 
después, en la década de los setenta el Instituto Nacional del Cancer en Estados 
Unidos, instituyó un programa para detectar, a través de diversos bioensayos, la 
seguridad en el uso de los quimicos utilizados en la elaboración de tintes para 
cabello, entre otros. 

En algunos trabajos (Bumett en 1977 y Bumett y Goldenthal, en 1988) 
discuten la validez de los resultados obtenidos en otros trabajos, porque la forma 
de aplicación de los compuestos puros o las mezclas y/o las dosis usadas no 
corresponden con la realidad. En otro trabajo Bumett y Corbett (1987) discuten la 
correlación entre los bioensayos a corto plazo y las pruebas para detectar 
cancerigenos, presentando una tabla que muestra que el PFD y otros 
constituyentes de los tintes, resultan positivos en la prueba de Ames; en la prueba 
de linfoma de ratón y en la prueba de transformación, usando células de embrión 
de hamster; y resultan negativos en los bioensayos, a largo plazo, diseñados para 
detectar la potencialidad que tienen las aminas aromaticas de producir cáncer. En 
contraste estan los trabajos de Cheung y col, (1996) y el de Kerckaert y col, 
(1998) en donde demuestran que los estudios in vi/ro son muy útiles para predecir 
la potencia cancerigena de estos compuestos, e incluso en otros articulas se da 
por hecho que algunas de las aminas aromaticas utilizadas en la elaboración de 
tintes son mutagénos directos o promutágenos y son utilizados como controles 
positivos en pruebas de antimutagénesis. (Grover y Bala en 1993; Gichner y col, 
en 1994; Tanaka y col, 1996; Batiste-Alentar, 1995) 
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Referencia Modelo Método Compuesto' Resultados 
Kiese el. al. en Perros. Se aplicaron de manera PFO, MFOy Se excretó por orina del 1 al 5% de estos 
1968 In vivo tópica, durante tres PTO con y sin compuestos, cuando se aplicó la base con agua 

horas H202 y menos del 0.13% cuando se aplicó con 
peróxido 

Kiese y Humano Se aplicó tinte Mezcla Se encontró que la concentración más alta fue 
Rauscheren s In vivo permanente durante 40 comercial que entre las 5 y las 8 h después de la aplicación, 
(1968) minutos. Se colectó la contenía recuperándose en orina cerca del 0.2 al 0.3% del 
En: Bumett en orina de los voluntarios PTD. PTO aplicado. 
1987. durante 48h. 
Hurby (1977) Ratas y Se aplicó de manera PTO marcado Tanto en las ratas como en los perros, se eliminó 
En: Sumett en perros. tópica, durante 30 con carbono por orina cerca del 0.1 al 0.2% de la dosis 
1987. In vivo. minutos a ratas 14, en un aplicadas. En las ralas, se encontró que deiS al 

rasuradas y durante 3 sistema de 10% permaneció en el sitio de aplicación. En los 
horas a perros. oxidación con perros se encontró que los niveles del compuesto 

H202 en sangre, después de 6 h de la aplicación fue 
del orden de 0.02 ppm. 

Stenb8ck y Ratones Se aplicaron PFO disuelto Llegaron a la conclusión de que el PFD es 
col, en 1977. y concentraciones de 5 y en acetona fácilmente absorbido, se calcula que _ 4-6 rng 
En: Bumett en conejos 10% de manera tópica. del Unte es absorbido por el cuero cabelludo 
1987. In vivo. durante el proceso de aplicación in vivo. 
Sumett Ratas. Se aplicó de manera 2,4-DAA Se encontró que los niveles del compuesto en 

(1978). In vivo tópica a un grupo de marcado con sangre y en glándulas tiroides fue entre 280 y 
En: Bumen en ratas rasuradas y por carbono 14 900 veces mas altos cuando se administró por 
1987. via oral a otro grupo. Se via oral que cuando se aplicó tópicamente. Se 

mantuvieron durante 7 reporta que cuando es aplicado de manera 
dlas, durante los cuales tópica, cerca del 90% del compuesto es 
se colectaron heces y eliminado durante el champú que se aplicó una 
onnes, al final se les hOra después del tinte y que el 7"/0 permanece en 
sacrificó y se les realizó cuero cabelludo un mes después. Añaden que si 
la autopsia. se suma la canUdad de compuesto colectada en 

orina, heces y la que permanece en el cadáver 
del animal, después de 7 dias, indican una 
absorción del 1.6 al 2% 

Maiback Y Monos Se aplicó de manera 2,4-DAA, El promedio de excreción urinaria para el 2,4-0A 
Wolfram Rhesus tópica y se comparó la PFDy He en el mono fue 0.02% y en el hombre 0.01%; 
(1981). Y penetración por cuero Blue No. 1, para el PFO la excreción en mono y hombre fue 
En: Bumen humano cabelludo en ambas marcados del 0.14% y para el HC Blue No. 1 fue 0.12% en 
~9a7. s. especies. con carbono mono y 0.09% en hombre. La canUdad de tinte 

In vivo 14. retenido por el cabello es cerca de 3 a 4 ordenes 
de magnitud mas grande que la penetración por 
cuero cabelludo. 

Jouhar en Monos Son revisados algunos Mezclas Indica que los experimentos realizados con 
1982. Rhesus estudios de absorción comerciales. monos Rhesus, son un excelente modelo para 

y por piel de los tintes estudiar la adsorción en humanos. 
Humano para cabello en 
s animales de laboratorio 
Revisión y humanos, bajo 

condiciones de teñido 
normal. 

Tabla 2.2. En esta tabla se muestran algunos de los trabajos realizados sobre la penetración por 
piel de los tintes o componentes de éstos, con diferentes modelos. 
-Abreviaturas: p-fenilendiamina (PFO), rn-fenilendiamina (MFO) y p-toluendiamina (PTD), 2,4-
diminoasol (4-metoxi·m-fenilendiamina)(2,4-DAA), y N4,N4-bis-(2-hidroxietil)-N'-metil-2-nitro-p­
fenilendiamina (He Blue No. 1). 
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Tabla 2.3. Mezclas comerciales. 
I RESULTADOS POSITIVOS' Con efecto mutagénico y/o cancerígeno 
Prueba Modelo y ensayo: Compuestos Respuesta Referencia 
experimental probados: 
Sistemas Prueba de Varias marcas de Se reporta (lue el 89% de los tintes Ames yeo!.. 
bacterianos: Safmonella tintes permanentes. comerciales oxidados provocaron (1975), citados 

typhimun'um his- mutaciones. en Stenback y 
colaboradores. 
1977. 

Salmonella Cuatro formulas Se encontró que el 2,7- Watanabe T. Y 
typhimurium T A98. comerciales de diaminofenacina (producto oxidado del colaboradores en 
en presencia y tintes para cabello MPD) resultó altamente mutagénico. '990 
ausencia del permanentes, 
activador metabólico tratadas con H20 2 
de mamífero 59. 
Dos lineas de 12 marcas de tintes 23 de los 40 productos examinados Ferguson y 
Sa/manella para cabello. en produjeron mutaciones en una o en colaboradores en 
typhimurium. tonos que van de ambas de las lineas de Salmonelfa '990 

los castaños typhimurium usadas. 
medios a oscuros 

11. RESULTADOS NEGATIVOS: No tienen efecto cancerígeno o mutagénico. 
Prueba Modelo y ensayo: Compuestos Respuesta Respuesta 
experimental probados: 
Ensayos a Ratones ·Swiss 9 formulas de tintes Ninguna de las mezctas afectó la Sumett y col, 
largo plazo Webster". Linea que permanentes supervivencia, ni hubo indicio de efecto (1980) 
000 detecta oxidados con H~O~ cancerígeno estadísticamente 
mamiferos, hemanginoma de al 6% en significativo. 
Aplicación higado, adenoma de proporción 1: 1 y 3 
Tópica. pulmón, y linfoma formulas de tintes 

malígno. del tipo 
semi permanentes, 
.ªplicados sin diluir. 

Cultivo de Con la prueba de 13 tintes para los resultados mostraron que ninguno Wang y col, en 
células en micronúcleos en cabello comerciales de ~, '3 indu;o mutaciones eo l. 1991 
mamiferos: médula de ratón in hechos en China. prueba de micronúcleos. -Inlercambio de Tintes permanentes La prueba SCE no detectó efecto Sardas y col, en 

cromatidas hermanas (Peinadoras muta9énico en los linfocitos de los 1997 
(SCE) en linfocitos profesionales sujetos expuestos. En el ensayo 
circulantes humanos. expuestas a, .. ) cometa tampoco se encontró diferencia 
Ensayo cometa en entre controles y sujetos expuestos. 
le'idos humanos. 

Sistemas Sa/rnonella 13 tintes para Los resultados mostraron que ninguno Wang y col, en 
bacterianos: typhimurium T A98 Y cabeUo comerciales de los 13 indujeron mutaciones en la 1991 

TA100con y sin hedlos en China. prueba de Ames con y sin activación. 
activaci6n (5-9) 
Sa/mane//a Tintes permanentes No se encontró una dara diferencia en Sardas y col, en 
typhimurium T A98 en (Peinadoras La actividad mutagénica de los sujetos 1997 
muestras de orina profesionales e:w:puestos con respecto a los controles. 
humana. expuestas a ... ) 

Tabla 2.3 bIS. Compuestos puros y formulas prototIpo. 
1. RESULTADOS POSITIVOS: Con efecto mutagénico y/o cancerigeno 
Prueba Modelo y ensayo: Compuestos Respuesta Referencia: 
experimental probados: • 
Ensayos a largo Ratas hembras, PFO oxidado Incrementa el desarrollo de tumores Dos trabajos 

plazo con Prueba para cancerígenos de glandula mamaria. publicados en 
mamíferos. detectar polencial 1986 por 
Aplicación tópica cancerígeno Rojanapo y col. 

(C¡tados en 
Sumett y 
Goldenthal, en 
1988) 

Cultivo de células Hamsler chino 2,4-0AA; 2-N-p. Causaron aberraciones en los Venill Y col, 
en mamiferos: ! (celulas de PDA; 4-N..o-PDA; cromosomas y cromátidas 1975): Kirkland v 
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NF; 2-N-p-PDA; 
4-N-o-PDA; MFD Sumett 1977 
yPFO. 

I e' 
aberraciones Clomosómicas mostrando 

células de ovario y sus un inClemento dosis respuesta. El 
de hámster chino derivados nitro grupo nitro no afectó la potencia 
(CHO-K1) (PNA; 2-N-p.. citotóxica. 

PDA; J..N-o-PDA 

de 2,4-DNT; OAH; son cancerígenos en roedores y 1998 
células de embrión OTO; 2.6-DAT; produjeron transformación morfológica 
de hámster sirio. 2,4-DMOA; 4-N- significativa. 

o-PDA; PFD-d Y 2,6-0AT. 2,4-DMOA, 4-N-o-POA, 
HC Slue 2. PFO-d y HC Slue No. 2. se reportan 

como no cancefigenos en roedores y 
tuvo efecto, en ninguna de las 

, 
bacterianos: typhimurium 
Ensayos sobre TA1538 con y sin, 
mutagénesis activación 

metabólica 

typhimurium. en PFO en el C6 fueron los más ; 
presencia y en En lodos los casos los compuestos 
ausencia de fucron mas mulagenicos al ser 
Arodor 1254, activados. Los derivados meloxi, fluor y 
inductor de la doro fueron mutagenicos aun sin 
fracción S9 de activación. 

I 

'" typhimurium líneas y adición del grupo nitro 1995. 
TA98yTA100y mutagenos directos. La posición del 
sus mutantes nitro grupo nilro afecta la actividad 
deficientes en (PNA; 2-N.p- mulagénica. 
nilroreduclasa. POA; 3-N-o-PDA 
TA98NR y Y 4-N-o-PDA). 
TA100NR en 
presencia y 

y y 
mutación somática PFD. con polencia (1994) 
en el clon 4430 de ,1,43yO,46 

, ; 
me/anegaster recombinación y pruebas, eI4-N-o-PDA resulló positivo col. (1995) 
bioensayos a mutación sólo en la prueba de los ojos zeste-
corto plazo. somáticas white. 

(SMART). La del 
ala. y las de los 

zeste-white y 
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Prueba 
experimental 
Ensayos a 
largo plazo 

"'" 
mamiferos. 

II RESULTADOS NEGATIVOS· No tienen efecto cancerigeno o mutagénico 
Aplicación Modelo y ensayo: Compuestos Respuesta Referencia: 

probados:-
Tópica Ratones Varias formulas No se encontró evidencia de inducción de Sumen y col, 

prototipo que tumores cancerosos. (1975), Citada en 
contienen PFC: Sumett y 
PTD: GoIdenthal. 1988 
resoreinol: 
MFD: MTO y 
2A-CM. 

Ratones y conejos. PFO y4·A·2- No se encontró evidencia de inducción de Stenback y col. 
NF. tumores cancerosos (1977) En: Sumelt 

I y Goldentl'l3l, 1988 
Ratas. Spar9\Je- 6 formula En el estudio de reprodooc:i6n no se Bumelt y 
Oawley. Estudio de prototipos de encontraron efectos adversos en la Goldenthal, en 
reproducción y colorantes fertilk1ad, gestación o lactancia. En la fase 1988 
prueba para detectar permanentes. de potencial cancerigeno se encontró 
potencial con PFO: pro: variación significativa, entre los tumores 
cancerigeno. PAF: que ocurren con más frCClJencia en esta 

Resorcinol: linea de ratas. 
MM: l-naftol: 
2·A-4·NF: 4-
CR: PAOFAH y 
NMPAS. Lo> 
formulas se 
mezclaron con 
H201 al 6~:' en 
proporción 1:1. 

En la dieta Ratas y ratones. PFO Y otras No se encootró evidencia de que el El Instituto 
aminas material usado en la elaboración de tintes Nacional del 
aromalicas 'm pemlancntes caU$e aincer de! glandula Cáncer en 1979. 
dosis maximas mamaria. (Citado en Sumelt 
toleradas. y GoIdenlhal. 

1968). 
Inlraperiloneal. Prueba de letales PFO: OFO; 2- No se encontró evidencia de la expresión Burnetl y col, 1977 

dominantes en ralaS N·p-pOA; 4-N- del letal dominante. Por \o que se conduye 
de la linea Charles o-POA; MFO; que los compuestos no producen daño 
River CC. Se utiliza 2,4-0AA; 2.S. cromoSÓmico. 
para detectar daños CAA: 2·A-4_NF; 
cromos6micas. 2-A-5-NF: 4-A-

2-NF yPTD. 

Tabla 2.3 Y 2.3 bis. 
En estas tablas se presenta un resumen de la revisión de diferentes trabajos en los que han sido 
probados, por varios invesligadores, en bioensayos con mamíferos, bacterias, cultivos de células, 
etc.; la posible toxicidad crónica, la capacidad de inducir mutaciones y el potencial cancerigeno de 
las mezclas comerciales, o formulas prototipo, de tintes permanentes y semi permanentes; asi como 
de sus componentes purificados, 
·Abreviaturas: o-fcnilendiamina (OFD): m-fenilendiamina (MFD); p-fenilendiamina (PFD); p-fenilendiamlna 
dihidrocloride (PFD-d): 4-metoxi-m-fenilendiamina (2,4-diaminoanisole, 2,4-DAA); 2,5-diaminoanisOle (2,5-
OAA); 2-nitro-p-fenilendiamina (2-N-p-POA); 3-nitro-o-fenilendiamina (3-N-o-PDA); 4-nitro-o-fenilendiamina (4-
N-o-POA); m-aminofenol (MAF); p-amlnofenol (PAF); 4-amlno-Z-nltrofenol (4-A-2_NF); 2-amino-4-nitrophenol 
(2-A-4-NF); 2-amino-5-nitrofenol (2-A-5-NF): 2-amin0-4-nitrotoluene ( 2-a-4-NT); m-toluendiamida (MTO); p_ 
toluendiamida (PTO); 2,4-dinitrotoluene (2,4-0NT); o-anisidine hidrocloride (OAH); o-toluidine (OTO); 2,6-
diaminotoluene (2,6-0AT); 2,4-dimetoxianilina hidrocloride (2,4-0MOA); N', N4,N4-tris(2-hidroxietil)-2-nito-p­
fenilendiamina (He Blue No. 2); p-nitroanilina (PNA); 4-clororesorclnol (4-CR); p-aminodifenilamina 
hidrocloridro (PAOFAH) y N-metil-p-aminofenol sulfato (NMPAS). 
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3.-JUSTIFICACIÓN. 

En Estados Unidos se reporta que entre un 30 o 40 por ciento de la 
población utiliza los tintes para el cabello los cuales contienen entre otras cosas p­
fenilendiamina, este compuesto está reportado como posible mutagéno o 
carcinogéno. En México se desconocen las cifras relativas al porcentaje de la 
población que los utilizan. 

Por la controversia detectada sobre su geno toxicidad resultó importante 
valorar la genotoxicidad de la PFD (99% de pureza) oxidada con peróxido de 
hidrógeno y sin oxidar, utilizando la prueba del ala de SMART. 

Se ha reportado en bioensayos a corto plazo que este compuesto sin oxidar y/o 
oxidado es promutágeno. 

La determinación del efecto genotóxico con el p-fenilendiamina es 
necesaria ya que es un compuesto probado sólo por la cruza estándar (Batiste­
Alentorn) con Drosophi/a me/anogaster. Pero si resultara positivo para ambas 
cruzas se podria proponer un estudio más profundo con otras dosis y con otros 
componentes de los tintes para el cabello. 

Por lo anterior se proponen los siguientes objetivos: 

4.-0BJETIVOS. 
1.- Determinar el efecto genotóxico del p-fenilendiamina puro, sin oxidar y oxidado 
en Drosophila me/anogaster mediante la prueba de mutación y recombinación 
somática en el ala. 

2.- Comparar en las cruzas estándar y bioactivación elevada, los niveles de 
genotoxicidad del compuesto sin oxidar y oxidado. 

5.-MATERIALES y MÉTODOS. 

Material biológico. 

Se utilizaron las lineas: mwh/mwh a la que se llamó mwh, flr'ITM3,Bd(S) o "are 
y OR(R); flr'ITM3,Bd(S) denominada Óregon, las cuales fueron amablemente 
donadas por la Dra. Patricia Ramos de la Facultad de Ciencias de la UNAM. 

Se utilizaron larvas transheterocigotas de 72 h (tercer estadio) (Fig. 5.1 Y 5.2) 
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de las siguientes cruzas: 
Estándar: Hembras virgenes flr'fTM3,Bd(S) X machos mwh/mwh y 
Bioactivación Elevada: Hembras vírgenes ORRlORR; flr'fTM3,Bd(S) X machos 

mwh/mwh 
Se utilizaron larvas de esta edad, debido a que en esta etapa las larvas 

presentan un desarrollo celular óptimo (proliferación celular) y es el momento en 
que los niveles de citocromo P450 están en sus niveles más altos. (Graf, como pero 
1995) 

Soluciones. 

Las soluciones se prepararon de acuerdo con lo reportado por Bumett y 
colaboradores (1977) quienes calcularon que los humanos se exponen 
mensualmente 40 mg/Kg. o menos del PFD, por cada 2g del tinte. 

El p-fenilendiamina (PFD), (GAS No. 106-50-3) fue generosamente 
donado por L'Oréal de México, y fue diluido en una solución de alcohol al 1.2%7. 
Se preparó una solución madre de PFD 10mM (27 mg de PPD aforado a 25 mi 
de alcohol al 1.2%), ésta se dividió en dos partes a las que llamamos A y B. 
La solución A contenia 13 mi de la solución madre y se utilizó para preparar las 
concentraciones no oxidadas del PFD. La solución A se diluyó en agua 
desionizada' (filtro BarnteadfTherrnoline) y las concentraciones usadas fueron: 
0.001,0.1 Y 10.0 11M. 

La solución B contenía 12 mi de la solución madre más 12 mi de peróxido 
de hidrógeno al 6%' con lo que se obtuvieron las concentraciones oxidadas del 
PFD. La solución B se diluyó igualmente en agua desionizada y las 
concentraciones de la solución oxidada utilizadas fueron las mismas que para la 
solución no oxidada: 0.001, 0.1 Y 10.0 11M. 

Testigos. 

Se utilizó el solvente alcohol al 1.2% como testigo negativo. 
Ambas cruzas fueron validadas con dos testigos, el promutágeno 

Dímetilnitrosamina (0.625 mM) yagua desionizada para verificar que las cruzas 
respondieran a los tratamientos. 

La solución de peróxido de hidrógeno al 6% o menos no se utilizó como 
testigo. porque todos 'Ios organismos morían por quemadura generalizada y 
desecación. 

7 ;'¡cor.u: al ',.2%: 0.0 ~~: ~!e "Ic.::lr.cl d~':;CII;:·) :';~;:'I(!c¡uif¡r, 'E:O\:lIVO ,111,,1;\ICO CAS 6~·17-5 Ca! 20130 Lote 
,157:!-C) :1;,A;";!~);¡: 5:" ::.: ';',)'! C!:ll..<·' n0~:"r.;.:::<,d<: \:1!:'J =-rirn:.€"ciTher:nüLne} 

, PerÓ.t¡jo <je nlcr6geno ?! 6%. 10 mi ue p~róKIOO de t-.id~ógeno al 30% (Sigma d€ México No.59 IOle lOgO:!: 
PM. 3.: 02 dens:Cia-:: ~ , 1) ¡;':Ortlll(iO ¡¡50 mi con 3~,J3 d¡~:>ior:lz3da 
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Procedimiento. 

1.- Se obtuvieron machos de la linea mwh y hembras virgenes de las lineas flare y 
Óregon, utilizando el criterio de edad; éstas últimas se colocaron en tubos con 
medio de cultivo durante 48 h a 25'C, para verificar su virginidad. Se utilizaron 6 
frascos con medio de cultivo para cada tipo de cruza, en los que se colocaron 
hembras y machos en una proporción de aproximadamente 2:1 (Fig. 5.2) 
2.- Se colectaron los huevos de cada una de las cruzas durante 8 h a 25'C, en 
frascos que contenían una capa soporte de grenetina al 10 % Y una capa superior 
de levadura fresca (La Florida) activada con agua y azúcar, en baño Maria a 40'C 
3.- Para colectar las larvas transheterocigotas de 72 ±4 h de edad se agregó a los 
frascos agua a 25'C para disolver la levadura y se vació a una coladera de 
pequeña abertura. Se les agregó el agua suficiente hasta que quedaron 
completamente libres de levadura. 
4.- Los diferentes soluciones se adicionaron en alicuotas de 2 mi por tubo en 5 g 
de medio instantáneo Carolina(lnstant Drosophila medium; carolina biological 
supply company; Burlington, North Carolina 27215;Gladstone, Oregón 97027) 
para Drosophila me/anogaster. 
5.- Las larvas se colocaron en los tubos de cada tratamiento y controles, después 
de eso se colocaron en estufas a 25'C para continuar con su desarrollo. 
6.- Las larvas se sometieron a un tratamiento crónico, esto quiere decir que las 
larvas ingirieron los compuestos durante 48 h (Ver tabla 1.2) 
7.- Todo lo anterior se realizó por triplicado y en tres experimentos 
independientes. 

Fijación y elaboración de preparaciones. 

1.- Al decimotercer dia de la colecta de huevos, se obtuvieron los adultos y se 
conservaron en alcohol al 70%. 
2.- Para realizar las preparaciones de las alas, las moscas (que estaban en 
alcohol al 70%) se enjuagaron en agua corriente, se separaron las alas del resto 
del cuerpo con pinzas entomold\;jicas y se colocaron en un portaobjetos con 
solución de Faure's (30 g goma arábiga, 20 mi de glicerol, 50 g de hidrato de 
cloral y 50 mi de agua) Se colocaron, protegiéndolas del polvo, en una plancha a 
40'C durante 24 h; después de esto se les añadió 2 gotas de la solución de 
Faure's; y se cubrieron con un cubreobjetos del NO.1 colocándoseles encima 3 
pesas de 83 g cada una, las preparaciones permanecieron en la plancha por 24 h 
más. 

Registro de datos y criterios de lectura. 

1.- Se analizaron las alas (tanto la superficie dorsal como ventral) con un 
microscopio óptico a 400X. 
2.- Se registraron, en formatos diseñados para ese fin, el sector del ala donde se 
encontró la mancha (los sectores o áreas se definen aprovechando el patrón 
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natural de venas del ala, (Figura 5.3) y el tamaño y tipo de ésta. (Graf y col, 1984) 
Es importante registrar el tamaño de las manchas recobradas ya que 

teóricamente esle refleja el número de divisiones celulares' que ocurrieron 
después de la inducción del cambio genético en la célula afectada original, por lo 
que puede ser indicador indirecto de la actividad del compuesto y de la velocidad 
con que alcanza la célula blanco. También puede indicamos si existe algún 
problema con la mitosis o si ocurrió muerte celular, en estos casos el tamaño de 
las manchas registradas serían menores a lo esperado (Graf, U y col, 1984) 

La mutación mwh tiene expresividad variable, por lo que es posible 
encontrar células que forman 2, 3 ó más tricomas. Sin embargo sólo se 
consideraron en el registro aquellas que presentaron tres o más ya que se ha 
demostrado que las células con dos tricomas ocurren con frecuencia en larvas 
transheterocigotas no tratadas. Por convención se considera que dos manchas 
son independientes cuando se separan entre si por 3 o más hileras de células 
normales (Graf, U y col, 1984) 

6.- Hipótesis y estadística. 

El método estadistico utilizado en este trabajo fue el presentado por Frei y 
Würgler (1988) el cual hace posible decidir si los datos de las pruebas de células 
somática en Drosophila indican un resultado positivo, débil positivo, negativo o 
inconcluso. 
Para este fin se combinan dos pruebas estadisticas: Una prueba contra la 
hipótesis nula (Ho); ésta asume que el tratamiento experimental no incrementa la 
frecuencia de la expresión de los marcadores ocurridos de manera espontánea en 
el control; y una prueba contra la hipótesis alternativa (HA); que asume a priori 
que un tratamiento determinado incrementa la frecuencia espontánea por un 
cierto múltiplo (p) de la frecuencia obtenida en el control. Rechazar la HA establece 
que la frecuencia de daño en los lotes experimentales permanece relativamente 
bajo, a un nivel que se puede definir como el nivel minimo de riesgo de 
genotoxicidad. Un nivel de riesgo igual a cero es, de manera intrinseca, imposible 
debido a la mutación espontánea, por lo que el riesgo se establece en términos de 
un cierto número, múltiplo de la frecuencia de mutación espontánea (p)lO. (Frei y 
Würgler,1995) 

Para el análisis estadístico se utilizó el programa estadístico SMART PC­
versión 2.1 realizado por Frei y Würgler en 1988, el cual se basa en la prueba no 
paramétrica de x' . El nivel de ensayo se fija en a=O.05 . 

. Se asurr,e ~t.ie IO,J<.iS la:,: :::":'l,i;i:; ':;0 ;·'.':G;.:r. ,,1 "':1>,",: .. m:-t,;, ')f![ le, (!U0 el tamañu tN la ni:':r1cn¡: (i8GO;: caer 
(.:r~ un r.0rnr:ro rJ<:; (~i'Ji~10nt:'s (,-¡ ~;.:~ '1,:' ,~,';:¿tJ;, :::i; c":It.;i,:,'... Pw ·:::s1,;; r.'l.!6n ¡as CI3S'¿:S de ~cm.2ño se agrup"n 

.no ¡t1.JI:::~ t:~!am:B "/e::::-:3 \1,:'0,'" in,:r'¡:;l:10',;,':SE" ,:~ 'lÚ"l€:,O .:!;: <S·.cn¡o~· ÜC 'os trat,-;:~lian¡05. r.on re;:;pecto ~I 
~"s;rg(.· ;:",fi) cenSI::":'!'iJ: l.!n"t r ':SiJUú;:.Li ¡;o"III'o'd ?c;- !l~·::rn;;;¡;. !2"~ ;a(II'~r:ión es írec\.J~n:~m<::f'ie aphc~do t:!1 
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Fig. 5.3 Medio mesotorax de Drosophila mostrando la forma en la que se divide el ala para el 
registro de las manchas (tomado de Garcia - Bellido y Merriam 1971). 



En el análisis estadistico las manchas pequeñas (1 o 2 células) se 
consideran de manera independiente de las manchas grandes (3 células o más), 
así como de las gemelas. Para asignar resultados significativos, se escoge de 
manera empírica un factor de multiplicación (se designa m en lugar de p). Se usa 
m = 2 para las manchas totales y para las sencillas; y m = 5 para las manchas 
grandes y las gemelas. (Frei y Würgler, 1995) 
El diagnóstico estadistico generado por este programa puede ser cualquiera de 
los siguientes: 
1. Que se acepte la hipótesis nula (Ha) Y se rechace la hipótesis altemativa (HA): 

negativo. 
2. Que se acepte la HA y se rechace la Ha: positivo. 
3. Que se acepte HA cuando Ha es verdadera (Es decir, que el resultado quede 

muy cerca del área de rechazo): Débil positivo. 
4. Que no se rechace Ha O HA cuando sea falsa, o que se acepte Ha O HA cuando 

sea verdadera (Este resultado se presenta cuando el tamaño de la muestra es 
muy pequeño): Inconclusivo. 

De acuerdo con Frei y Würgler (1995) para obtener diagnóstico confiable deben 
registrarse un minimo de 110 alas. (55 individuos I tratamiento) 

7.- RESULTADOS Y ANÁLISIS. 

Con los testigos agua desionizada y DMN, la frecuencia de manchas 
esperada, para ambas cruzas, coincidió con lo previamente reportado por Graf 
(1984). 

Las diferentes concentraciones del PFD, oxidado y sin oxidar, fueron 
probadas en ambas cruzas de manera simultánea en tres ensayos 
independientes. No se observaron diferencias significativas entre las repeticiones 
por lo que los datos se agregaron y se muestran en la Tabla 7.1. Se revisaron un 
total de 783 individuos y se encontró lo siguiente: 

PFD-Oxidado. 

En la eBE (Fig. 7.1 Y Tabla 7.1 d) las concentraciones 0.001 y 10.0 flM 
resultaron débilmente positivas para las manchas pequeñas; en las tres 
concentraciones se encontraron resultados negativos para las grandes y totales e 
inconclusas para las gemelas. El hecho de que solo las pequeñas resultaran 
positivas, nos podría indicar que el daño se dio tardíamente por lo que el 
meta bolito, sería el que tendría el efecto genotóxico; o pueden ser causadas por 
clones con aneuploidias parciales o con baja capacidad de proliferación. Lo que 
concuerda con lo propuesto por Venitt y col, 1975; Kirkland y Venitt, 1976 y 
Senedit, 1976; todos estos citados por Surnett, 1978 y Chung y col, 1996; quienes 
reportan que el PFD es genotóxico (Tabla 2.2 y 2.3 bis). 

En la Fig. 7.2 se observa en la concentración 10.0 flM un incremento en la 
proporción de clones de una sola célula en relación a los otros clones; lo cual se 
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Tabla. 7.1 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PIIUEBA DEL ALA DE DROSOPHlLA (S~IAIIT) 
Frecuencia de manchas o clones por mosca ( Número de 
manchas por mosca) Diagnóstico estadístico· 

Concentración Número Manchas Manchas tvbnchas 
del compuesto de sencillas (1-2 grandes (>2 gemelas 

Cll J.lM moscas células) células) 

m= 2.00 111- 5.00 ni 5.00 
-

Cruza: IIcmbrasfldrrl\l3,Bd(SJ y marhos "'11'/11'111)1'11. (Estándar) 
a) p-fenilendiamina 
Testigo alcohol 88 0.62 ( 55) 0.12 ( 11) 0.05 (4) 
1.2 % 
0.001 37 0.59 ( 22) - 0.16(6)- 0.03 (1)-
0.1 45 0.80 ( 36) - 0.16( 7)- 0.09 ( 4); 
10.0 32 0.69 (22)- 0.16( 5)- 0.03 ( 1); 
b) p-lenilendiaiiiili3 + H20--;-ai6% 1 b) p-Iemlendlanllllil + H20 1 316% 1 I 

Manchas 
totales 

ni 2.00 

0.80 ( 70) 

0.78 (29)-
1.04 (47)-
0.87 ( 28) -

0.001 135 10.77 (27) - 10.09 ( 3) - 10.06 ( 2); 1°.91 (32)-
0.1 34 10,47( 16)- 0.06( 2)- 1 0.03 ( 1)- 0.56 ( 19)-

Manchas 
con clones 
Illwh 

61 

25 
44 
24 

131 
13 

~ ___ J,48 J,0.60 (29) - .,l0.O4 ( 2) - J.o.02 ( 1) - ,,1,0.67 (32) - .j.32 
Cruza: ne-ñlbras ORRJORU;IIrJrrr.13.Bd(SFy machos im.,h!lIIwh. (Dioacti\'ación cle\'ada) 
e) p·fenilendiamina 
Testigo alcohol 77 0.77 (59) 0.16(12) 0.01 ( 1) 0.94 ( 72) 62 
1.2 % 
0.001 74 0.59 (44)- 0.18(13)- 0.04(3); 0.81 (60)- 59 
0.1 66 0.80 (53)- 0.18(12)- 0.06(4); 1.05 ( 69) - 66 
10.0 44 0.61 (27)- 0.16( 7)- 0.00 ( O) i 0.77 (34)- 33 
d) p·femlenr-hamma + H20 2 al 6% 1: 1 d) p·fenilenrJiamina + H20 2 al 6% 1: 1 
0.001 174 0.86 (64) w 0.14 ( 10)- 0.01(1); 1.01 (75)- 72 
0.1 160 1°.82 ( 49) - 10.17 ( 10) - 1 0.03 ( 2); 1.02 (61)- 54 
10.0 64 0.95 (61)w 0.14 ( 9)- 0.05 ( 3); 1.14 ( 73)- 59 
Diagnostico estadistlco-do! acuerdo n Frei y \Vüerglcr (Mut. Res .• 203 (1988) 297~30S): donde. 
+ = positivo; • a: negativo; w = débil positivo; i = no concluyente. m"" factor de multiplicación. 
Nivel de probabilidad: (l "" p::: 0.05. (Prueba estadística de una sola cola) 

Frecuencin de clones ell 
división xIO-~ 

Media del Ciclos de Corrección 
número de división COIl el 
ciclos observados. control 
celulares. 

------- - -

2.13 2.8 

1.92 2.8 -0.1 
1.98 4.0 1.2 
1.87 3.1 0.2 

1.68 3.6 0.8 
1.46 1.6 -1.3 
1.66 2.7 -0.1 

1.79 3.3 

1.78 3.3 0.0 
1.92 4.1 0.8 
1.94 3.1 -0.2 

1.78 4.0 0.7 
2.00 3.7 0,4 
1.49 3.8 0.5 



podría explicar con lo anteriormente expuesto. 
Estos resultados concuerdan con Rojanapo y col (1986) citado por Sume!!; 

Goldenthal (1988) y Chung y col (1996) quienes reportaron que el compuesto 
oxidado es genotóxico. Y con Ames y col (1975); Searle y col (1975); Veni!! y 
Searle (1976) citados en Wild y col (1980) quienes coinciden que el PFO es 
promutágeno. Así como con Gichner y col (1994) lo define como promutágeno 
débil. 

En la CE (Fig. 7.3 Y Tabla 7.1 b) se encontraron resultados negativos para 
todas las clases de manchas y en todas las concentraciones excepto en las 
manchas gemelas, las cuales resultaron inconclusas a la concentración 0.001 ~M 
En las dos últimas concentraciones se observan frecuencias incluso menores que 
las del testigo para todos los grupos de manchas. 

En cuanto a la distribución de número de células por clan mwh, para la 
concentración 1 0.0 ~M se observa un número de manchas pequeñas más bajo 
con respecto al testigo, extendiéndose hacia la derecha la distribución de clones 
mwh (Fig. 7.4 Y Tabla 7.1 b) 

Estos resultados con la CE que tiene los núcleos de P450 regulador 
refuerzan la idea de que el compuesto oxidado es un promutágeno, que requiere 
ser metabolizado por el citocromo P450. 

PFD-Sin oxidar. 

Las concentraciones utilizadas del PFO-sin oxidar resultaron no 
genotóxicas, en ambas cruzas y. para todas las categorías de manchas (Fig.7.5 y 
Tabla 7.1 a y c) Las manchas gemelas resultaron inconclusas en ambas cruzas. 
En ambas cruzas se tuvo el mismo comportamiento, excepto para la 
concentración mas alta (1 0.0 ~M.) 

En la CBE disminuyen las frecuencias en manchas pequeñas y totales, en 
las concentraciones 0.001 y 10.0 ~M, incluso por debajo de los testigos. El caso 
de la concentración 1 0.0 ~M merece atención especial debido a que disminuyeron 
las frecuencias, así como tambíén la sobrevivencia (44 moscas, Tabla 7.1 c) En 
esta concentración (10.0 ~M) en la CSE con el PFO-sin oxidar (Fig.7.6) 
disminuyeron las frecuencias de los clones mwh con respecto a los otros 
tratamientos y el testigo. Ademas la distribución de los clones mwh tiende hacia la 
derecha. Se encontraron la frecuencia de individuos con 17 a 32 células mwh, se 
incrementaron 5 veces con respecto al testigo; probablemente esto signifique que 
el compuesto a esta concentración, tuviera un efecto tóxico (disminuyó la 
sobrevivencia y la frecuencia de manchas). Las moscas que sobrevivieron 
pudieran ser resistentes y el hecho de que la distribución de clones mwh tienda a 
la derecha se deba a que el daño se dio de manera temprana. Por lo que podria 
tratarse de un falso negativo. 

En la CE, se encuentra un ligero incremento, no significativo 
estad isticamente, en las manchas pequeñas y totales para la concentración de 
O.l~M (Fig. 7.7) En la Figura 7.8 se observa un aumento en el número de clones 
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de células pequeñas y en la concentración 10.0 ~M la distribución de los clones 
tiende hacia la derecha. Además en el clan de 33 -64 células hay 3 veces más 
individuos con respecto al testigo. 

El único antecedente que tenemos para este compuesto con esta prueba 
es el trabajo de Batiste-Alentorn (1995) quienes en un ensayo del ala con SMART 
(utilizando únicamente la cruza estándar y el compuesto sin oxidar) obtuvieron 
resultados positivos. Las concentrac',ones que usaron fueron mucho más altas y (1 
Y 2 mM.) que las utilizadas en este trabajo, la dosis es 10 mil veces más alta que 
la reportada por Bumetl a la que están expuestos los usuarios. Nosotros 
calculamos la dosis basándonos en Burnett (1977) (40 mg/Kg ), quien menciona 
que otros trabajos resultaron positivos porque los investigadores utilizaron en un 
solo ensayo concentraciones notablemente más altas que las que contienen los 
tintes (Goldenthal, 1988) 

8.- CONCLUSIONES. 

Por lo anterior en este ensayo, con estas concentraciones, y alimentando 
las larvas con el PFD oxidado y sin oxidar los resultados fueron negativos. No se 
demuestran efectos geno tóxicos, aún considerando que las tarvas estuvieron 
expuestas crónicamente al compuesto por 48 horas. 

En la concentración 0.001 ¡.tM del PFO-oxidado y sin oxidar, los valores 
para las frecuencias de todos los tipos de mancha son muy similares en ambas 
cruzas, incluso el comportamiento de las frecuencias y distribución de clones mwh 
por mosca son prácticamente los mismos. Posiblemente estos resultados se 
debieron al hecho de que esta dosis fue muy baja y no hubo diferencia en los 
tratamientos con respecto al testigo. 

En la eBE y PFD-oxidado en que resultó débilmente positivo se sugiere 
realizar pruebas estadisticas paramétncas y no paramétricas más finas para 
detenninar si las diferencias que se observan en SMART y que no resultaron 
significativas o no para esta prueba, son consistentes. 

La concentración de 1 0.0 ~M resultó la más interesante en todos los 
tratamientos, lo que sugiere que si se incrementara la concentración se podrian 
observar resultados positivos; sin embargo no lo consideramos adecuado, ya que 
las concentraciones utilizadas corresponden a lo que un ser humano se aplicaria 
al momento de teñirse, por lo que seria alejarse de la exposición real. 
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