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RESUMEN.

Estudios epidemiolégicos realizados en las (ltimas décadas han indicado que
aquelias personas que tifien su cabello frecuentemente con tintes permanentes, o
que tienen exposicion faboral a éstos, podrian tener un incremento en el riesgo de
contraer ciertos tipos de cancer, Existen trabajos experimentales que demuestran
la penetracién por pie! de algunos componentes de los tintes, después de la
aplicacion topica. El p-fenilendiamina (PFD} es un componente importante en los
tintes para cabello permanentes, vy ha resultado positivo en ensayos a largo plazo,
en cultivo de células de mamiferos y en los ensayos de Salmonella typhimurium y
Tradescantia. En estas ultimas, el PFD fue mas mutagénico al ser oxidado yfo
activado por lo que lo clasifican como promutageno. Sin embargo existen trabajos
similares donde se reporta que el PFD no tiene efecto cancerigeno o mutagénico.
Por la controversia sobre su genotoxicidad, en este trabajo se probd el posible
efecto genotoxico det PFD oxidado y sin oxidar, mediante la prueba de mutacion y
recombinacion somaética (SMART) en Drosophifa melanogaster, cruzas estandar
(CE) y bioactivacidn elevada (CBE). Las diferentes concentraciones de! PFD,
oxidado y sin oxidar, fueron probadas en ambas cruzas de manera simultanea en
tres ensayos independientes. Se revisaron un total de 778 individuos y se

. encontrd lo siguiente: Las concentraciones utilizadas del PFD sin oxidar resultaron
no genotdxicos, 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
resultd débilmente positiva para las manchas pequefias, negativa para grandes y
totales e inconclusas para las gemelas, en las tres concentraciones.



Efecto genotdxico del p-fenilendiamina en D. melanogaster mediante la
prueba de mutaciéon y recombinacion somatica en el ala.

1.-INTRODUCCION.

Tintes permanentes y p-fenilendiamina.

En los ultimos afos se ha incrementado e} uso de ciertas sustancias
quimicas sintéticas y naturales dentro de las cuales se encuentran los fertilizantes,
los plaguicidas, los farmacos y los cosméticos, entre otros: estos al estar en
contacto con el hombre pueden provocar efeclos toxicos, genotdxicos o
cancerigenos.

Dentro de los compuestos utilizados en cosmetologia se encuentran los
tintes sintéticos para cabello, cuyo uso data de 1883 cuando Monnet patento un
proceso para colorear el cabello con la aplicacién de mezclas frescas preparadas
con una solucidn de p-fenilendiamina (PFD)' y peréxido de hidrogeno. Este
proceso fue la base de los lamados tintes permanentes, los cuales son los mas
utilizados hoy en dia (Burhett, 1987}

Los tintes permanentes ¢ de oxidacién se forman durante el proceso de
tefido y no estan presentes como tales en la solucion antes de la aplicacidn.
Estos productos constan de dos partes: Una solucion intermediaria y un agente
o idante, este ultimo generalmente es el perdxido de hidrdgeno. La solucion
intermediaria esta formada por el intermediario primario? (IP), o pigmento “para”, y
un agente acoplador o modificador”. {Tabla 1.1)

Los P son oxidados con el peroxido de hidrégeno originando
benzoquinona iminas. Las iminas reaccionan rapidamente con el acoplador y/o un
compuesto "para” no oxidado para producir pigmentos indol. Para que se den

' PFD (1.4-bencenediamina o p-diaminobencens), CgHgN2  P.M 108.1 { CAS No. 106-50-3), se puede
reducir en 1.4-nitreanilina con Fe y HCL. ¥ oxidar en 1, 4-benzoquinonaimina con HpOp. Se presenta como
¢ristales blancos, ligeramente rojos, se oscurecen al exponerse al aire. Scluble en 100 partes de agua fria;
soluble en alcohal, cloroformo y éter. Se revela en un color negro con peroxido de hidrdgeng al 3%, y en color
café con una solucion de FeCly al 5%. Dosis letal media en congjos 250mg/Kg (Tomado de SIGMA 1994, y
det Index. Merck}

2 Imermediarios _primarios: Pequefias maléculas que pueden degradarse y penelrar al cabello.
particutarmente bajo Ias condiciones alcalinas que se dan durante fa aplicacion. La subsecuente oxidacion y
acoplamiento produce moléculas mas largas, muchas de fas cuales son atrapadas por el cabelio.
Generalmente son compuestos aromatices con dos grupos donadores de electrones en posicidn 1.2 0 1,4.
£stos son relativamente pocos, 08 mas comunmente usados son: pfenilendiamina, p-toluendiamina y p-
aminofencl. Las combinaciones mas efectivas son dos grupos amine o un grupo aminp con uno hidroxito
unidos z un anilfo benceno o tolueno .

3 Agentes modificadores 9 _acopladores: Pueden estar basados en un anillo de bencena, sislemas de anilios
multiples o anillos helerociclicos, requieren la sustitucién de grupos en posicién 1.3. Estos no son faciles de
oxigar pero pueden hacerto, at acoplarse con la quingna imina formada at oxidar al intermediario primario. £1
acopladgr mas frecuentemente usado es el resorcingl (para los colores verde y café) y el 1-nafial (para los
colores violeta y azul)




estas reacciones se requiere un pH alto esto es usualmenie activado
amoniaco. (Burnett, 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

Castano rojizo claro

2-Amino-5-hidroxitolueno

Rubio dorado

5-Amino-2-hidroxitolueno

Rubiao rojizo

o-Aminofenol

Dorado intenso

con

Colores producidos por p-fenilendiamina en presencia de varios

acopladores:

Acoplador

Color en el cabello

m-fenilendiamina

Parpura azuiado

m-aminofenol Café claro
4-Metil-aminofenol Café claro
m-metoxifenol Magenta
6-Metil-3-aminofenol Magenta
2.5-Xitenol Purpura azulado
Resorcinol Café verdoso
Hidroquinona Café grisaceo claro
Catecol Café grisaceo
Ninguno Café oscuro

Tabla 1.1. Colores producidos
permanentes. Burnett, 1987

por varios componentes en tintes

Sin embargo, puede ocurrir mas de un estado de acoplamiento oxidativo,
las reacciones posibles, que se establecen al inicic de la mezcla, son numerosas,
por lo que se pueden preducir algunos colores de intermediarios extrafios. 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 creia que el colorante era producido en la fibra del cabello
por oxidacion de los colorantes intermediarios {teoria de Bandrowski, citada en
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Burnett, op. cit. ). Ahora se maneja que la oxidacion y acoplamiento tienen lugar
simultaneamente en la solucidn fuera del cabelio {Shipp, op. cit. )

NH- NH
+
@ H202 —_— ¢ 4+ 2H20
NH: NH
1,4-fenilendiamina 1.4-benzoquinonaimina
NH2 NH2
N ¥ N
NH2 H2

Base Brandowski

Fig. 1.1 Dos posibilidades de reaccién al oxidar el p-fenilendiamina con peréxido de hidrageno. En
el primer caso se forma la 1.4-benzequinocnaimina y en el segundo ¢aso se forma la base
Brandowski, que es una diaminofenacina. (Kiese, 1968 y Shipp,1902)




Deteccion de agentes genotdxicos.,

Los factores ambientales pueden causar cancer. Los posibles cancerigenos
entran al cuerpo, principalmente a través de la respiracion pero también pueden
ser ingeridos o absorbidos por |2 piel. Una vez dentro del cuerpo, fa sustancia
puede permanecer en los pulmones (como los asbestos) o ser absorbida como en
el tracto digestivo. Si esto Oltimo es fo que ocurre, los xenobidticos atraviesan el
cuerpo por la pared del tracto digestivo hacia la sangre, y pueden experimentar
cambios quimicos que los hacen mas o menos toxicos. Eventualmente, estos
compuestos como tales, o en una forma activa, pueden atravesar la membrana de
las células, y puede causar dafio o cualquier otro evento que conducen al cancer.

El conocimiento de los factores ambientales que pueden afectar a la salud,
ha tenido un fuerte impulso, sobre todo con respecto a los contaminantes de!
ambiente laboral y los medicamentos de uso prolongado. El riesgo de contraer
cancer por factores ambientales es mas grande cuando se incrementa la
exposicién al agente quimico o fisico, ya sea en una dosis muy alta o en
pequenas dosis por largos pericdes de tiempo. Para identificar y analizar la accién
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 acidos nucleicos y/o producir efectos
deletéreos en las dos estirpes celulares: Somaticas y germinales, es necesario
recurrir a la utilizacion de algunas pruebas, no siendo posible o ético exponer a la
gente a los posibles cancerigenos ambientales. La informacion acerca de sus
efectos se puede obtener de distintas maneras, tales como:

1.-_Estudios epidemiologicos: La incidencia de cierto tipo de cancer se mide al
comparar subgrupos, con diferentes niveles de exposicidn al cancerigeno, en una
gran poblacién. Por ejemplo en cualquier poblacion al comparar al grupo de
fumadores con el grupe de no fumadores, los fumadores tienen mayor
probabilidad de contraer cancer de pulmén. Los estudios epidemiolégicos son la
fuente mas efectiva para establecer el riesgo de padecer algun tipo de cancer en
poblaciones expuestas a contaminantes ambientales, sin embargo, tienen
limitaciones para descubrir nuevos cancerigenos entre los muchos agentes a los
cuales estamos expuestos, y estas son (Vogel, 1987):

a) Tiempo prolongado de latencia entre exposicién y manifestacion clinica.

b} Participacion de muchos factores en el desarrollo de la enfermedad.

¢) No poder determinar la magnitud de una exposicion de tiempo atras.

2.- Experimentos naturales: Si una poblacion natural o grupo de individuos es
accidentalmente expuesta a altos niveles de un probable cancerigeno ambiental,
es posible estudiarla mas tarde y comparar con la poblacion en general, para
determinar si la exposicion a este agente causé un incremento en el riesgo de
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contraer cierto tipo de cancer. Por ejemplo, algunos estudios han demostrado que
los nifos que vivian cerca de Chernobyl, después del accidente nuclear han
incrementado el riesgo de contraer cancer de tiroides, debido a la exposicion de
yodo radioactivo.

3.- Estudios con anirmales o bicensayos a larag plaze: Se realizan al exponer a
mamiferos (generalmente ratas o ratones) a altas dosis de un compuesto
supuestamente cancerigeno durante un periodo de tiempo corto y medir los
efectos. De esta forma los investigadores pueden asumir lo que podria ocurrir en
humanos. Estas extrapolaciones, que podrian ser discutibles, pueden ser muy
Otiles cuando no hay otra forma de medir el efecto de cierto compuesto.

4 .- Pruebas de laboratorio o bicensayos a ¢orto plazo: Existe un gran nimero de
ensayos que involucran bacterias, insectos, vegetales o cultive 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.

Biocensayos a corto plazo.

Bauer en 1928 expuso la Tecria de la Mutacion Somatica, ia cual propone
que la maycria de los cancerigenos quimicos 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
geneticos de prueba establecidos hasta esa época, muchos de los cancerigenos
conocidos. La situacidbn cambid cuando se reconccié que fa mayoria de los
agentes cancerigenos son solo bioldgicamente activos después de pasar por el
metabolismo celular. £sto estimuld el desarrolio de técnicas para la activacion de
los xenobidticos in vitro e in vivo, tanto en sistemas bacterianos como en sistemas
eucariontes. Gracias a estas tecnicas se retomao dicha teoria. (Vogel, 1987}

De zahi que el mismo Vogel op. ¢if. establezca los principios basicos de un
buen bioensayo a corto plazo (BCP):

1. Sistema de activacion in vivo, o in vitro, para ia deteccion de procancerigenos
0 promutagenos.

2. Sistema indicador sensible (microorganismos, cultivos de células de
mamiferos, plantas, insectos, ¢ mamiferos) con el que se pueda medir el dafie
genético inducido por el agente genotdxico.

3. Efecto genetico bien definido.

Prueba de mutacion y recombinacion somatica (SMART).

La prueba del ala SMART es un BCP gue utiliza un organismo eucarionte
(Drasophila melanogaster), se basa en la expresidn de multaciones recesivas en
células somaticas de organismos transheterocigéticos; debida a la pérdida de
heterocigocidad de marcadores genéticos. Si durante el desarrollo larvario se
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induce alguna alteracién en el material genéticc de las células de los discos
imagales® de las larvas (Fig. 1.2), ésta sera transmitida a las células hijas
formando un clon 0 mancha de células alteradas en las alas de moscas adultas;
estas manchas se pueden observar y contabilizar con ayuda del microscopio
6ptico y analizar por medio del programa estadistico SMART (Graf y col, 1984)

El ensayo tiene la posibilidad de exponer a un gran namero de células
mitdticas, en los discos imagales de la larva, que daran origen a un nimero mayor
de células en estado adulto, por lo que este ensayo permite analizar un gran
numero de células (aproximadamente 25,000 células por ala), al revisar una sola
mosca {Graf y col, 1984) Requiere una sola generacion para obtener resultados;
ha demostrado ser eficaz, ya que esta bien establecida y confirmada, se han
evaluado mas de 400 agentes fisicos y quimicos, puros y mezclas; ademas de
presentar un sistema de activacion (in vivo) para la deteccidén de procancerigenos
o promutagenos (Guzman y Graf, 1995; Graf y col, 1996)

Para realizar la prueba Se cruzan mostas que acarrean mutaciones
recesivas distintas: hembras virgenes de la linea flare (flama): i’/ In{3LR)TM3, ri
©° sep bx** g° Bd(S), (de forma abreviada fir/TM3, Bd(S).) X machos de la linea
“muttiple wing hairs” {(pelos del ala muiltiples): mwh/mwh. (Graf y Wiirgler, 1996)

Las tarvas transheterocigotas producto de esta cruza tienen genotipo mwh
fir’™ / mwh* fir¥ o mwh fir** / TM3, Bd(S), en teoria, en proporcion 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 (8d(S)) {(Ramos,
1893). Las larvas pueden ser tratadas de manera crénica o aguda (Tabla 1.2), por
via oral, inhalacion o inyeccion de los compuestos a probar. Cuando emergen las
moscas adultas, se filan 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 ¢élulas mutantes en las alas, se
contabiliza la frecuencia por ala y por individuo, asi como el tamaio de éstas (Graf
y cal, 1984)

Frei y Wirgler en 1988 disefiaron un programa estadistico basado en chi
cuadrada para evaluar los datos y discutir los parametros que pueden afectar un
experimento, asi como decidir si e! ensayo representa resultados positivos,
débiles positivos, negativos o inconclusos en trabajos posteriores. (Frei y Wirgler,
1995)

4 1 as tarvas fienen dos linajes celulares: larvario e imagal , el primero esta implicado exclusivamente en el
desarrollo larvario ¥y su funcionamienlo, mientras que €l imagal esta formado por paquetes de células que se
conocen como discos imagales, los cuales permanecen en estado embrionario durante el desarrolio de la
larva, eventualmente se diferencian en estructuras particulares del cuerpo del aduilo. Desde el punto de vista
genétice, los discos imagales constituyen un excefente material de estudio. Cada disco, aparece como
primordio desde el primer estadio larvario y consiste de 25 a 50 células. A partir de ese momento, el nimero
de célufas por cada disco se incrementa per mitosis hasta ef final de |a fase larvaria en 18 que liega a tener
miles de células por disco. Al final del tlercer estadio larval se inicia el periodo de pupa en el que parie de!
material larvario degenera, las células indiferenciadas forman tejidos y las estructuras del adulto que se
derivan de cada disco imagal.




DISTRIBUCION DE LOS DISCOS IMAGALES EN LA LARVA

LABIUM 3
/ ARTES BUCALES.
@ NTENAS

-1 SEGUNDAS PATAS
SEGUNDAS PATAS

APARATO GENITAL

Figura 1.2 Discos imagales (Lawrence, 1892).




Huevo. Larva ter Larva 2¢ Larva 38F Pupay Imago o
Desarrollo | estadio estadio estadio. metamodrfosis | adulto.
embrionario
Curacion aproximada |0 - 21 21— 46 horas | 46 — 69 horas | 69 - 117 117 -213 213 -~
delciclode vidadela [horas{e1 |(e 1dia} (®1dia) horas (e 2 horas (@ 4a ](liegana
mosca en condiciones | dia) dias) 5 dias) vivir hasta
dptimas de 50 dias)
temperatura, 250¢C
Tratamientos agudos Larvas de 48 |Larvas de 72
14 h son +4 h son
expuesias al | expuestas al
xenobistico xenobidtico
durante 2 h durante 2 h
Larvas de 48 | Larvas de 72
14 h son 34 h son
expuestas al | expuestas al
xenchidtico xenobidtico
duranie 4 h durante 4 h
Larvas de 48 |Larvas de 72
+4 h son 14 hson
expuesias al | expuestas af
xenobidtico xenobidtico
durante 6 h durante B h
Tratamienios ¢ronicos Larvas de 24 |Las larvas Las larvas
+4 h son siguen comen el
expuestas al | comiendo compugsto
compuesto durante 96 h
xenobidlico
Larvas de 48 | Las larvas
+4 h son comen el
expuestas al | compuesto
compuesto durante 72 h
xenabibtico

Larvas de 72
14 h son
expuestas al
compuesto
xenabidtico
durante 48 h

Tabla 1.2. En la tabla

se muestran todos ios tratamientos que se pueden realizar., Los

tratamientos agudos constan de 2 a 6 h de exposicion en los estadios farvarios 1° o 2° Los
tratamientos cronicos pueden iniciarse a las 24, 48 y 96 h de vida, coincidiendo con las diferentes
etapas larvales, lo que significaria que las larvas pueden consumir el xenobidtico durante 96, 72 v
48 h respectivamente, estos tiempos son tedricos ya que un efecto oxico del compuesto puede
manifestarse como un retardo en el desarrallo, 0 generar una pupacion prematura, lo gue modifica

los tiempos de alimentacion. (Graf y col, 1984)




Las diferentes clases de manchas registradas pueden deberse a diferentes
eventos de mutacidn: Mutacién puntual (Fig. 1.3 ), delecidén (Fig. 1.3 ¢},
translocacion tipo especifica o a la pérdida del cromosoma (aneuploidia} (Fig. 1.3
f)y asi como a recombinacian mitdtica (Fig. 1.3 by d)

El analizar los dos fenotipos de moscas nos genera diferente tipo de
informacion. La lectura de las alas con genotipo mwh fir** / mwh' fir’, nos permite
observar los tres fenotipos de manchas: Sencillas mwh, (Fig. 1.4 a), b y ¢)
sencillas flama (Fig. 1.4 b) y gemelas (Fig. 1.4 ¢), las manchas sencillas son
producto de recombinacion o mutacién y las gemelas sélo se recuperan cuando
hay recombinacion proxima al centréomero (Fig. 1.3 b). En las alas de las moscas
que heredaron el cromosoma balanceado, genotipo mwh I / TM3, Bd(S)
{fenotipo serratia), no se puede presentar la recombinacion por lo que todas las
manchas que se recuperen seran producto de mutaciones. Lo anteriormente
expuesto nos permite determinar cuantitativamente la actividad recombinogénica
de las genctoxinas, 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 Rodriguez y col, 1994 y Graf y Wurgler, op. cit.)

Con el objeto de conocer los efectos indirectos de los agentes quimicos se
han implementado lineas y cruzas especiales para mostrar la capacidad de
deteccién de xenobidticos que requieren citocromo P450% para ser activados.

En fa cruza denominada de bioactivacién elevada (BE), se utilizan hembras
virgenes de la linea Oregon (OR(R); fir3 / TM3, Bd(S)) X machos mwh/mwh,
dando origen a larvas transheterocigotas OR(R); mwh fir* / mwh* i u OR(R);
mwh i / TM3, Bd(S).

En la prueba SMART se trata a las células de los discos imagales de las
larvas, que daran origen a las alas del adulto. Las alas del adulto estan formadas
por dos monocapas celulares, una dorsal y ofra ventral, El plano de division de las
celulas esta 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 acumulacion de
fibras de actina en un polo de la célula, el tricoma crece durante la metamorfosis y
posterior a ésta la célula muere y sélo es observable la presencia del pelo en la
superficie de las alas. De esta manera puede estabtecerse la relacidn directa entre
el nimero de tricomas o0 pelos en los distintos secteres de las alas y el nimero 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 sintesis de varias feromonas y hormonas,
requeridas por los insectos para su desarrollo normal y reproduccidn, eslas enzimas también son requenidas
para la sobrevivencia en condiciones adversas, ya gue contribuyen a la inactivacidn de compuestos téxicos
(metabolismo xenobidlico) (). Un efecto opuesto en el metabolismo xenobidlico. se manifiesta por la
activacion de compuestos promutdgenos o genotéxicos, (Braltsten, 1979 y Feyereisen, 1993 citados en
Senery col., 1996).
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Fig. 1.3 Diferentes eventos que conducen a la pérdida de heterocigosidad. (Graf, 1984)
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Fig. 14 a.- Fenotipo de mancha sencilla flama (donado por Institute of Toxicology, ETH & University
of Zurich, H. Frei, 1997)

Fig. 1.4 b.- Fenotipo de mancha sencilla mwh (donado por institute of Toxicology, £TH & University
of Zurich, H. Frei, 1997)
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Fig. 1.4 c.- Fenotipo de mancha gemela. (donado por Institute of Toxicalogy, ETH & University of
Zurich, H. Frei, 1997)




Lineas y marcadores.

Para realizar la prueba se utilizan tres lineas; mulliple wing hair (mwh/mwh),
flare (A/TM3, Bd(S)) y oregon (OR(R), i / TM3, Bd(S))

+ multiple wing hairs {mwh): Mutacidén recesiva localizada en el brazo derecho
del cromosoma 3 (3-0.3) Su expresion 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.

« flare {fr): Son tricomas malformados y cortos en forma de flama o roseta de
maiz, es una mutacién recesiva y esta localizada en el brazo derecho del
cromosoma 3 pero en una posicidn mas proximal que la anterior (3-38.8) Esta
mutacién 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. et. al., 1996)

« Serratia (Bd(S)). Para reconocer fenotipicamente a la linea, se uliliza este
marcador dominante, que se manifiesta como muescas en las alas, este
marcador en condiciones homocigoticas también es fetal. Se localiza en el
cromosoma 3 (3-82.5) (Ramos y col, op.cit.)

s Inversidén TM3: Como los marcadores A~y Bd(S) son letales en homocigosis,
la linea presenta un cromosoma balanceador con inversiones multiples (TM3)
que evita la recombinacion en meiosis y permite mantener la linea, la cual
estara formada por individuos heterocigdtos para los marcadores letales (Graf.
y col, 1996)

* oregén (OR(R)): La linea éregon fue construida por Frolich y Wirgler en 1989,
Esta linea acarrea el cromosoma 2 de la linea oregdn OR(R) resistente al DDT
{Dapkus y Morell, 1877 citado en Graf y van Schaik 1992 y Delgado Rodriguez
y col, 1995), este cromosoma a su vez acarrea la mutacidon dominante
Rsi{2)DDT ubicada en 2-65 la cua!l confiere no sdlo la resistencia al DOT e
insecticidas organofosféricos en iarvas y adultos, sino también el incremento
general en el metabolismo xenobidtico. (Lindsley y Zimm, 1892 citado en
Delgado Rodriguez y col, 1985) esta mutacion es responsable de incrementar
de manera constitutiva los niveles del citocromo P450% (Halstrém y Blanck,

6 Drosophila cuenta con enzimas de desintoxicacion similares a las contenidas en la fraccion $9 det higado
de mamiferos (Clark, 1982; Hallstrdm, 1982). Eslas enzimas son dependientes del cilocromo P450 y
participan activamenle en fa oxidacion y reduccién de promutagenos y en ei metabolismo de xenchidticos, en
particular en compuestos que lienen alomos de nitrdgenc en pesiciones estralégicas de la melécula como
aminas metiladas, aminas, nitrosoaminas, hidrazinas y aminas aromaticas. El gen CYPBA2, 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 B450-B1 de mamiferos (Graf com, per., 1997). Esta enzima estd presenie
invariablemenite en la linea resistente al insecticida (dregon} y en 1a linea sensible {fir). Se ha demostrado que
la expresion del gen es muy baja en el estado embrionario incrementandose progresivamente con el
desarrollo de |a tarva encontrandose un “pico” de expresion en el tercer estadio larval y en i estadoe de pupa,
baja su actividad en estade adulto. Una distribucion idéntica se encontré en la linea fir, solo que a un nivel
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1985 citado en Graf y van Schaik 1992 y Delgado Rodriguez y col, 1995)

Ei uso de marcadores en el mismo cromosoma permite discemnir la
ocurrencia de recombinacidén en la region delimitada por el marcador A7 y el
centrdmero o en la region entre los dos marcadares. Como resultado de eventos
de recombinacién pueden recobrarse manchas sencillas y gemelas, este tltimo
evento es resultado de la recombinacion en el intervale proximo al centrémere que
es acotado por el marcador fir’; (Fig. 1.3 d) mientras que las manchas sencillas
mwh indican recombinacién entre mwh y fi’. Por otra parte pueden obtenerse
manchas sencillas fir* o mwh por eventos como mulacion puntual, pérdida parcial
o total del cromosoma 3 y no-disyuncion (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 musculo estriado y grave deficiencia renai;
atrofia optica, edema bucofaringeo severo, conduccion neural, paralisis vy
paratesia; entre otros sintomas (Bourquia y col, 1988; Sir Hashim y col, 1992;
Lifshits y col, 1893; 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 afos de edad
que ingirid tinte para el cabello y que murid por congestidn generalizada.
{Abaunsa, com. per. 1998 }

Existen tres trabajos epidemioldgicos donde se sugiere cierto efecto
teratoldgico {(abortos esponténeos, hijos con retraso mental 0 con malformaciones
cardiacas), entre aquellas mujeres que durante su embarazo esluvieron en
contacto lahoral o como usuarias de los tintes para cabello (Roeleveld y col, 1993,
John y col, 1994 y Wison y col, 1998} Con respecto a los estudios
experimentales, Inoue M. v U. Murakami (1977), reportan efecto teratogénico,
malformaciones en el esqueleto de fetos, al aplicarles 2,5-diaminctoluenc
dihidrocloride (p-toluendiamina), a ratas prefiadas. Sin embargo Wemick y col, en
1975 y Bumett vy 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 epidemiolégicos.

Algunos estudios epidemioldgicos realizados en las dliimas dos décadas
han indicado que aquellas personas que tifien su cabello frecuentemente con

mas bajo. Por o que la resistencia al insecticida puede estar relacionada con la expresidn constitutiva del gen
CYP6AZ en 6regon (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 recombinacion en la region delimitada por el marcador fi y el
centromero o en la regién entre los dos marcadores. Como resultado de eventos
de recombinacién pueden recobrarse manchas sencillas y gemelas, este ultimo
evento es resuliado de la recombinacion en el intervalo proximo al centromero que
es acotado por el marcador fI; (Fig. 1.3 d) mientras gque las manchas sencillas
mwh indican recombinacién entre mwh y . Por otra parte pueden obtenerse
manchas sencillas fi’ 0 mwh por eventos como mutacién puntual, pérdida parcial
o total del cromosoma 3 y no-disyuncién {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 accidenizles y homicidios, en donde se
presentaron anorexia, necrosis del muasculo estriado y grave deficiencia renal;
atrofia oOptica, edema bucofaringeo severo, conduccidén neural, paralisis ¥y
paratesia; entre otros sintomas (Bourguia y col, 1988; Sir Hashim y col, 1892;
Lifshits y col, 1993; Yagi y col, 1996; Scod, 1996; Lahbabi y col, 1998) En México
se tiene registrado un solo caso de suicidio, una mujer entre 28 y 29 afios de edad
que ingirid tinte para el cabello y que murid por congestion generalizada.
{Abaunsa, com. per. 1998 )

Existen tres trabajos epidemioldégicos donde se sugiere cierto efecto
teratolégico (abortos espontaneos, 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 vy col, 1994 y Wison 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 prefiadas. Sin embargo Wemick 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 epidemiolagicos.

Algunos estudios epidemioldgicos realizados en las (ltimas dos décadas
han indicado que aquellas personas que tifien su cabello frecuentemente con

mas bajo. Por lo que Ja resistencia al insecticida puede eslar relacionada con la expresion constitutiva del gen
CYPBAZ en dregon {Sener y col, 1996)
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tintes permanentes, semipermanentes o temporales, o aquellas que tienen
exposicion laboral a éstos, podrian tener un incremento en el riesgo de contraer
ciertos tipos de cancer. En varios de los reportes se encontrd una asociacion dosis
respuesta estadisticamente significativa entre la frecuencia de aplicacion de los
tintes al afio, el tiempo que llevaba usandolo o el tipo de tinte; de tal manera Ggue
se encontraba mayor riesgo asaciado con los tintes permanentes que el asociado
a tintes semipermanentes o temporales. En algunos se encontré que las mujeres
que usaban colores negro, castafio y rojo tenian 2 o 4 veces incrementado el
riesgo de tener un diagndstico con algunos tipos de cancer que aquellas que
usaron colores ciaros. En algunos casos la asociacion estaba restringida a alguno
de los sexos, a un color, al tiempo de uso o incluso s6lo cuando estaba asociado
a otro factor como el habito de fumar.

En otros reportes no se encontrd ningun tipo de asociacién, entre el uso de
los tintes para cabello y el riesgo de contraer cualguier tipo de cancer o problema
de salud. A continuacion se presenta la .Tabla 2.1 con un resumen de estos
hallazgos.

Estudios sobre la penetracion por piel.

Durante la aplicacién normal de los tintes para cabello, el productio
permanece en la cabeza de 20 a 60 minutos y se enjuaga después, por lo que la
penetracion del tinte por el cuero cabelludo tendria que ser durante ese lapso de
tiernpo, después seria muy dificil, va que las raices del cabello que estanh en
contacto con la piel no tienen colorante {Burnett en 1987)

Los reportes de personas que después de aplicarse algun tinte, eliminen
por orina componentes de éstos, son muy limitados vy dificiles de confirmar, sin
embargo, existen trabajos experimentales que demuestran la penetracion de
algunos componentes de los tintes, después de la aplicacion tdpica 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 ia proporcion
de alguno de los componentes de los tintes, excretados por orina o heces.




Tipo de cancer

Incremento en el riesgo, estadisticamente
significativo,

Sin asociacion estadisticamente
significativa.

De vejiga y bajo
fracto urinario,

Najem y col. (1882} Asociado at habito de fumar.
Skov y col. {1990): Sélo en estilistas varones.
Skov Ty Lynge en (1994)

Howe y col. (1980)
Sullivan {1982}
Nomura y col. (1983)
Thun y col. (1994},

De l1as células de
la médula dsea o
mieloma maitiple

Zahm y col. (1992).

Brown y col. {1992).

Thun ycol. {1994).

Naticnal Institute of Health U.S. (1994)
Herrinton y col. {1994}

Grodstein. y col. (1994)
Colditz. (1994)

Del sisterna
linfatico o linfoma
de no-Hodgkin

| Cantor y col. (1988).

Blair y col. (1992},

Zahm y col. (1992).

Pearce y Bethwaite{1992).

Boffetta y col. (1994).

National Institutes of Health U.S. {1994)
Thun y col. {1994).

Skov y Lynge (1994).

Greinery col. (1995).

Holly y cotl. (1998}

Shibata y col. (1990)
Grodstein y cal. (1994)
Colditz {1994)

Varios tipos de

Cantor y col. (1988).

Shibata y col. (1990}

cutdneo maligno.

leucemia y Zahm y col. (1992). Grodstein y col. {1994}
preteucemia. Sandier y col, en 1993, En: NIHUS (1994). Colditz (1994}
National Institutes of Health, U.5. (1994}
Mele y col. {1994): Sdlo para los tonos oscuros.
De ovarios Tzonou . y cob. (1993).
Boffetta Y col. (1994).
National Institutes of Health, LL.S, (1994}
De glanduta Spitz y col. {1990); Sélo en mujeres.
salival
Sarcoma de | Hardell y col. (1987): En hombres con SIDA.
Kaposi
Sindrome Nagata. y col. (1999). Ido: Nagata, Y col. {1996}
mielodisplastico
De mama Kinlen y col. (1977): S6lo en mujeres fumadoras | Stavraky y col. (1979)
o ex fumadoras mayores de 50 afos. Nasca y col. (1892),
Shore y col. (1978} Sélo en mujeres mayores de [ Thun y col. {1994).
50 afios con mas de 10 afos de uso.
Koenig y col. (1991): Séko estilistas mujeres con
mas de 5 afios trabajando.
De boca Thun y col. (1994).
De pulmdn Thun y col. (1994).
Del cuellc de la Stavraky y col. (1979)
malriz y de Thun y col. (1994},
endomeétrio
Melanama Osterlind y col. {1888)

Tumar de Wilm

Qlshan y col, {1993)

Tabla 2.1 Resumen de hallazgos asociados o no al uso de tinles para cabello en relacion a
varios tipos de céncer.

15




Estudios experimentales.

Las aminas aromaticas y algunos de sus derivados con radicales nitro &
hidroxl, han sido ufilizadas durante muchos afios en los tintes para cabello. Sin
embargo los estudios experimentales para determinar la toxicidad de los tintes
para el cabello se iniciaron en 1966 (Burnett, 1987} involucrando diversas
pruebas, entre las cuales figuran la administracién 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, instituyd un programa para detectar, a través de diversos bioensayos, la
seguridad en el uso de los quimicos utilizados en la elaboracion de tintes para
cabello, entre otros.

En algunos frabajos (Bumett en 1977 y Bumett y Goldenthal, en 1988)
discuten la validez de los resultados obtenidos en otros trabajos, porque la forma
de aplicacién de los compuestos puros o las mezclas yfo las dosis usadas no
corresponden con la realidad. En otro trabajo Burnett y Corbett {1987) discuten la
correlacion 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 finfoma de raton y en ta prueba de transformacion, usando células de embrion
de hamster; y resultan negativos en los bioensayos, a largo ptazo, disefiados para
detectar la potencialidad que tienen las aminas aromaticas de producir cancer. En
contraste estin los trabajos de Cheung y col, (1996) y el de Kerckaert y col,
(1988) en donde demuestran que los estudios in vitro son muy Otiles para predecir
la potencia cancerigena de estos compuestos, e incluso en otros articulos se da
por hecho que algunas de las aminas aromaticas utilizadas en la elaboracién de
tintes son mutagénocs directos © promutadgenos y son utilizados como controles
positivos en pruebas de antimutagénesis. (Grover y Bala en 1993; Gichner vy col,
en 1994; Tanaka y col, 1996; Batiste-Alentor, 1995)
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Referencia Modelo | Mélodo Compuesto® | Resultados
Kiese et. al. en | Perros. | Se aplicaron de manera {PFD, MFDy | Se excretd por orina del 1 al 5% de estos
1968 Invivo | tdpica, durante tres PTD con y sin | compuestos, cuando se aplicé la base con agua
horas H202 y menos del 0.13% cuando se aplicd con
perdxido
Kiese y Humane | Se aplico tinte Mezcla Se encontro que la concentracion mas alta fue
Rauscheren $ In vive | pemmanente durante 40 | comercial que | entre las 5 y las 8 h después de la aplicacidn,
{1968) mirutos. Se colecic la | contenia recuperandose en arina cerca del 0.2 al 0.3% del
En: Burnett en orina de los voluntarios | PTD. PTD aplicado.
1987, durante 48h.
Hurby (1977} |Ratasy | Se aplicd de manera PTD marcado | Tanto en las ratas como en los perros, se elimind
En: Bumetten | perros. | tdpica, durante 30 con carbono | por orina cerca del 0.1 al 0.2% de |a dosis
1987, In vivo. | minutos a ratas 14, enun aplicadas. En las ratas, se encontré que del 5 al
rasuradas y durante 3 sistema de 10% permanecio en el sifio de aplicacidn, En los
horas a perros. oxidacién con | perros se encontrd que 105 niveles del compuesto
H202 en sangre, después de 6 h de la aplicacion fue
del orden de 0.02 ppm.
Stenbick y Ratones | Se aplicaron PFD disuelto |Liegaron a la conclusion de que el PFD es
col, en 1977, |y concentracionesde Sy | en acetona facilmente absorbido, se calcula que ® 4-6 mg
En: Bumnett en | conejos | 10% de manera tdpica, del tinte es absorbido por el cuero cabelludo
1987, In vivo. durante el proceso de aplitacidn in vivo.
Burnett Ratas. |Se aplicd de manera 2,4-DAA Se encontré que los niveles del compuesto en
{1978). Invivo | topica a un grupo de marcado con | sangre y en glandulas tircides fue entre 280 y
En: Bumnett en ratas rasuradas y por carbono 14 900 veces mas altos cuando se administro por
1987, via oral a otro grupo. Se via oral que cuando se aplicd tdpicamente. Se
mantuvieron durante 7 reporta gue cuando es aplicado de manera
dias, durante los cuales tépica, cerca del 90% del compuesto es
se colectaron heces y eliminado durante el champil que se aplicd una
orines, at final se les hora después del tinte y gue el 7% permanece en
sacrifico y se les realizd cuero cabelludo un mes después. Afladen que si
la autopsia. s@ suma la cantidad de compuesto colectada en
S orina, heces y la que permanece en el cadaver
del animal, después de 7 dias, indican una
absoreidn del 1.6 al 2%
Maiback Y Monos | Se aplicd de manera 2,4-DAA, El promedio de excrecion urinaria para f 2,4-D4A
Wolfram Rhesus |lépicay se comparéla | PFDy HC en el mono fue 0.02% y en el hombre 0.01%;
(1981), y penetracion por cuero Biue No. 1, para ot PFD la excrecidn en mono y hombre fue
En: Bumett humano {cabelludo en ambas marcados del 0.14% y para el HC Blue No. 1 fue 0.12% en
1987. s, especies, con carbono | mono y 0.09% en hombre. La cantidad de tinte
In vivo 14. retenido por el cabello es cerca de 3 a 4 ordenes
de magnitud mas grande que la penetracién por
cuerd cabsllude.
Jouhar en Monos | Son revisados algunos | Mezclas indica que los experimenlos realizadas con
1982. Rhesus | estudios de absorcién comerciales. fmonos Rhesus, son un excelente modelo para
y por piel de los lintes estudiar la adsorcién en humanos.
Humano | para ¢abello en
$ animales de laboratorio
Revisién | y humanes, bajo

condiciones de tenido
normal.

Tabla 2.2. En esta tabla se muestran algunos de los trabajos realizados sobre la penetracién por
piel de los tintes o componentes de éstos, con diferentes modelos.
*Abreviaturas: p-fenilendiamina (PFD), m-fenilendiamina (MFD) y p-tofuendiamina (PTD), 2.4-

diminoasol

(4-metoxi-m-fenilendiamina)(2,4-DAA),

fenilendiamina (HC Blue No_ 1).

y N4 ,N4-bis-{2-hidroxietil)-N'-metil-2-nitro-p-




Tabla 2.3. Mezclas comerciales.
. RESULTADOS POSITIVOS: Con efecto mutagénico y/o cancerigeno.

aclivador metabdlico
de mamifero 59.

tratadas con H,0,

Prueba Modelo y ensayo: Compuesios Respuesta Referencia
experimental probados: -
Sistemas Prueba de Varias marcas de Sa reporta que el 89% de los tintes Ames y col.,
bacterianos: | Salmonelfa tintes permanentes, | comerdiales oxidados provecaron {1975}, citados
typhimuriurn his' mutaciones. en Stenback y
colaboradores,
1977,
Salmonella Cusatre formulas Se encontro que e 2,7- Watanabe T. y
typhimuriym TAS8, comerciales de diaminofenacina (producto oxigade del { colabaradores en
en presencia y tintes para cabello | MPD) resultd altamente mutagénico. 1990
ausencia del permanentes,

Deos lineas de
Saimonelia
typhimurium.

12 marcas de tintes
para cabello, en
tonas que van de
fes castafios
medios a bscures

23 de los 40 productos examinados
produjeron mutaciones en una o en
ambas de las lineas de Salmonefla
typhimurium usadas.

Ferguson y
colaboradores en
1990

11 RESULTADOS NEGAT

IVOS: No tienen efecto cancerigeno o mutagénico.

Prueba

Modele y ensayo: Compuestos Respuesta Respuesta
experimental probadas:
Ensayos a Ratones "Swiss S {ormutas de tintes | Ninguna de las mezclas afectd 1a Burnett y col,
large plazo Webster”, Linea que | permanentes supervivencia, ni hubo indicio de efecto | (1980)
con detecta oxdados con H,0, | cancerigeno estadisticamente
mamiferos. hemanginoma de al 6% en significativo.
Aplicacion higado, adenoma de | proporcion 1:1y 3
Tapica. pulmoén, y linfoma formulas de tintes

maligno. del tipo

semipermanenies,
aplicadas sin diluir.

Cultivo de Con la prueba de 13 tintes para Los resultadas mestraron que ninguno | Wang y col, en
células en micronydleos en cabello comerciales |de los 13 induje mutaciones en la | 1991
mamiferos: méduta de raldn in hechos en China. prueba de microntcleos.

Vive

Intercambio de Tintes permanenies | La prueba SCE no detectd efecio Sardas y col, en

cromatidas hermanas § (Peinadoras mutagénico en los finfocitos de los 1997

{SCE) en linfocitos profesionales sujetos expuestas. En el ensayo

circutantes humanos, | expuestas a...) cometa tampoce se encontrd diferencia

Ensayo comela en entre controles y sujetos expuestos.

lejidos humanos.
Sistemas Salmonella 13 tintes para Los resultados mostraron que ninguno | Wang y col, en
bactenanos. | fyphimurium TA98y | cabello comerciales | de los 13 indujeron mutaciones en la 1991

TA10( con y sin hechos en China, | prueba de Ames con y sin activacion,

activacidn (5-9)

Satmonaiia Tintes permanentes | No se encontrd una clara diferencia en | Sardas y col, en

typhimurium TAS8 en | (Peinadoras la actividad mutagénica de los sujelos | 1997

muestras de orina profesionales expuestos con respecto a los controles.

humana. expuestas a...}

Tabla 2.3 bis. Compuestos puros y formu
. RESULTADOS POSITIVOS: Con efecto mutagénico y/o cancerigeno

las prototipo.

Pryeba Modelo y ensayo: Compuestos Respuesta Referencia:
experimental probados: *
Ensayos a large | Ratas hembras. PFD oxidado Incrementa el desarrollo de tumores Dos trabajos
plazo con Prueba para cancerigenos de glandula mamaria. publicados en
mamiferos, delectar potendial 1986 por
Aplicacion topica | cancerigeno Rojanapo y col,
{Citados en
Bumett v
Goldenthal, en
1988)

Cultiva de células | Hamster chino 2,4-DAA; 2-N-p- | Causaron aberraciones en los Venitt ¥ col,

en mamiferos: {células de PDA: 4-N-o-PDA; | cromosornas y cromitidas (1875); Kirkland y
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embridn} MFD y PFD. Venitt {1976) y
Benedict (1976).
citados en
Bumett 1977

Ensayo del linfoma | 2,4-DAA; 4-A-2. | Resultados positivos Palmer y col,

de ratdn, utilizands | NF; 2-N-p-PDA: {1876) citado en

como marcador el | 4-N-0-PDA; MFD Burnett 1977

locus LE178Y
{timidin cinasa)

vy PFD.

Una prueba de

Benzoaminas

Todos los compuestos indujeron

Chung y col, en

ditotaxicidad con {(anilina, OFD y abermraciones cromosémicas mostrande | 1996
células de ovarip PFD) y sus un incremento dosis respuesta. El
de hamster chino derrvados nitro grupo nitro no afectd la potencia
(CHO-K1) (PNA; 2-N-p~ citotoxica.
PDA; 3-N-0-PDA
y 4-N-0-PDA}
Ensayo de 2-a-4-NT; MTD; |[2-a-4-NT, MTD, 2,4-DNT, OAH, OTD, | Kerckaert y col,
transformacion de | 2,4-DNT; OAH; | son cancerigenos en roedores y en 1928
células de embrin | OTD; 2.6-DAT; | produjeron transformacion morfolégica
de hamster sirio, 2.4-0MOA; 4-N- | significativa.
o-PDA; PED-d y | 2.6.DAT, 2,4-OMOA, 4-N-0-PDA,
HC Blue 2. PFO-d y HC Blue No. 2. s& reportan
comg ne cancerigenas en roedores y
ninguno tuvo efecto, en ninguna de las
dosis probadas.
Sistemas Salmonella PFD; OFD; 2-N- | Son mutagénicos. Ames y col,
bacterianos: typhimurium p-PDA; 4-N-g- (1975); Searle y
Ensayos sobre TA1538 con y sin PDA; MFD, 2,4- col, {1975);
mulagénesis activacion * | DAA; 2,5-DAA; 2- Veniitl y Searle,
metabdlica A-4-NF; 2-A-5- {1978}, citados
NF; 4-A-2-NF y en Wild y col,
PTD (1980}
Salmonella 20 derivados del | Los derivados nitro- con suslituciones | Shahin (1994)
typhimurium. en PFD en el CB6 {ueron los mas mulagénicos.
presencia y en En todos los casos los compuestos
ausendcia de fueron mds mutagénicos al ser
Aroclor 1254, activados. Los derivados metox, fluor y
inductor de la doro fueron mutagénicos aun sin
fraceién 59 de activacién. Algunos derivados na
higado de 1ata resullaron mutagénicos.
Salmonella Benzoaminas Las benzaminas son promutégenos. La | Chung y col, en
typhimurivm lineas | (anilina, QFD y adicién del grupo nitro las convierte en [ 1995,
TASBy TA100 y PFD)}y sus mutagenos directos. La posicion del
sus mutanies derivados nitro grupe nitre afecta la actividad
deficientes en (PNA; 2-N.p- mutagénica.
nitroreductasa, PDA; 3-N-0o-PDA
TAQSNR y y 4:N-0-PDA),
TAI00NR en
presencia y
ausencia de 59.
Sistemas Inducsian de OFD: MFD y Dan por hecho que ¢l OFD, MFD y Gichner y ¢al,
vegetales, mutacion somalica | PFD. PFD son promutigenos con potencia {1994)
Ensaycs scbre en el clon 4430 de mutagénica de 5.6, 1.43y 0.46
anlimutagénesis | Tradascantia raspeclivamente
Drosophila Tres pruebas de 5 quimicos, entre | Ef PFD-d resultd positivo &n 1as tres Batiste-Alentorn y
melanogaster recombinacion y ellos el 4.-N-o- pruebas, el 4-N-0-PDA resulld positivo | col, {1985)
bioensayos a mutacion PDA y ¢l PFD-d, {sblo en la prueba de los ojos zeste-
corto plazo. somaticas while.

{SMART). La del
ala. y las de los
ojos zesta-white y
white-ivory.
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Il. RESULTADOS NEGATIVOS: No tienen efeclo cancerigeno o mutagénico.

Prueba Agplicacion Modelo y ensaya; Compuestos Respuesta Referencia:
expenmental probados:* N
Ensayos a Topica Ratones Varias formulas | No sé encontrd evidencia de induscion de | Bumett y cok,
largo plazo prototipo que tumores cancerosos. {19875), Citada en
con contienen PFD; Bumnett y
mamiferos., PTD: Goldenthal, 1988

resorcinol;

MFD; MTD y

2.4-DAA.

Ralones y conejos. PFD y 4-A-2- No se encantré evdencia de induccion de | Stenback y col,

NF., tumores canceroses (1977} En: Bumet!
y_Goldenthal, 1988

Ratas, Spafgue- 6 farmula En el estudio de reproducaon no se Bumetl y
Dawloy. Estudio de pratotipos de encontraron efectos adverses en la Goeldenthal, en
reproduccién y colorantes fertilidad, gestacion o lactancia. En la fase | 1988
prueba para detectar | permanentes. | de potenciat cancerigeno se encontré
potencial con PFD: PTE:; | vanagion significativa, entre los tumores
cancerigens. PAF:. que pcurren con més frecuendia en esta

Resorcinol; linea de ratas.

MAF: 1-nafiol;

2-A-4-NF; 4-

CR: PADFAH y

NMPAS. Las

formulas se

mezclaron can
H,0, 2l 6% en

proporciin 1:1.
En la dieta Ratas y ratones. PFD yotras Ne se encontrd evidencia de que ¢ El tnstituto
aminas material usade en la etaboracién de tintes | Nacional del
aromatcas an permanentes cause cancer de glandula Cdancer en 1979.
dosis maximas | mamaria. {Citado en Burnett
toleradas. y Gotdenthal.
1988).
{ntraperioneal. Prueba de letales PFD; OFD; 2+ } No se encontrd evidencia de |3 expresidn Bumett y col, 1877

gominantes cn ratas | N-p-PDA; 4-N- | del letal dominante. Por lo que sa conduye
da la linea Charles 0-PDA; MFD; que lgs compueslas no producen dafic
River CD. Se utiliza 2.4.DAA; 2.5 CreMosomico.

para detectar daflos | DAA; 2-A-4-NF,
cromosomicas. 2-A-5NF; 4-A-
2-NF y PTD.

Tabla 2.3y 2.3 bis.

En estas tablas se presenta un resumen de la revision de diferentes trabajos en los que han sido
prabados, por varias invesligadores, en bioensayos con mamiferos, bacterias, cultivos de células,
etc.; la posible toxicidad crénica, la capacidad de inducir mutaciones y el polencial cancerigeno de
las mezclas comerciakes, o formulas prototipo, de tintes permanentes y semipermanentes; asi como
de sus componentes purificados,

*Abreviaturas: o-fenilendiamina {OFD); m-fenilendiamina (MFD); p-fenilendiamina {(PFD); p-fenilendiamina
dihidrocloride {PFD-d); 4-metoxi-m-fenilendiamina (2,4-diaminoanisole, 2,4-DAA); 2 5-diamincaniscle {2,5-
DAAY; 2-nitro-p-fenilendiamina (2-N-p-PDA); 3-nitro-c-fenilendiamina (3-N-0-PDAY}; 4-nitro-o-fenilendiamina (4-
N-o-PDA); m-amindfeno! (MAF); p-aminocfenol (PAF); 4-aming-2-nitrofenc! (4-A-2-NF); 2-amine-4-nitrophenol
{2-A-4-NF); 2-aminc-5-nitrofenol (2-A-5-NF); 2-amino-4-nitrotoluene { 2-a-4-NT), m-toluendiamida (MTD); p-
toluendiamida (PTD); 2.4-dinitrotoluene (2,4-DNT); o-anisidine hidrocloride (QAH); o-toluidine {OTD); 2,6-
diaminotoluene (2.6-DAT); 2.4-dimetoxianilina hidrocloride {2,4-DMOAY; N', N4.N“-tn’s{Z-hidroxielil)-‘z-nilo-p-
fenitendiamina {HC Blue No. 2}, p-nitroanilina (PNA);, 4-clororesorcingl (4-CR), p-aminodifenilamina
hidrocloridro {(PADFAH) y N-metil-p-aminofenol sulfato (NMPAS),




3.-JUSTIFICACION.

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

Por la controversia detectada sobre su genotoxicidad resultd importante
valorar ta genotoxicidad de la PFD (99% de pureza) oxidada con perdxido de
hidrégenc y sin oxidar, utilizando la prueba del ala de SMART.

Se ha repartado en bicensayos a corto plazo que este compuesto sin oxidar ylo
oxidado es promutagenag.

La determinacién del efecto genotéxico con el p-fenilendiamina es
necesaria ya que es un compuesto probado sélo por la cruza estandar (Batiste-
Alentorn} con Drosophila melanogaster. Pero si resultara positivo para ambas
cruzas se podria proponer un estudic mas profundo con otras dosis y con otros
compaonentes de los tintes para el cabello.

Por lo anterior se proponen los siguientes objetivos:

4.-OBJETIVOS.

1.- Determinar el efecto genotoxico del p-fenilendiamina puro, sin oxidar y oxidado
en Drosophila melanogaster mediante la prueba de mutacién y recombinacion
somatica en el ala.

2.- Comparar en las cruzas estdndar y bioactivacidn elevada, los niveles de
genotoxicidad del compuesto sin exidar y oxidado.

5.-MATERIALES Y METODOS.

Material biolégico.

Se utilizaron las lineas: mwh/mwh a la que se llamoé mwh, 17/TM3,Bd(S) o flare
y OR(R); n*/TM3,Bd(S) denominada Oregon, las cuales fueron amabiemente
donadas por |a Dra. Patricia Ramos de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

Se utilizaron larvas transheterocigotas de 72 h (tercer estadio) (Fig. 5.1y 5.2)
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cruzas se podria proponer un estudio mas profundo con otras dosis y con otros
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4.-OBJETIVOS.

1.- Determinar el efecto genotéxico del p-fenilendiamina puro, sin oxidar y oxidado
en Drosophifa melanogaster mediante la prueba de mutacién y recombinacién
somatica en el ala.

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

5.-MATERIALES Y METODOS.
Material biologico.
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donadas por la Dra. Patricia Ramos de la Facultad de Ciencias de la UNAM.
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de las siguientes cruzas:
Estandar: Hembras virgenes fi#fTM3,Bd(S) X machos mwh/mwh vy
Bioactivacion Elevada: Hembras virgenes ORR/ORR; #/TM3,Bd(5) X machos
mwh/mwh
Se utilizaron larvas de esta edad, debido a que en esta etapa las larvas
presentan un desarrollo celular 6ptimo (proliferacion celular) y es el momento en
que los niveles de citocromo P450 estan en sus niveles mas altos. (Graf, com. per.
1995)

Soluciones,

Las soluciones se prepararon de acuerdo con lo reportado por Bumett v
colaboradores (1877) quienes calcularon que los humanos se exponen
mensualmente 40 mg/Kg. o menos del PED, por cada 2g del tinte.

El p-fenilendiamina (PFD), (CAS No. 106-50-3) fue generosamente

donado por L'Oréal de México, y fue diluido en una seclucién de alcohol al 1.2%.
Se prepard una solucion madre de PFD 10mM (27 mg de PPD aforado a 25 ml
de alcohol al 1.2%), ésta se dividio en dos partes a las que llamamos A y B.
La solucion A contenia 13 ml de la solucidn madre vy se utilizé para preparar las
concentraciones no oxidadas del PFD. La solucion A se diluyé en agua
desionizada (filtro Barntead/Thermoline) y las concentraciones usadas fueron:
0.001, 0.1 y 10.0 pM.

L.a solucién B contenia 12 ml de la solucion madre mas 12 ml de perdxido
de hidrogeno al 6%® con lo que se obtuvieron las concentraciones oxidadas del
PFD. La solucion B se diluyd igualmente en agua desionizada y las
concentraciones de la solucion oxidada utilizadas fueron fas mismas que para la
solucion no oxidada: 0.001, 0.1 y 10.0 pM.

Testigos.

Se utilizé el solvente alcohol al 1.2% como testigo negativo.

Ambas cruzas fueron validadas con dos testigos, el promutdgenc
Dimetilnitrosamina (0.625 mM) y agua desionizada para verificar que las cruzas
respondieran a los tratamientos.

La solucion de perdxido de hidrégeno al 6% o menocs no se utilizé como
testigo, porque todos los organismos morian por quemadura generalizada y
desecacion,

7 Alconut al 2% 6.3 m! e alcokcl ansohid IReprequifin reactvo analiico TAS 64-17-5 Cat 20130 Lote
ASTE-Chaloradn 2 30 00l Jom yLa DesilaZedin (s HarnieadiThermohne)

© Pardxido de nidedgens &l 6% 18 ms de pardnius de kidrogena al 30% (Sigma de Mexico No.59 lote 1090z
Fid. 34 G2 densidac 1 11) alorandio a 50 ml con agua desiomzada
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Procedimiento.

1.- Se obtuvieron machos de la linea mwh y hembras virgenes de las lineas flare y
Oregon, utilizando el criterio de edad; éstas Ultimas 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 proporcion 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 contenian una capa soporte de grenetina al 10 % y una capa superior
de levadura fresca (La Florida) activada con agua y azucar, en bafic Maria a 40°C
3.- Para colectar las larvas transheterocigotas de 72 +4 h de edad se agrego a los
frascos agua a 25°C para disolver la levadura y se vacid 2 una coladera de
pequefia abertura. Se les agregd el agua suficiente hasta que quedaron
completamente libres de levadura.

4.- Los diferentes soluciones se adicionaron en alicuotas de 2 ml portuboen S g
de medio instantaneo Carolina{lnstant Drosophifa medium; carolina biological
supply company; Burington, North Carolina 27215;Gtadstone, Oregon 97027)
para Drosophila melanogaster.

5.- Las larvas se colocaron en los tubos de cada tratamiento y controles, después
de esc se colocaron en estufas a 25°C para continuar con su desarrollo.

6.- Las farvas se sometieron a un tratamiento cronico, esto quiere decir que las
larvas ingirieron los compuestos durante 48 h (Ver tabla 1.2)

7.- Todo io anterior se realizd por ftriplicado y en tres experimentos
independientes.

Fijacién y elaboracién 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 entomoldYicas v se colocaron en un portaobjetos con
solucién de Faure’s (30 g goma arabiga, 20 m! de glicerol, 50 g de hidrato de
cloral y 50 ml de agua) Se colocaron, protegiéndolas del polvo, en una plancha a
40°C durante 24 h; después de esto se les afiadio 2 gotas de la solucion de
Faure’s; y se cubrieron con un cubreobjetos del No.1 colocandoseles encima 3
pesas de B3 g cada una, las preparaciones permanecieron en la plancha por 24 h
mas.

Registro de datos y criterios de lectura.

1.- Se analizaron las alas (tanto la superficie dorsal como ventral) con un
microscopio dptico a 400X.

2.- Se registraron, en formatos disefiados para ese fin, el seclor del ala donde se
encontrd la mancha (los sectores o areas se definen aprovechando el patrdn
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Fig. 5.1 CiCLO DE VIDA DE Drosophifa melanogaster

’ Fig.5.2 Dimorfismo sexual de Drosophiia melanogaster (Carolina Biclogycal supply company)



natural de venas del ala, (Figura 5.3) y el tamafio y tipo de ésta. (Graf y col, 1984)

Es importante registrar el tamafio de las manchas recobradas ya que
tedricamente esie refleja el numero de divisiones celulares® que ocurrieron
después de la induccion 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. Tamhién puede indicamos si existe algun
problema con la mitosis o si ccurrid muerte celular, en estos casos el tamaiio de
las manchas registradas serian menores a lo esperado (Graf, U y col, 1984)

La mutacion mwh tiene expresividad variable, por lo que es posible
encontrar celulas que forman 2, 3 6 mas tricomas. Sin embarge solo se
consideraron en el registro aquellas que presentaron tres o mas ya gque se ha
demostrado que las células con dos tricomas ocurren con frecuencia en larvas
transheterocigotas no tratadas. Por convencion se considera que dos manchas
son independientes cuando se separan entre si por 3 o mas hileras de células
normales (Graf, U y col, 1984)

6.- Hipotesis y estadistica.

El método estadistico utilizado en este trabajo fue el presentado por Frei y

Wiirgler {1988) el cual hace posible decidir si los datos de las pruebas de células
somatica en Drosophifa indican un resultado positivo, débil positivo, negativo o
inconcluso.
Para este fin se combinan dos pruebas estadisticas: Una prueba contra la
hipdtesis nula (H,); ésta asume que el tratamiento experimental no incrementa la
frecuencia de la expresidn de los marcadores ocurridos de manera espontanea en
el control; y una prueba contra la hipdtesis alternativa (H,); que asume a priori
gue un tratamiento determinado incrementa la frecuencia espontanea por un
cierto multiplo (p) de la frecuencia obtenida en el control. Rechazar la H, establece
que la frecuencia de dafo 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 mutacion espontanea, por lo que el riesgo se establece en términos de
un cierto nimero, multiplo de la frecuencia de mutacion espontanea (p)'°. (Frei y
Wirgler,1995)

Para el analisis estadistico se utilizd el programa estadistico SMART PC-
version 2.1 realizado por Frei y Wirgler en 1988, el cual se basa en la prueba no
paramétrica de x*. El nivel de ensayo se fija en «=0.05.

€11 un RLMErg 5 :
o Sigue. 1,7 144 3115, 1737 ¢ e G 343
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El método estadistico utilizado en este trabajo fue el presentado por Frei y

Wiirgler (1988) el cual hace posible decidir si los datos de las pruebas de céiulas
somatica en Drosophila indican un resultado positive, débil positive, negativo o
inconcluso.
Para este fin se combinan dos pruebas estadisticas: Una prueba contra la
hipotesis nula (H,}), ésta asume que el tratamiento experimental no incrementa la
frecuencia de la expresion de los marcadores ocurridos de manera espontanea en
el control; y una prueba contra la hipotesis alternativa (H,); que asume a priori
que un tratamiento determinado incrementa la frecuencia espontanea por un
cierto multiplo (p) de la frecuencia obtenida en el control. Rechazar la H, establece
que la frecuencia de dafo en los lotes experimentales permanece relativamente
bajo, a un nive! 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 mutacién espontanea, por lo que el riesgo se establece en términos de
un cierto numero, maltiplo de la frecuencia de mutacion espontanea (p)'°. (Frei y
Wiurgler,1995)

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa estadistico SMART PC-
versidn 2.1 realizado por Frei y Wirgler en 1988, el cual se basa en la prueba no
paramétrica de x* . El nivel de ensayo se fija en a=0.05.
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Fig. 5.3 Medio mesotorax de Drosophila mostrando |a forma en la que se divide el ala para el
registro de las manchas (tomade de Garcia - Bellido y Merriam 1971).




En el analisis estadistico las manchas pequefias (1 o 2 células) se
consideran de manera independiente de las manchas grandes (3 células o mas),
asi como de las gemelas. Para asighar resultados significativos, se escoge de
manera empirica un factor de multiplicacion {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 Wirgler,1995)

El diagnéstico estadistico generado por este programa puede ser cualquiera de

los siguientes:

1. Que se acepte la hipotesis nula (H,) y se rechace |a hipdtesis alternativa (H,):
negativo.

2. Que se acepte la H, y se rechace la H, : positivo.

3. Que se acepte H, cuando H, es verdadera (Es decir, que el resultado quede
muy cerca del area de rechazo}: Débil positivo.

4. Que no se rechace H, o H, cuando sea falsa, o que se acepte H, 0 H, cuando
sea verdadera (Este resultado se presenta cuando el tamafo de la muestra es
muy pequefno); Inconclusive.

De acuerdo con Frei y Wiirgler (1995) para obtener diagndstico confiable deben

registrarse un minimo de 110 alas. {55 individuos / tratamiento)

7.- RESULTADOS Y ANALISIS.

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

Las diferentes concentraciones del PFD, oxidade y sin oxidar, fueron
probadas en ambas cruzas de manera simultanea en tres ensayos
independientes. No se cbservaron 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 encontrd lo siguiente:

PFD-Oxidado.

En la CBE (Fig. 7.1 y Tabla 7.1 d) las concentraciones 0.00% y 10.0 uM
resultaron débilmente positivas para las manchas pequefas; en las tres
concentraciones se encontraron resultados negativos para las grandes y fotales e
inconclusas para las gemelas. El hecho de que solo las pequefias resultaran
positivas, nos podria indicar que el dafio se dic tardiamente por lo que el
metabolito, seria el que tendria el efecto genotdxico; o pueden ser causadas por
clones con aneuploidias parciales o con baja capacidad de proliferacién. Lo que
concuerda con lo propuesto por Venitt y col, 1975; Kirkland y Venitt, 1976 y
Benedit, 1976; todos estos citados por Burnett, 1878 y Chung y col, 1996; quienes
reportan que el PFD es genotoxico (Tabla 2.2 y 2.3 bis).

En la Fig. 7.2 se observa en la concentracién 10.0 uM un incremento en la
proporcion de clones de una sola célula en relacidn a los otros clones; lo cual se
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Tabla. 7.1 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DEL ALA DE DROSOFPHILA (SMART)

Frecuencia de manchas o clones por mosca { Numero de Frecuencia de clenes en
manchas por mosca) Diagnoéstico estadistico* divisién x 107
Concentracién | Numero | Manchas Manchas Manchas Manchas Manchas | Media del [ Ciclos de Correccion
del compuesto | de sencillas (1-2 | grandes (>2 | gemelas totales con clones | nimero de | division con ¢l
en pM moscas | células) células) mwh ciclos observados. | control
celulares.

m=2.00 m=5.00 ‘m=5.00 m=2.00

Cruza: Ilembras fIr3TM3,BA(S) ¥ machos mwl/mwh. (Estindar)
a) p-fenilendiamina

Testigo alcohol ]88 0.62(355) 0.1Z2(11) [0.05(4) [06.80(70) 61 2.13 338
1.2%

0.001 37 0.59(22)- |0.16(6)- |0.03{1}- [078(2%- |35 162 78 0.1
0.1 43 0.80(36)- |O16( 7)- |0.09( 4)i jiL.04{47)- [44 1.98 a0 1.2
0.0 12 0.69(22)- |0.06( 5y- (003( 1)1 |087(28)- |24 1.87 30 0.2
b) p-fenilendiamina + H,0; al 6% 1:1

[0.001 335 077 (27} - |0.09( 3)- |0.06{ 2)i |[091(32)- |31 1.68 36 0.8
0.1 EX] 047(16)- |006¢ 2)- |0.03({ 1)- |0.56(1N- |13 136 1.6 13
10.0 48 0.60 (29)- J0.047 2)- |0.02T 1)- |0.67(32)- |32 1.66 2.7 0.1

Cruza: Hembras ORR/ORR 1r3/TM3,Bd(S) ¥ machos nowh/mwir. (Bioactivacion clevada)
¢) p-fenilendiamina

Testigo alcohol |77 0.77(59) 0.16(12) [001( 1) 0.94(72) 62 1.79 3.3

1.2%

0.001 74 0.59 (44) - 0.8 (13)- 10.04( 3)1 {081(60)- 59 1.78 33 0.0
0.1 3 0.80(53)- |O18(12)- {0.06( 4)i |1.05{069)- 66 1.92 4.1 0.8
10.0 14 061(27)- [0.16({ 7)- |0.00( 0yi |077(34)- |33 154 3] 02
d) p-fenilendiamina + H20, al 6% 1:1

0.001 74 086{6d)yw |014(010)- |0.0L{ )i [1.01(75)- 72 1.78 4.0 0.7
0.1 60 0.82(49) - Q17(10)- |0.03( 2)1 |1.02(61)- 54 2.00 17 0.4
10.0 64 095(6L)yw 014 ( 9)- ]0.05( 3 1.1 (73)- 59 1.49 38 0.5

Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wilergler (Mut. Res., 203 (1988) 287-308) : donde:
+ = positivo; - = negativo; w = débil positivo; i = no concluyente. m = factor de multiplicacién.
Nivel de probabilidad: a = B = 0.05. (Prueba estadistica de una sola cola)



podria explicar con lo anteriormente expuesto.

Estos resultados concuerdan con Rojanapo y col (1986) citado por Burnett;
Goldenthal (1988) y Chung y col (1996) quienes reportaron que el compuesto
oxidado es genotdxico. Y con Ames y col (1875); Searle y col (1975); Venitt y
Searle (1976) citados en Wild y col (1880) quienes coinciden que el PFD es
promutageno. Asi como con Gichner vy col {19984) lo define como promutageno
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 concentracion 0.001 pM
En las dos ultimas concentraciones se observan frecuencias incluso menores que
las del testigo para todos los grupos de manchas.

En cuanto a la distribucion de namero de celulas por clon mwh, para la
concentracién 10.0 pM se observa un nimero de manchas pequeiias mas bajo
con respecto al testigo, extendiéndose hacia la derecha la distribucion de clones
mwh (Fig. 7.4 y Tabla 7.1 b)

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

PFD-Sin oxidar.

Las concentraciones utilizadas del PFD-sin oxidar resultaron no
genotodxicas, en ambas cruzas y para todas las categorias de manchas (Fig.7.5 y
Tabla 7.1 a y ¢) Las manchas gemelas resultaron inconclusas en ambas cruzas.
En ambas cruzas se tuvo el mismo comportamiento, excepto para la
concentracion mas alta (10.0 uM.)

En la CBE disminuyen las frecuencias en manchas pequefias y totales, en
las concentraciones 0.001 y 10.0 ¢M, incluso por debajo de los testigos. El caso
de la concentracion 10.0 pM merece atencién especial debido a que disminuyeron
las frecuencias, asj como también la sobrevivencia (44 moscas, Tabla 7.1 ¢) En
esta concentracion (10.0 pM) en la CBE con el PFD-sin oxidar (Fig.7.6)
disminuyeron las frecuencias de los clones mwh con respecto a los otros
tratamientos y el testigo. Ademas la distribucién 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 concentracion, tuviera un efecto toxico (disminuyd la
sobrevivencia y la frecuencia de manchas). Las moscas que sobrevivieron
pudieran ser resistentes y el hecho de que la distribucion de clones mwh tienda a
la derecha se deba a gque el dafio se dio de manera temprana. Por lo que podria
tratarse de un falso negativeo.

En la CE, se encuentra un ligero incremento, no significativo
estadisticamente, en las manchas pequefias y totales para la concentracion de
0.1uM (Fig. 7.7) En la Figura 7.8 se observa un aumento en el nimero de clones
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Fig. 7.3 Cruza estandar con PDF-oxidado por tipo de mancha.
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Fig. 7.5 Cruza bioactivacidn elevada con PFD por tipo de

mancha.
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Fig. 7.7 Cruza estandar con PFD por tipo de mancha.
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de celulas pequefas y en la concentracion 10.0 uM !a distribucién de los clones
tiende hacia ia derecha. Ademas en el clon de 33 -64 células hay 3 veces mas
individuos con respecto al testigo.

El dnico 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 Udnicamente la cruza estandar y el compuesto sin oxidar) obtuvieron
resuftados positivos. Las concentraciones que usaron fueron mucho mas altas y (1
y 2 mM.} que las utilizadas en este trabajo, la dosis es 10 mil veces mas alta que
la reportada por Bumnett a la que estdn expuestos los usuarios. Nosotros
calculamos la dosis basandonos en Burnett (1877) (40 mg/Kg ), quien menciona
gque otros trabajos resultaron positivos porque los investigadores utilizaron en un
solo ensayo concentraciones notablemente mas altas que las que contienen los
tintes (Goldenthal, 1988)

8.- CONCLUSIONES.

Por io 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 genotdxicos, aun considerando que las larvas estuvieron
expuestas cronicamente al compuesto por 48 horas.

En la concentracion 0.001 uM del PFD-oxidade 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 distribucion de clones mwh
por mosca son practicamente 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 CBE y PFD-oxidado en que resultd débilmente positivo se sugiere
realizar pruebas estadisticas paramétricas y no paramétricas mas finas para
determinar si las diferencias que se observan en SMART y que no resultaron
significativas o no para esta prueba, son consistentes.

La concentracion de 10.0 uM resultd la mas interesante en todos los
tratamientos, lo que sugiere que si se incrementara {a concentracién se podrian
observar resultados positives; sin embargo no 1o consideramos adecuado, ya que
las concentraciones utilizadas corresponden a lo que un ser humano se aplicaria
al momento de tedirse, por lo que seria alejarse de la exposicion real.
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