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EVALUACION DEL EFECTO GENOTOXICO DE ORTOFENILENEDIAMINA EN Drosophila
melanogaster UTILIZANDC LA PRUEBA SMART EN CRUZAS E Y BE

RESUMEN

La orlofentenediamina {OFD) en una amina aromatica utilizada como coloranle intermediario
en ios lintes permanentes para cabello. Estudios epidemiologicos muestran una importante relacidn
entre el uso de tintes y el desamollo de diferentes tipos de céncer. Asl mismo, estudios
experimentales han demostrado la penetracién por piel de algunos componentes de los tintes. Sin
embargo, en bioensayos a corto y a largo plazo, se han encontrado resultados contradictorios para
esle compuesto. Para contribuir con informacién sobre el efecto genotdxico positivo o negativo de
esta amina, se aplicd la Prueba de Mutacidn y Recombinacion Soméatica SMART en ala de D.
melanogaster. Se probaron tres concentraciones oxidadas 1:1 con Ha0z al 6% (o) y sin oxidar (s/o)
(OFD 0.6, 1.0 y 20 uM), empleando las cruzas Estandar (E) y Bioactivacion Elevada (BE) da
manera simultanea en lres ensayos independientes con tres repeliciones cada uno. Las
concentraciones de 0.6, 1.0 y 2.0uM de OFD{s/o} utilizadas en la cruza E, resullaron no genotdxicas
para lodas las calegorias de manchas. Se enconfraron resultados positivos en varias
concentraciones de OFD{o) en ambas cruzas; y en la cruza BE(s/0). Por lo que se concluye que: el
OFD sin oxidar actia como promutégeno, ya que solo se muestra efectos en la cruza BE. El OFD
oxidado se comporta como mutdgeno directo. La activacion del OFD por el citocromo P450,

incrementa el efecto genotdxico de esta amina.
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EVALUACION DEL EFECTO GENOTOXICO DE ORTOFENILENEDIAMINA EN
Drosophila melanogaster, UTILIZANDO LA PRUEBA SMART EN CRUZASE Y
BE".

INTRODUCCION

El exiraordinario desamollo de los productos quimicos en el area farmaceutica, agricola e
industrial, ha ocasicnado en los Gitimos afios un incremento a corto, mediano vy largo plazo, en el
riesgo de intoxicacion en el hombre. Bajo este contexto, la Toxicologia, ha desamollado diversos
métodos para evaluar los dafios que dichos compuestos pudieran causar sobre el organismo
humano {Loomis, 1982). La genética toxicoldgica es ef 4rea que se encarga de analizar ef efecto de

un compuesto sobre el material heredilario, tratando de comprender los eventos que ocurren desde

la interaccion del DNA con el xenobidtico, hasta la expresion fenotipica del dafio. (Vogel, 1981).

A través de estudios epidemiologicos de diversos cuadros clinicos, se ha determinado que
algunos agentes quimicos, pueden estar relacionades con enfermedades cuyo origen estd en fa
alteracién del material hereditario. A estos Ultimos se les ha denominado agentes genotdxicos, y
pueden traer como consecuencia una mutacién hereditaria o infertilidad cuando afecta a células
germinales. En el caso de que el daiio sea sobre células sométicas, éste no se vera refiejado en las
siguientes generaciones. Si embargo, cuando la alteracién se da en etapas tempranas del desamollo
de un organismo puede afectar su formacion, y si el dafio se presenta cuando el organismo ya es

adulto, puede ser el origen de procesos malignos como muerte celular o cancer (Vogel, op cif).
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Los agentes genotéxicos, se pueden dividir en: directos, que interactian con el
material hereditario alterando la estructura o secuencia del ADN. Y ios indirectos o
promutagenos, los cuales requieren ser activados metabdlicamente para tener efecto
genotoxico (Fig.1).

METABOLISMO DE FARMACOS( Fig.l)

CONJUGADOS DE
SEGUNDA FASE ‘:\

ACIDOS
METABOLITOS DioLeg FEMOLES MERCAPTURICOS

N

/‘7 Mo MUTAGENO
PROMUTAGEND  memeem———-
BIRECTO  ewormm PROTEINA

Mo‘!’ MO
— y/ N
CARCINOGEND Tr
carciwoaeno [/

- (] DNA
INMEDIATO1  EH INMEDIATO 2
INICIO DEL
REPARACION
MO MONOXTCENASA TUMOR DEL
EiE: EPOXIDO JHIDRATASA ‘!7 ™

Tr: TRANGFERASAS

CANCER __, SUPRESION
INMUNOLOGICA

Fig.d. Se muesiran las diferentes rutas que puede seguir el metabolismo de un
xenobiotico, obsetvando reacciones de oxido-reduccion (Fase |} y de conjugacion (Fase II). Las
fiechas en color verde indican las vias mediante las cuales el compueslo puede ser eliminado sin
ocasionar ningln dafio en el organismo. Las flachas de color rojo indican como el metabolismo
participa en la activacién de algin xenobiotico provocando efectos toxicos o genotdxicos en el
arganismo (Foye, 1991).




TINTES

Uno de los agentes ambientales que se han asociado con el origen de diferentes tipos de
cancer son los fintes para cabelio. Estos se pueden dividir en tres clases; temporales,
semipermanentes y permanentes, diferenciandose entre si por el tipo de pigmento utilizado, et modo
de aplicacidn, d color resultante y la pemmanencia del mismo, siendo el mas frecuentemente
utilizado el permanente. Este dltimo tiene un sistema de aplicacion muy especifico, el cual consiste
en la oxidacion de colorantes intermediafios con peroxido de hidrogeno con 1o que se logra
blanquear la melanina y una mejor fijacion del tinte. Dentro de los intermediarios primaiios se
encuentran &l p-fenilenediamina, la o-fenilenediamina, la p-toluendiamina y el amino fenal, los cuales
al ser oxidados forman benzoquinona iminas, coloreande por si mismas o al conjugarse con otros
colorantes (acopladores). Los acopladores pueden estar basados en un anillo de benceno, en
sistemas de anilios multiples o, sistemas heterociclicos, y requieren la sustitucion de grupos en la
posicion 1, 3. Los acopladores mas frecuentemente utilizados son: el resorcinol {colores verde y
café) o 1-nafol (colores violeta y azul) y olros compuestos “para’, no oxidados, que producen
pigmentos indol. Para que estas reacciones se lleven a cabo, se requiere un pH elevado, lo que se

logra usualmente con amoniaco (Bumett, 1987; Sardas, ef &f, 1997).

Al realizar estudios epidemioldgicos a personas que padecen algan tipo de cancer, se ha
encontrado una correlacion significaliva entre el empleo de tinles para cabello y el desarrollo de fa
enfermedad. Basandose en dichos estudios se ha planteado, que el empleo de lintes para cabello
incrementa el riesgo de desamoflar cancer como: linfoma de tipo no-Hodgkin, mieléma miitiple
(Cantor, et &l 1988; Brown, et af 1992, Pearce y Bethwait, 1992, Thun, &f &/, 1994, Harinton, et al,

1994; Skov y Lynge , 19%4), sarcoma de Kaposi (Hardell, ef al, 1987), de vejiga y pulmon {Skov, ef




al, 1990), de glanduia salival {Spilz, et al 1990}, leucemia linfocitica cronica (Cantor, op cif; Thun, op
cff) de ovario (Tzonou, &f af 1993; Boffetta, ef af, 1994) y efeclos teratoldgicos {Vandemmia, ef al

1992).

Sin embargo se han obtenido resultados contradictorios o negativos en melanoma cutaneo
maligno (Osterlind, of &/, 1988), anemia plastica (Shibata, ef af, 1990; Grodstein, et &f, 1994} cancer
de mama (Nasca, ef &/, 1992, Koenig, ef al, 1991}, cancer de Willms en nifios (Olshan, et af, 1993)
y con el ¢éncer en bajo tracto urinario (Nomura, et af, 1989). Dichos resultados se han encontrado
principalmente en: obreros de las empresas qus elaboran el tinte, en estilistas y atin en usuarios, por

lo que se plantea una controversia epidemiologica en la relacion cancer-tinte {Colditz, 1994).

Por otra parte, se han realizado analisis experimentales, tanto con tintes completos como
con compuestos puros, encontrando lo siguiente: Dentro de los estudios realizados con {a mezcla
combfeta se observa que, al aplicar la prueba de Ames en diversas marcas de tintes, del 50% al 89%
resultaron positivos, teniendo como caracteristica imporiante, que al ser oxidades y activados
metabdlicaments, incrementaba su nivel de genotoxicidad (Zito, 1982; Walanabe, et af, 1990;
Ferguson, ef &/, 1990). En un estudio realizado en China, al aplicar la prueba de Ames a 13 marcas
de tintes comerciales, ninguno de éstos dio un resultado positivo (Wang ef al, 1991; Sardas, f al,
1997). También se encontraron resultados negatives en pruebas con roedores, microniicleos, ensayo
cometa e intercambio de cromatidas hemmanas (Wang et al,1991 y Sardas ef a/1997) En otro
estudio de teratogenicidad, se obluvieron resultados negativos al probar la mezcla completa,

(Bumett y Goldnthal, 1988).




De igual forma, al exponer a perros, ratas, ratones, congjos, monos e incluso a humanos a
tintes 0 a alguno de sus componentes, empleando diversos protocolos, se encontrd que: Los
componentes del tinte son excretados por 1a orina y en un grado menor en las heces. El porcentaje
de metabolitos encontrados fue de 0.1 a 2% de la cantidad aplicada. Adn después de 6 h de
aplicacion, permanecen 0.02 ppm del compuesto en sangre. De 5 a 10% permanece en la region
aplicada, aln después del uso de shampoo. Se calcula que 4 a 6 mg del tinte es absorbido por el
cuero cabelludo durante el proceso de aplicacion, (Jouhar, 1982, Bumett, 1987; Sardas, et al, 1997).
Se elimina 1 8 5% del compuesto cuando de aplica con base en agua y menos del 0.13% del

compuesto cuando se aplica en base peroxido (Kiese, et al. 1368).

ORTOFENILENEDIAMINA

Uno de los colorantes intermediarios en el proceso de teflido v de interés en el presente
trabajo, es el orto-fenilenediamina (OFD), (Fig. 2), a este compuesto se le conoce también como
orfo-diamingcbenceno, cuya formula es CgHsNz, con un peso molecular de 108.14 en proporcion de C
66.64%, H 7.46% y N 25.91%. Puede ser reducido por c-nitroanilina, con Zn y NaOH. Forma
cristales amarilios, es poco soluble en agua y libremente soluble en alcohol, cloroformo v éler. La

LD50 en ratas es de 600 mg/kg (Windholz, et af, 1995).




NH,
NH,

1,2-FENILENEDIAMINA
Figura 2. orto-fenilenediamina

Dadas sus caracteristicas quimicas, el OFD podria ser metabolizado, en la regién amino por
el citocromo P450' yfo por la Monoamino oxidasa (MAO)? formando hidroxilaminas arométicas

{Fig.3). {Foye, 1991; Avendario, 1993; Chiapella, et af, 2000).

CP450
R-NH2 R-NHOH

MAC
1 R-CH2NH2+ 02 —w--mwe  R-CH=NH + H202
(Hidroxilamina)

MAO

2 R-CH=NH + H20 R-CHO + NH3

1 El citocrome  P450, es un hemoproteina fémica que loma el O molectlar para oxidar. Forma pante de una famiia de
isoenzimas capaces de ser inducidas, cuyo mecanismo da accidn se realiza de Ja siguiente manora;
RH + 0z + NAGPH + H ROH +Hz0 + NADP +{Foye, op cif).

2La MAQ cataliza la desaminacidn de aminas 3 aldehidos en presencia de oxigeno provenienta da Hz0, sa encuentra en
higado, ridones, intestino y el tefido nervioso. Contiene Ravina como grupe prostatics.,
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La hidroxilacién del anillo aromatico del OFD, lo realiza la Monooxigenasa
{Oxidasa de funcién mixta) y el citocromo P450, teniendo como intermediario al Epbxido
(Oxido de arilo). Este compuesto es una molécula muy inestable que se convierten de
manera espontanea a fencl, o enzimaticamente, por la epbxido hidratasa a 1,2-dihidrodiol
(de configuracion frans), que se deshidrogena conviriéndose en 1,2-difenol. Los
epbxidos, ademas son susceptibles a conjugacidn con acido glucorénico y forman N-
grucoronidos, que son ya excretados por orina y por la bilis (Foye, 1991). Ademas del
glutatidn, f epoxido activado puede interaccionar con otras macromoléculas como son
proteinas y &cidos nucléicos, siendo ésta la base molecular para interpretar su posible

efecto genotxico (Fig.3) (Foye, 1991; Aevendafio, 1993; Chiapella, ef al, 2000).

ACTIVACION DE OFD in vivo

" / Transtorata HH,
H
@ raddle da Avilo HH,
le Evazhle on

HH, E-Glutatisn

Fencles "Hl
Acido cwicapturicn
oH 1.2 - ainkarodiokty Exmrotada par
1,24Crenctss « - P ripaid o

Fig.3. Esquema da las rutas metabofices de OFD, tomado de Foye, 1991y Avendafio, 1991. Las
moléculas safialadas de color anaranjado, son las que podrian estar interacfuande con el DNA,




La oxidacién previa de OFD estaria acelerando la formacion de hidroxilaminas aromaticas,

uno de los compuestos activos que podrian interactuar con el DNA.,

La mayor concentracion y actividad de las enzimas que participan en el metabolismo de
OFD, se localiza en el higado, sin embargo, se ha demostrado la actividad de éstas en pulmén,
rifion, intestino, nédulos linfaticos, piel, médula ocea, tejido nervioso, tracto gastrointestinal,

glandulas mamarias, ovario y testiculo (Centro Panamericano, 1988; Foye, 1991; Avendario, 1993).




ANTECEDENTES

El OFD forma parte del grupo de aminas nitrcaromaticas, las cuales han sido evaluadas
como compuestos puros y algunos de sus derivados, reportindose como mutagénicos y
cancerigenos en la mayoria de las pruebas. Particularmente los compuestos p-, m- y o
fenilenediamina, asi como sus derivados con radicales metil, nitro, cloro, fluor, y diaminotolueno, se
han encontrado positivos en la prueba de Ames (Saimonella typhimurium), incrementando su
genotoxicidad, al ser oxidados y activados mebdlicamente (Wild, et al, 1980; Watanabe, et a/, 1989,

1990; C.LR.E.P.S (U.S.A), 1992; Shahin, 1994; Chung, ef &/, 1995; 1996).

Se han realizado pruebas citogenélicas, en donde se ha detectado un incremento de las
alteraciones en el DNA, al exponer a linfocitos humanos, al OFD. (Cebulska, ef a/,1998). En cuanto a
los resultados de la prueba en células del ovario de hamster chino, para compuestos puros p-, m-y
o-fenilenediamina, asi como algunos de sus derivados, se encontrd que a diferencia del radical nitro,
el resto de los compuestos analizados, resutaron positivos en esta prueba (Chung, ef al, 1995;
1996). Suter, ef al, en 1996, realizaron una prueba in vivo, de céncer en ratdn, reseltando positivo el
4cloro-o-fenilenediamina, para cancer de vejiga, y el 2,4-diamino tolueno para higado y glandulas
mamarias. Por ofra parte, al realizar la prueba de SMART en el ojo, a compuestos derivados de o- y
p-fenilenediamina, se encontrd que el mas genotdxico es el 4,4-oxidianilina. Por medio de este
mismo trabajo, se determiné que el o- y el m-fenilenediamina, tiene mayor efecto mutagénico que el
p-fenitenediamina. {(Rodriguez-Amaiz y Hemandez, 1994). Batiste-Alentom, et al, 1995, utilizando

tres ensayos de la prueba SMART, encontraron que el PFD a 10mM presentaba efecto mutagénico.
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Cabe mencionar que, segin el grupo radical en ef C5 6 C6, es la genotoxicidad que
presentan. Los radicales cloro, nitro, metoxi y fluor, son mutagénicos aiim sin ser activados en la
prueba de Ames. Se ha delerminado que los compuestos biciclicos son mas genotdxicos.

{Rodriguez-Amaiz y Hemdandez, op. cit.; Shahin, ef at, Chung, et &/, op. cit.).

Al realizar una evaluacion de teratogenicidad, se encontrd que el 2-Nitro-p-fenilenediamina,
incrementa significativamente el porcentaje de las malformaciones en fetos en una dosis de 160
mg/kg/dia y superiores. Para el caso de la 4-Nitro-o-fenilenedamina, se encontrd efecto teratogénico
a una concentracion de 256 mg/kg/dia, resultando ser ef corazdn, el Grgano que mas alteraciones
presenta. El 2,5-Toluenediamina sulfato no resultd teratogenico (Marks, ef al, 1981). Al realizar una
prueba de teratogenicidad 2 un derivado de p-denilenediamina, se obluvo un resultado negativo,

tanto en las madres como en los fetos {Bumett, ef af, 1986).

Se han realizado trabajos en sistemas vegetales, particularmente en Tradescantia, donde
han encontrado que el o- m- y p-fenilenediamina, son promutégenos y muestran diferente potencia
mutagénica, siendo ésta de 5.6, 1.43 y 0.46 respectivamente (Gichner, et af, 1994). Asi mismo, en
ststemas vegetales como: Persea americana, Zea mays y Tradescantia, et OFD ya ha sido empleado
como tesligo positivo para deferminar una respuesta de estos sistemas a promutagenos {Gichner y

Velerminsky, 1999).



Ctros compuestos empleados en los tintes para cabello, similares al OFD son el HC Blue 1,
2 y HC Red 3, han sido valorados con |a prueba de Ames dando resultados positivos {Bumett,
1987) sin embargo solo el HC Blue 1 resulta cancerigeno en ratas. En otra prueba con hepatocitos
realizada a este dltimo compuesto se le determind como un potente inductor de aberaciones
cromosomicas, por otra parte se observé que induce significativamente la formacion de micron(cleos
en médula 6sea de ratén. Sin embargo, en un ensayo de reversidn con Salmonella fyphimorium/ E.
coli y un ensayo de mutaciones progresivas de linfoma de ratdn los resultados muestran que HC
Blue 1 no es mutagénico en la prueba de Saimonefla y lo es débilmente en ratdn cuando esta
activado con el sistema microsomal (Overly, 1990). En cuante a las aminas nitroaromaticas se
reportan con efecto de toxicidad sistémica, observando claro efecto en rifidn y en otros érganos

{Borquia, 1988, Lifshits, et &, 1993).

A pesar de todos los resultados positivos, ain existen reportes que muestran un efecto
negativo del OFD y sus derivados. En cuanlo a la toxicidad en células de mamiferos, en
micronicleos en médula dsea y linfoma de ratdn, Kerckaert, et ai, 1998 obtuvieron resulfados
negativos en estas pruebas. En ensayos a largo plazo en conejos y roedores, Bumett of &f, 1977 y
Bumett y Goldenthal, 1988, encontraron resultados negativos para dichos ensayos al analizar aminas
nitroaromaticas. Por lo anterior es necesario realizar mas estudios para definir la accidn mutagénica

positiva o negativa de estas aminas aromaticas,



BIOENSAYOS A CORTO PLAZO

Los estudios epidemiolégicos han demostrado ser muy eficientes para determinar Ia relacion
de enfermedades con sus probables causas, permitiendo tener en el dmbito clinico una guia para el
diagndstico y prevencion de las mismas. Sin embargo, no son tolalmente confiables, ya que no se
puede determinar la dosis y el periodo aproximado de exposicion al factor de riesgo, ni controlar las
actividades y héabitos de cada individuo, haciendo dificil centrar en un solo aspecto el origen de la
enfermedad. Cabe mencionar, que en muchos casos, es notoria la diferencia temparal entre el
momento de exposicion al factor de riesgo y la manifestacion clinica, lo que impide en un momento

dado, relacionar & la enfermedad de interés con dicho factor.

Ante tales circunstancias, se ha tenido la necesidad de disefiar modelos experimentales para
el estudio de posibles agentes mutagénicos, direclos o indirectos, dentro de estos se pueden
mencionar los Bioensayos a Corto Plazo (BCP). En dichas pruebas se expone (in vivo o in vilro) al
organismo, cultive de células o bacteridfagos, en foma controlada, al agente con efecto genotdxico
sospechoso. Para obtener el mayor beneficio de estas pruebas se requiere interpretar de manera
cuidadosa los resuflados, tomando en cuenta ias diferencias de susceptibilidad entre las especies y

las concentraciones aplicadas (Viogel, 1991).




Las prughas a corto plazo deben de cubrir los siguientes requisitos {Vogel, 1991):

a) La presencia de un sistema de activacion (i vitro 0 in vive) para la deteccidn de

promutagenos.

b} El uso de un sistema indicador sensible con el cual se pueda medir €l dafio genético inducido

por €l agente genotéxico.

¢} Lnefecto genético bien definido (Dafios primarios o secundarios al DNA).

Drosophila melanogaster

Ha sido uno de los modelos experimentales utilizados en BCP, dadas sus caracteristicas: Es
un organismo eucariota, pluricetular, presenta genes implicados en el melabolismo de xenobidticos y
en la reparacion de daftos al ADN, homélegos al de los humanos (Russell, 1998). Se conoce todo su
genoma, No se requieren grandes inversiones para su mantenimiento y gracias a que se obtieng un

gran niamero de organismos por generacion, se puede realizar un andlisis estadistico confiable.

(Fig.4}

L
2 3

Fig.4 Drosophifa melanogaster




Tiene un ciclo de vida corto que va de 10 a 12 dias a 25°C, con estadios de desarrolio bien
definidos, esta caracteristica permite analizar dosis cronicas, agudas y fraccionadas de manera
confrolada. Su ciclo de vida inicia con la ovoposicion, a las 24 horas eclosionan las larvas que pasan
por ires estadios, antes de pasar a prepupa, pupa y adulto {Figura 5). Después de que emergen las
moscas, los machos son fértiles, en aproximadamente 6 a 8 horas, mieniras que fas hembras tardan
de 10-12 horas. Durante la fase larvaria 1a ingesfion de alimento es continua, llegando a consumir de

tres a cinco veces su peso, incrementadolo de 0.05 a 2.0 mg (Mitchel y Combes, 1984),

C\ HUEVO {1 dia)
{

|

PRE-PUPA/ PUPA
{4 dias)

¥
j LARVA (1 dia}

"?‘?‘k
\ ‘_.:- Primer estadio
LARVA S 13 :

”~
Q‘;-r = .!".
(2 dias) ™~ _ . = o
Tercer estadio Ty LARVA (1 dia) Segundo estadic

CICLO DE VIDA DE Drosophila melanogaster

Figura5. Se muestran los estadios del ciclo de D. melanogaster, asi como la duracidn de cada uno de ellos.
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Las larvas de D. melanogaster tiene dos finajes celulares, el larvario y el imagal {discos
imagales). E! primero estd implicado exclusivamente con el desarrolio de la larva y su fisiologia,
mientras que los discos imagales, son bolsas epiteliales que permanecen indiferenciadas durante el
estadio embrionario. En la mefamorfosis los discos se activan y diferencian para formar las
estructuras particulares del cuerpo del adulto, como antenas, ojo, hallerio, patas, genitales extemos,

efc. (Laurence, 1992} {Figura 6)

DISTRIBUCION DE LOS DISCOS IMAGALES EN LA LARVA

4 —SEGUNDAS PATAS —
(— SEGUNDAS PATAS

TERCERAS PATAS.... . B
HALTERIOS -3

Figura 6. Se observa cada uno de ios discos imagales presentes en fas larvas de D. melanogaster, asi como
as estructuras a las que dar origen (Lawrence, 1992).




Dentro de los bioensayos a corto plazo, los discos imagales constituyen un excelente
material de estudio. Cada uno de ellos, aparece como un primordic de 20 a 50 células desde el
primer estadio iarvano, el nimero de células por cada disco se incrementa por mifosis hasta el final
de la fase larvaria, en la que llega a conlener miles de células por disco. De tal manera que, Si
ocuriera un dafio genético en una célula de los discos imagales, éste se expresaria en el adulto,

como un clon de células mutantes en el tejido cormespondiente al disco (Mitchel y Combes, 1984).

PRUEBA DE GENOTOXICIDAD SMART

Uno de los bioensayos a corlo plazo que ha dado buenos resultados es la Prueba de
Mutacidn y Recombinacién Sematica {SMART), la cual detecta mutaciones puntuales, aneuploidias y
recombinacion mitdtica provocadas por la exposicién a diferentes dosis de algun agente quimico o
fisico, utilizando como modelo experimental a Drosophila melanogaster (Guzman-Rincon y Graf,

1995).

La prueba SMART, utiliza dos diferentes sistemas fenotipicos: mulaciones en las células de
los ojos o en los tricomas de las alas. Ambos sistemas tienen como fundamento, la pérdida de
heterccigosidad de genes marcadores en las células de los discos imagales de las larvas, que se
expresan como clones 0 manchas en las alas o en los ojos de los organismos adultos. Al exponer a
las larvas a un agente sospechoso, si hay dafio en el material genético, éste se puede determinar
mediante métodos estadisticos, comparando e! lipo y frecuencia de manchas en los tejidos,

comespondientes con la obtenida en organismos no expuestos. (Guzméan-Rincon y Graf, op. cit.)



SMART en el ALA

Al utitizar el fenotipo del ala, €l ensayo tiene la posibilidad de exponer a tratamiento, a un
gran nimero de células de los discos imagales de las larves, las cuales, posteriormente daran origen
a un nimero mayor de células en el estado adulto, aproximadamente 25,000 células por ala. Las alas
de los adultos estan formadas por dos capas celulares, una ventral y otra dorsal 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 acumulacién de fibras de actina en la célula, EI
tricoma crece durante la metamorfosis y posteriormente, la célula que le dio origen muere quedando
la presencia del tricoma en la superficie del ala. De ésta manera puede establecerse la relacion
directa entre el nimero de tricomas o pelos en los distintos sectores del afa y el nimero de células
que la foman. Todo lo anterior permite obtener resultados en una generacion (Demerec, 1965;

Garcia y Mermiam, 1971; Garcia y Dapena, 1974, Graf, &f &/, 1984).

En la prueba SMART en el ala, se utilizan tres lineas, muttiple wing hair (mwh/mwh), flare

(A3TMA3, Ba(S) y oregon (ORR{1); (ORR(2); fi¥/TMA3, Bd(S}) con los siguientes marcadores:
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mwh (multiple wing hairs): Mulacién recesiva localizada en el brazo derecho del cromosoma
3 (30.3). Su expresion fenolipica se observa como un cambio en el nimerg de tricomas por célula

{2-5), mieniras que en el fenotipo silvestre a cada céula le cormespande un solo tricoma.

fir (flare): Es una mutacidn recesiva que se expresa como tiicomas mal formados y cortos,
en forma de flama o rosela de maiz. Esta localizada en el brazo derecho del cromosoma 3 pero en
una posicion mas proximal a la del anterior (3-38.8) {Ramos, 1993). Esta mutacion en homocigosis
es letal, sin embargo, las células individuales homocigotas en los discos imagales de las alas, son

viables y pueden producir clones mutantes en las células del ala del adulto (Graf, ef af, 1996).

Serratia { Bd(S) }: Para reconocer fenotipicamente a la linea flare, se utiliza este marcador
dominante, que se manifiesta como muescas en los bordes de fas alas. Este marcador en

condiciones de homocigosis también &s letal. Se localiza en el cromosoma 3 (3-92.5) (Ramos, 1993).

Inversion TM3: Comao los marcadores fi® y ( Bd(S) ) son letales en homocigesis, la finea flare
presenta un cromosoma balanceador con inversiones malfiples (TM3), que evita la recombinacion en
meiosis ¥ permite mantener la linea. De esta forma se mantienen los marcadores letales en

heterocigosis (Graf, et al, 1996).

Oregon Or: Este marcador confiere a la linea Oregon una resistencia a DDT y una sobre
expresion de manera constitutiva de algunos genes de citocromo P450. La contrucion de la linea
ORR{1); ORR(2); firt/ TM3, Bd(S), ha permitido valorar in vitro &l efecto del metabolismo xenobidtico

regulado por la familia de citocromo P450, que producen la inactivacion o activacion de



carcinogenos, promutdgenos y sus metabolitos, sobre los marcadores mwh vy fir. Esta linea fue
obtenido al someter 8 oregon silvestre a seleccion artificial con DDT {Dapkus y Memel, 1977 citado
en Graf y Schaik, 1992 y Delgado-Rodriguez, ef af, 1995). Con el objeto de aumentar la sensibilidad
de la prueba SMART para el ala, Fittlich y Wiirgler en 1989, reemplazaron el cromosoma 1y 2 de la
tinea fir* { TM3, Bd(S) con el de las lineas resistentes al DDT y construyeron a linea ORR (1);
ORR(2); firs/ TM3, Bd(S). El gen con mayor resistencia y probablemente una funcion reguladora esta
en el cromosoma 2 (Rst (2) DDT) localizado en la region 43E del cromosoma 2 (2-56.2) que requla
los genes estructurales del citrocromo P450 localizados en el cromosoma 2 (42D, 43A {Cyp6a2),
44A, 45C y 51C (Cypba8, Cypba9)), en el cromosoma 1 y en el 3, algunos de los cuales son

responsables del metabolismo de xenobidticos,

Es importante mencionar que el ufilizar marcadores localizados en el mismo cromosoma,
permiten discemir fendmencs de recombinacion en la regién delimitada por el marcador fir? y el
centromero o en la regién entre los dos marcadores. Como resultado de eventos de recombinacién
puede recobrarse manchas sencillas y gemelas, esle Ultimo evento es resultada de recombinacion
en el intervalo prdximo al centrémero que es acolado por el marcador fir3, mientras que las manchas
sencillas fi¥ o mwh indican recombinacion entre fir! y mwh. Por ofra parle pueden cobtenerse
manchas sencillas fir* o mwh por eventos como mufacion puntual, pérdida parcial o totat del

cromosoma 3 o por una no-disyuncion, ver figura 7. (Graf, ef af, 1984).
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EVENTOS QUE CONDUCEN A LA PERDIDA DE
HETEROCIGOSIDAD

+iwh Ir .

Mutscién Pundusl Ne-dicyumtibn 4

Figura 7. Se muestran los fenotipos observados en los tricomas de las alas originados por la pérdida de
heterocigosidad en los marcadores genéticos empleados en la prueba SMART

Las cruzas empleadas para la prueba de! fenctipo en ala, son la estandar E (hembra virgen
firTM3, Bd(S) X macho mwh/mwh) y bioactivacion elevada BE (hembra virgen ORR(1); ORR{2};
firf{TM3,Bd(S} X macho mwhimwh), esta ultima cruza permite detectar compuestos promutégenos.
Cabe mencionar que para esta prueba no se emplea fa cruza reciproca por que presenta desventajas
como: un patrdn imegular de manchas en las alas que dificuita la clasificacion, resultados

inconsistentes y se obtiene menor nimero de individuos por generacion (Graf y Schaik, op. cit.).
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Las larvas productos de estas cruzas tienen un fenotipo mwh fir* / mwh* firf 0
mwh fir’* / TM3, Bd(S}, en teoria en proporcion 1:1, ambas larvas son indistinguibles pero
al recuperar adultos, el primer genotipo genera mosgcas con alas fenofipo silvestre y el
segundo alas serratia. Los genotipos obtenidos proporcionan diferente informagién, el que
presenta fenotipo silvestre, permite observar manchas sencifias mwh (Fig.8 A), sencillas
flare {Fig.8 B) y gemelas (Fig.8 C). Sin embargo, los organismos que presentan el
fenotipo sematia, solo se podran observar manchas sencillas fipo mwh originadas por
mutacion, ya que la presencia del balanceador TM3, no permite a recombinacion. (Graf y

Schaik, op. cit.; Delgado-Rodriguez, ef al,1994;Graf y Wiirgler, 1996).

Fig.8 . FENOTIPO DE LAS MANCHAS ANALIZADAS
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Una vez que se obtienen las cruzas v las larvas que derivan de ellas, estas dltimas son
expuestas por diferentes vias al compuesto problema. Cuando los organismos tratados emergen de
la pupa, se montan las alas en preparaciones permanentes y se observan al microscopio para
determinar el tipo, tamafio y frecuencia de las manchas, comparandose con las de los organismos

expuestos al control negativo (Oelegado, ef af 1994).

Se contabilizan las manchas por tipo y tamafo en cada ala y por cada individuo, éstas se
analizan por medio del programa estadistico (SMART), el cual esta basado en una ji-cuadrada para
proporciones. Esta prueba permite comparar las proporciones de manchas por ala entre dos
muestras. El efecto genotdxico se denomina en esta prueba como: positivo, negativo, débil pasitivo o
no concluyente (Delegado y Graf, op. cit). El andlisis se realiza por individuo ya que es posible
encontrar algunos organismos especiaimente sensibles en los cuales el efeclo se expresa de forma

marcada, mientras que ofros no muestran dafio alguno.

La prueba de SMART ha mosirado grandes ventajas, como fo son, su alta sensibilidad, el
modelo tan accesible que utiliza y el costo de inversidn que representa. Esta metodologia tiene
como respaldo Ia deteccidn de més de 400 compuestos, incluyendo tanto mezclas como compuestos
aislados, es muy facil de aplicar y de gran utilidad por la enorme demanda de éste fipo de estudios a
diversos compuesto quimicos que se introducen periddicamente a (a vida cofidiana (Vogel, ef af

1559).
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JUSTIFICACION

Los rep_qnes encontrados sobre la evaluacion de fas aminas arométicas incluidas en las
mezelas de los tintes para cabellos han sido desarrollados principaimente en Estados Unidos. Dado
que contamos con una carga genética diferente y que nos exponemos a condiciones de vida
distintas, es impaortante realizar investigacion tanto epidemiologica como experimental sobre éste

tema en México.

Es de interés el estudio de OFD, por que si bien, aclualmente este compuesio ya no es
empleado como ingrediente en algunas marcas de los tintes comerciales, ademas de que, fue hasta
hace poco que se retind def mercado, y un gran nimero de personas han estado expuestas a ésta

amina y de ahi el inlerés de conocer mas sobre su efecto genotoxico.

Se plantea la posibilidad de contribuir con informacion acerca del efecto genotdxico de OFD

empleando para ello la prueba de SMART en el fenotipo de alas.
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HIPOTESIS

1. - De acuerdo con los antecedentes, el ortefenilenediamina es un promutageno, por lo que

se encontrard mayor efecto genctéxico en la cruza BE.

2. - §i, de acuerdo con los antecedentes el producto oxidado de orlofenilenediamina es un

mutageno direclo, se encontraran resultados positivos para este compuesto oxidado en lacruza E.

Para comprobar las hipbtesis se plantea el siguiente objetivo general:

OBJETIVO

Evaluar el efecto genotdxico de orto-fenitenediamina oxidado y sin oxidar a concentraciones

de 0.6, 1y 2 uM, en Drosaphila melanogaster mediante la prueba SMART en ala en cruzas E y BE.

MATERIALES Y METODOS

Para el cumplimiente del objetivo planteado se realizé la siguiente metodologia.

Se colectaron hembras virgenes de las lineas fiffTM3 Bd(S) y ORR{1); ORR(2); iPTM3,
Bd(S).* Las hembras fueron aisfadas a las + 4 horas después de emerger de ia pupa, y se verifich su

virginidad manteniéndolas aisladas durante tres dias.

* Las lineas fueron donadas por ef Dr.Ulrich Graf, del Institute of Toxicology, Swiss Federal Institute of
Technology (ETH) and University of Zurich.
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HIPOTESIS

1. - Be acuerdo con los antecedentes, e! ortofenilenediamina es un promutégeno, por fo que

se encontrard mayor efecto genotoxico en la cruza BE.

2. - Si, de acuerdo con los antecedentes el producto oxidado de ortofenilenediamina es un

mulageno directo, se encontraran resultades positivos para este compuesto oxidado en la cruza E.

Para comprobar las hipétesis se plantea el siguiente objelivo general:

OBJETIVO

Evaluar el efecto genotdxico de orio-fenilenediamina oxidado y sin oxidar a concentraciones

de 06, 1y 2 uM, en Drosophila melanogaster mediante la prusba SMART en ala en cruzas E y BE.

MATERIALES Y METODOS

Para el cumplimiento del objetivo planteado se realizd la siguiente metodologia.

Se colectaron hembras virgenes de las lineas fir’fTM3 Bd(S} y ORR(1); ORR(2}; frTM3,
Bd(S)* |.as hembras fueron aisladas a las + 4 horas después de emerger de la pupa, y se venfich su

virginidad manteniéndotas aisladas durante tres dias.

* Las lineas fueron donadas por el DrlUlrich Graf, del Institute of Toxicology, Swiss Federal institute of
Technology (ETH) and University of Zurich.
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HIPOTES!S

1. - De acuerdo con fos antecedentes, el ortofenilenediamina es un promutageno, por lo que

se encontrara mayor efecto genotdxico en 1a cruza BE.

2. - 5i, de acuerdo con los antecedentes el producto oxidado de ortofenilenediamina es un

mutageno directo, se encontraran resultados positivos para este compuesto oxidado en la ¢ruza E.

Para comprobar fas hipotesis se plantea el siguierte objetivo general:

OBJETIVO

Evaluar el efecto genotéxico de orto-fenilenediamina cxidado y sin oxidar a concentraciones

de 0.6, 1y 2 uM, en Drosophila melanogaster mediante la prueba SMART en ala en cruzas E y BE.

MATERIALES Y METODOS

Para el cumplimiento del objetivo planteado se realizo la siguiente metodologia.

Se colectaron hembras virgenes de las lineas r3TM3 Bd(S) y ORR(1); ORR(2); ArTM3,
Bd(S).* Las hembras fueron aisladas a las + 4 horas después de emerger de 1a pupa, ¥ se verifico su

virginidad manteniéndolas aisladas durante tres dlas.

* Las lineas fueron donadas por el Dr.lich Graf, del Institute of Toxicology, Swiss Federal institute of
Technology (ETH) and University of Zusich.
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Posteriormente se realizaron las cruzas Estandar E fi3TM3 Bd(S) hembras virgenes X
mwh/mwh machos y de Bioactivacién Elevada BE ORR(1); ORR(2); fi®fTM3, Bd(S) hembras X
mwhimwh machos. Tres dias después, se procedio a cofectar huevos durante ocho haras (en un
medio de levadura), provenientes de cada cruza, lo anterior se reafizé para obtener larvas del
segundo estadio {72 + 4 hrs). Este estadio larvario es éptimo para fa prueba, ya que es en ésle
donde se da un nivel elevado proliferacién celular, ademés de que es mayor la cantidad de alimento

que consumen y son lo suficientemente maduros comg para soportar el tratamiento. {Graf, ef al,

1984),

Una vez que se obtuvieron las larvas de 72 + 4 hrs, se colocaron en medio instantaneo
*Carolina Biological Supply Company®, en donde se expusieron a un tratamiento crénico via oral de
48 trs a las concentraciones de 0.6 uM, 1 UM 2 uM de OFD donado por e! Dr. Ulich Graf {Fluka
Biochemica, CAS: 95-54-5, Reg. 2024306, Pureza, 39%). Estas concentraciones, se emplearon
tanio oxidadas 1:1 con perdxido de hidndgeno al 6%, como sin oxidar, y fueron determinadas

mediante ensayos previos, basandose en !a LD50 determinada para ratas, 600 mg/kg. (Windholz, ef

al., op-cit).

Se emplearon las concentraciones oxidadas 1: 1 con perdxido de hidrégeno al 6%, porque
asi es como se aplica en los tintes permanentes, y porgue se ha planteado que el producto de la

oxidacion es el que presenta el efecto genotoxico (Bumett, 1387).

Como testigo negativo se ulilizd e! agua desionizada y como testigo positivo, el uretanc a 20

mM donado por el Dr. Ulrich Graf (Fluka, No. Cat. 94300, Reg. No. 51-79-6, pureza 99%) para
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verificar marcadores. Cabe mencionar que no se utilizd el peroxido de hidrogeno como testigo,
porque es muy toxico y principalmente porque el interés de este trabajo es analizar el efecto de!

producto oxidado de OFD y no el perdxido como fal.

Cada tratamiento se realizd en condiciones similares y las larvas se desarollaron en un
ambiente controlado. Las concentraciones se probaron oxidadas y sin oxidar, en ambas cruzas, con

tres repeticiones por tratamiento, en tres experimentos independientes.

Una vez que los organismos !ratados emergieron de la pupa y tenian bien extendidas ias
alas, éstas se fijaron en alcghol al 70%. Posteriormente se realizaron preparaciones permanentes,
desprendiéndolas del organismo y colocandolas en portacbjetos, con solucidn Faure's (30g goma
arabiga, 20 m! de glicercl, 50g de hidrato de cloral y 50 m! de agua). Se colocaron protegidas del
polvo, en una plancha a 40°C durante 24 h; después de ésle tiempo se les afiadid 2 golas de
solucion Faure's ¥ se cubrieron con un cubreobjetos del No.1 colocandoles encima 3 pesas de 83g

cada una, finalmente las preparaciones permanecieron en la plancha por 24 h.

Se analizaron las alas (tanto la superficie dorsal como [a ventral) a "doble ciego® para evitar
prejuicios. Se empled un  microscopio dptico a 400X aumentos para determinar la frecuencia,
tamafio y tipo de mancha. Se registrd en formatos especiales el tipo y tamano de las manchas

encontradas en cada region del ala, A, B, C etc., segln la division natural de las venas. Fig.9.
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L5

Figura 9. Se muestra la delimitacién de las zonas de lectura del ala de D. melanogaster para Ja prueba
SMART. Los nomeros indican las venas que dividen de manera natural ¢l ala y las letras A B, C, C', D, D', y E
corresponden a regiones que fueron determinadas arbirariamente para ef registro de las manchas.

Se registraron come mwh aquelios tricomas constituidos por tres 0 més pelos. Se considerd
que dos manchas son independientes si estan separadas entre si por 3 hileras de células nomales.
Se analizaron en la mayoria de los casos, mas de 110 alas por tratamiento, de acuerdo con lo

sugerido por Frei y W(rgler, 1995,

Los dalos se analizaron en el programa estadistico para SMART PC-version 2.1,
desamoliado por Frei y Wirgler en 1989, el cual se basa en la prueba no paramétrica ji-cuadrada para
proporciones, con un grado de libertad de 0.05. En el andlisis estadistico las manchas pequefias
(de 1 a 2 células), se consideran de manera independiente a las manchas grandes (3 0 mas células),

asi como de las gemelas.

De acuerdo con Frei y Witrgler, 1995, para determinar el resultade, se emplearon para la

prueba las siguientes hipotesis estadisticas: nula (Ho), ésta asume que el tratamiento experimental
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no incrementa la frecuencia de la expresion de los marcadores ocuridos de manera espontanea en
el control, 1a hipdlesis altema Ha, asume que a priori un tratamiento determinado incrementa la
frecuencia espontanea por un cierto maltiplo {p) de la frecuencia obtenida en el control. Esla
constante rho indica cuantas veces debe incrementarse el nimero de eventos, con respecto al

testigo para considerar una respuesta positiva.

Para asignar resultados positivos, se utiiza de manera empirica un factor de multiplicacion
{se denomina m en lugar de p), Se emplea m=2 para las manchas folales y pequefias, utilizando

para las manchas grandes y gemelas una m=5, segin lo reportado por Frel y Wiirgler, 1995.

El diagnoslico estadislico generado por éste programa puede ser cudquiera de ios

siguientes:

1. - Que se acepte Ia hipdtesis nula (Ho) y se rechace la hipdtesis aftema (Ha): Negativo.

2. - Que se acepte Ha y se rechace Ho: Positivo.

3. - Que se acepte Ha cuando Ho es verdadera (Es decir, que €l resultado quede muy cerca del drea
de rechazo): Débil positivo

4. - Que no se rechace Ho o Ha cuando sea falsa, 0 que no se acepte Ho o Ha cuando sea
verdadera (Esle resultado se presenta cuando el tamarfio de mueslra es muy pequefio): No

concluyente
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Para corroborar los resultados obtenidos en la prueba SMART, y para discemir los
resultados débiles positivos o no concluyente que se pudieran oblener en los tratamientos con la
misma, se aplicd la prueba no paramétrica de U de Mann-Whilney con modificacién para una cola
(Frei y Wiingler, 1985). En esta prueba, se comparan los datos contra la hipotesis nula, los resultados
obtenidos son significativos o no significativos. La prueba de U analiza los datos sin la exigencia de
una distribucién normal y considera la variabilidad individual. Se empled para este analisis &l

programa estadistico STAT grafics versién 6.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Dado que los resultados obtenidos en los tres experimentos independientes fueron similares
en SMART, éstos se unieron para @ andlisis. Debido a la toxicidad de o-fenilenediamina, se
obtuvieron diferertes namero de organismos por tratamiento, logrando analizar en la mayoria de ios
casos alrededor de 120 alas por cada uno, segun lo recomendado de Frei y Wiirgler, 1995,
Particularmente, en la concentracion de 2 uM de OFD oxidado en ia cruza E, no se recuperaron
organismos adultos para aplicar la prueba por lo que para ese bloque de experimentos solo se

analizaron las dos primeras concentraciones.

Al analizar las frecuencias y lipos de manchas obtenidas en cada tratamiento se encontro lo
siguiente:

La frecuencia de manchas totales por individuo {(FMTI) obtenidas para el testigo negativo
(H20), se encontrd dentro del rango esperado, siendo para la cruza E de 0.92 y para la cruza BE
0.77. Lo anterior concuerda con lo reportado por Ribeiro ef al, en 1897, quienes encuentran una

frecuencia de mutacién espontanea de 1.1 para E y 0.9 para BE. (Tablas 1.1, 1.2).

En el caso def testigo positivo, Uretano 20 mM, las FMT! fueron, para estandar 2.8 y para
BE 13.65, las frecuencias obtenidas en ésta Ullima cruza fueron 4.87 veces mas que en E. Esta
diferencia coincide con lo reportado por Frifich y Wirgler en 1990, ya que el uretano es un
promutageno, y la expresion constitutiva del citocromo P450, caracteristica de BE, permite observar

mas claramente |a genotoxicidad de este tipo de compuesto.
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OFD SIN OXIDAR.

Al realizar el andlisis con la prueba SMART, en ia cruza E, no se encontro efecto genotdxico
al exponer a OFD sin axidar en ninguna de las concentraciones empieadas, solo se enconfraron
resultados no concluyentes para manchas gemelas en las tres concentraciones (Tabla 1.1 a-1 y
Gréfica 1). El resullado anterior se podria explicar por las siguientes posibilidades: Las
concentraciones empleadas fueron muy bajas para producir efecto, o bien, esta amina aromatica sin

oxidar no se comporia como mutageno directo.

Los resultados obtenidos para este blogue de datos fueron analizados mediante la prueba
de U de Mann-Whitney, encontrando resultados negativos para todas las concentraciones y tipo de
manchas, por lo que se puede establecer que el OFD sin oxidar en las concentraciones utilizadas
para la cruza E no tiene efecto genotdxico. Estos resultados estarfan confirmando que el OFD sin
oxidar no es mutageno directo, lo que concuerda con lo reportado por Walanabe et al, (1989) y Zito,
{1982), quienes at realizar ensayos con sistemas bacterianos, determinaron que fa oxidacion es

necesaria para observar efecto mutagénico de OFD. (Tabla 1.1 2-2)

Por otra parte, se encontr que, al exponer a la cruza BE a las tres concentraciones de OFD
sin oxidar, s6lo las concentraciones de 0.6 y 1 uM presentaron un efecto genotdxico, exclusivamente
para las manchas pequefias originadas por mutaciones puntuales, no-disyuncin ¢ recombinacion en
mitosis seguin la figura 7. Este compuesto podria haber sido activado por el citocromo P450, por lo
que actuaria fardiamente en la pupa, produciendo un mayor nimero de manchas pequefas. Sin

embargo, con |a concentracién 2 uM, el OFD sin oxidar no mostrd efecto (Tabla 1.2 b-1) y Gréfica.

2).
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Una hipotesis que se platea para explicar éste ltimo resullado, es que a 2uM se indujeran
proteinas de estrés que ayudarian a la destoxificacion, por lo que lps organismos obtenidos no
mostrarian dafio a nivel genotéxico. Sin embargo, dadas las caracteristicas de éste trabajo ésta

hipdtesis no puede ser probada, por lo que se requeriria de ofro tipo de metodologia para elle.

Los resultados anteriores fueron cormoborados mediante la prueba de U de Mann-Whitney
con un 95% de confianza, lo que indica que: el OFD sin oxidar se comporta aparentemente como
promutageno, ya gue a diferencia de los resultados encontrados en la cruza E, en la cruza BE ya se
presenta efecto genoléxico para las manchas pequefias con 06 y 1pM de CFD ain sin oxidar.
Dado el origen de este tipo de manchas, el OFD podria ser un compuesto que ocasione dafio al DNA

causando mutaciones puntuales, no-disyuncion o recombinacion en mitasis (Tabla 1.2 b-2).

Los resultados obtenidos en la cruza BE concuerdan con lo descrito por Watanabe, ef al,
1989; Zito, 1982; Rodriguez-Amaiz y Hernandez 1994; Shahin, 1934; Chung, ef af, 1996, quienes
reporian a OFD como un promutégeno, por lo que se requiere la activacion metabolica para observar

su efecto.




TABLA 1. 1 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA EN EL ALA DE
Drosophila (SMART Y U DE MANN-WHITNEY)

Cruza: hembras fr3/TM3,Bd(S) x machos mwh/mwh. (E)
Orto-fenilenediamina

Frecuencia de manchas o clones por alas { Nomero
de manchas por ala) Diagndstico estadistico®
Compuesto Node | Manchas | Manchas | Manchas | Manchas
[ien uM | Moscas | sencillas grandes | gemelas totales
(1-2 células) | (>2 células)
M=200 | m=500 | m=500 | M=200

a-1) Prueba SMART

Testigoagua | 118 | 0.78(32) | 0.42(14) | 0.02(2) | 0.92 (108)
0.0
0.6 60 | 0.77 {46y | 0.10( 6 | 0.05( 3)i | 0.92 (55
10 56| 0.75(42) | 0.08( 5r | 0.02( 1)i | 0.86 (48
2.0 58 | 0.83(48)- | 0.07(4) | 0.0 (0)i| 0.90(52

a2) Pruebade U de Mann-Whitney

06 60 ] 0.77(46)- | 0.10{ 6)- ] 0.05( 3) | 0.92 (55+
10 56 | 0.75(42) | 0.09( 5 |0.02( 1)-| 0.86(48)-
20 58 | 0.83(48) | 0.07( 4} 0.0 (0)| 0.90(52

Para SMART: Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Woergler, 1988: donde
+= positive; - = negafivo; w = débil positiv; | = no concluyente. m = factor de mulfiplicacion.
Nivel de probabifidad: o = B = 0.05. Prueba estadistica de una cola.
Paraia prueba de U: - = negativo con 95% de confianza ( Frei y Wargler, 1995)

i3
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TABLA 1. 2 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA EN EL ALA DE
Drosophila (SMART Y U DE MANN-WHITNEY)

Cruza: hembras ORR(1); ORR(2):r3/TM3, Bd{S) x machos mwh/mwh. (BE)
Orto-fenilenediamina

Frecuencia de manchas o clones por alas ( NOmem
de manchas por ala) Diagndstico estadistico*
Compuesto No.de | Manchas | Manchas | Manchas | Manchas
[]en uM | Moscas | senclllas grandes | gemelas totales
{1-2 células) | {>2 células)
M=200 | m=500 | m=5.00} M=200

b-1) Prueba SMART

Testigoagua | 97 | 0.56(54) | 0.13(13) [ 0.08( 8 [ 0.77(75)
0.0
0.6 75 ] 085(64)+] 07(5- [001(1)] 083(70)-
1.0 55 084 (46)+ | 013(7) |0.02{ 1} 0.98(54)-
20 56 | 0.62(35) | 0.21(12)- | 0.00( 0)- | 0.84(47)-

b-2) Prugba de U de Mann-Whitney

06 75 | 0.85(64F | 07(5)- |001({ 1)-] 0.93(70)
10 55 | 0.84(46) | 0.13(7) | 002( 1)-| 0.98(54)
2.0 56 | 0.62(35) | 0.21(12)- | 0.00( 0 | 0.84(47)-

Para SMART; Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wilergler, 1988: donde
+= positivo; - = negative; w = débil positive; i = no concluyente. m = factor de multiplicacion.
Nivel de probabifidad; o = B = 0.05. Prueba estadisfica de una cola.
Parala prueba de U: - = negativo, * positivo con 95% de confianza {Frei y Wiirgler, 1995)
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MANCHAS POR INDIVIDUO

Graf.1 O-FENILENEDIAMINA CRUZA E
Frecusncia de tipos y tamafios de manchas por individue

1.5 rf
1.4
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Gréfica 1. Se muestra la frecuencia de los tipos y tamafios de manchas por individuo encontradas
en organismos de la cruza E que fueron expuestos a 0.6, 1 ¥ 2uM de OFD sin oxidar, asl como al
testigo negativo (H20). Se encontraron resultados negativos para todos los tipos y tamafios de
manchas en todas las concentraciones utilizadas,

BANCHAS POR INDIVIDUO
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Graf. 2 O-FENILENEDIAMINA EN CRUZA BE

Frecuentia de tipos y tamafios de manchas por Individuo
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Grifica 2. Se muestra la frecuencia de los tipos y tamafios de manchas por individuo enconiradag
en organismos de la cruza BE que fueron expuestos a 0.6, 1 y 2uM de OFD sin oxidar, asi como al
lestigo negativo (H20). Se encontraron resultados positivos para manchas pequedas en las dos
primeras concentraciones de OFD utilizadas.
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OFD OXIDADO

Con OFD oxidado en la cruza E, el efecto genotoxico se encontrd positivo en manchas
pequefias y totales sélo 2 0.6 uM. Los resultados son no concluyentes a 1 uM, lo cual puede
deberse a que |a toxicidad de esta amina oxidada produjo un nimero muy bajo de individuos, que no
permite tener un resultado definido (Tabla 1.3 ¢-1; Graf.3). Asi mismo, es importanie recordar que en
la concentracion de 2 pM para esta cruza, no se obtuvieron organismos suficientes para realizar la
prueba SMART, debido a la toxicidad del compuesto oxidado y a la sensibilidad de ésta cruza. Sin
embargo, el primer resultado confirma gue la oxidacién de OFD es requisito para un observar efecto
genotdxico, ya que aln en la cruza E a 0.6 uM se observa dafio, comportandose como genotoxico,
a diferencia de los resuftados obtenidos en este cruza con OFD sin oxidar (Tabla 1.1) (Watanabe, op
cit.; Zito, op.cit). Por ofra parte, se encontraron resultados no conciuysntes en manchas gemelas
para ambas concentraciones, para discemir estos resultados se aplict la prueba de U de Mann-

Whitney.

Al aplicar la prueba de U se encontrd que, al igual que en la prueba SMART, solo se
obtuvieron resultados positivos para manchas pequefias y totales para la concentracién de 0.6 uM
con un 99.9% de confianza. El resto de los tratamientos resuftanon negativos para todos los tipos de
manchas. Estos resultados, si bien, no nos permiten tener una vision clara del efecto de OFD
oxidado en la cruza E, si da indicios de que la oxidacidn es un requisito clave para obsefvar un
efecto genotdxico, siendo este de tipo: mutacién puntual, no-disyuncion o recombinacion en mitosis

(Tabla 1.3 ¢-2). Asi mismo, estos resuitados, también nos permite decir que | compuiesto, producto
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de la oxidacion del OFD, es altamente toxico para esta cruza. Los resultados negativos obtenidos a 1

uM se deben probablemente at niimero de individuos analizados.

Al exponer a la cruza BE a OFD oxidado, se encontrd lo siguiente: hay efecto genotoxico
para manchas pequefias a 0.6 uM, ast como para pequefas y fotales a 2 pM. El efecto encontrado
para esla amina oxidada, en ta misma cruza, no fue solo para manchas pequefias como ocuié con
el OFD sin oxidar, sino también en manchas totales {Tabla 1.4 d-1} y Grafica. 4). Este resultado
indica que, este compuesto previamente oxidado in vifro, pudo ser ademds activado por el citocromo
P450, produciendo un mayor nimero de resultados positivos (Watanabe, op. ct.; Zito, op. of.;
Rodriguez-Amaiz y Hemandez, op. cit.; Shahin, op. ¢if; Chung, op. ¢if). Con 1 uM los datos amojaron
un resultado no concluyente, esto debido probablemente al bajo nimero de individuos que se

obtuvieron en esta concentracion.

Con la prueba de U de Mann-Whitney se observaron los mismos resultados con un 95 y 99%
de confianza, excepto para las manchas totales para 0.6 uM donde se cbtuvo un resultado negativo.
Al chservar los resultados, encontramos no solo resultados positivos para manchas pequeias sino,
también para manchas totales, a diferencia de lo obtenido con OFD sin oxidar para esta cruza, lo
anterior podria indicar un efecto acumulativo de la oxidacién con la expresion constitutiva del
citocromo P450, ya que la modificacién de esta molécula por estos dos factores, podria estar

favoreciendo la interaccién de OFD activo con ef DNA (Tabla 1.4 d-4).

Cabe mencionar que respecto a los resultados negativos encontrados en la concentracién de

1 uM de OFD oxidado para esla cruza, originalmente se pensd en un emor metodolbgico, sin
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embargo, se observo et mismo patrén de mortalidad en esta concentracion en los tres experimentos
independienles. Segun los resultados obtenidos en ia tabla 1.3 y 1.4, se observa que tanto para la

cruza E como para la BE hay un mayor efecto toxico del OFD oxidado.

Al parecer en la concentracion 1 uM desciende le nimero de individuos para ambas cruzas,
sin embargo en la cruza BE se vuelve a incrementar ef numero de organismos en la concentracion

de 2 uM, misma que en E resulto totalments letal.

Estos resultados solo podrian ser explicados par la hipotests planteada para la tablz 1.2, en
donde en la tercera concentracién, se induce la expresitn de proteinas de estrés que ayudarian a la
destoxificacion, favoreciendo !a sobrevivencia. Sin embargo, como en éslos tratamientos se emplea

el OFD oxidado, si se presenta efecto genotéxico.
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TABLA 1.3 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDQS EN LA PRUEBA DEL ALA DE
Drosophila (SMART Y U DE MANN-WHITNEY)

Cruza: hembras fir3/TM3, Bd(S) x machos mwh/mwh, (E)
Orto-fenilenediamina + Hz20; al 6% 1:1

Frecuencia de manchas o clones por alas { Numero
de manchas por ala) Diagnostico estadistico*
Compuesto No.de | Manchas | Manchas | Manchas | Manchas
[Jen .M Moscas | sencillas grandes | gemelas totales
1-2 céiudas) | (>2 células)
M=200 | m=500 { m=500 | M=200

c-1) Prueba SMART
Testgoagua | 118 | 0.78(92) | 0.12(14) | 0.02(2) | 0.92(108)
0.0
0.6 48 [ 1.38(65+ | 0105 [002( Nl 148(71)+
1.0 10 1.0 (10 § 010(1)- [o040( Ni] 1.20 (12

c-2} Prueba de U de Mann-Whitney

0.6 48 [1.38(65™] 0.10(5) |0.02( 1) [1.48(71™
10 10 | 1.0 {10y | 0.90( 1) | 030( 1) | 1.20 (12

Para SMART: Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wiergler, 1988: donde
+= positiv, - = negativo; w = débil positivo; 1 = no concluyente. m = factor de muffiplicacion.
Nivel de probabilidad: ¢ = 3 = 0.05. Prueba estadisfica de una cofa.
Para la prusba de U: - = negativo; **" positivo con 99.9% de confianza, (Frei y Worgler, 1935).




TABLA 1.4 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DEL ALA DE
Drosophila (SMART Y U DE MANN-WHITNEY T)

Cruza: hembras ORR(1); ORR{2); fir3TM3, Bd(S) x machos mwh/mwh, (BE)
Orto-fenilenediamina + Ha 0, al 6% 1:1

Frecuencia de manchas o clones por alas { Nimero
de manchas por ala) Diagndstico estadistico
Compuesto Node | Manchas | Manchas [ Manchas | Manchas
[len pM | Moscas | sencillas grandes | gemefas totales
(1-2 ctlutas) | (>2células)
m=200 m=500 | m=500] m=200

d-1) Prueba SMART

Testigo agua 97 0.56(54) | 013(13) | 0.0B{ 8) | 0.77(75)
0.0
0.6 59 | 0.92(54)+ | 012(7) | 0.00{0)- { 1.03 (61w
10 20 0.8 (16% | 0.05{1)F | 0.05(1)- | 0.9 (18)-
20 39 1.03(40+ | 010(4) 0.08{ 3| 1.21(47)+

d-2) Prueba de U de Mann-Whitney

06 59 | 0.92{54 | 0.42(7r | 0.00(0F | 1.03(61}
1.0 20 | 0.8 (16 | 0.05(1)} | 0.05(1) | 0.9 (18)
20 39 | 1.03 ({40 | 0.10(4)y | 0.08( 3)- | 1.21 (47}

Prusba SMART: Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wilergler, 1988: donde
+= positivp; - = negativo, w = débil positivo, i = no concluyente. m = factor de multiphicacion.
Nivel de probabilidad: e = B = 0.05. Prveba de una cola.
Prueba de U: *, ** positivos con 95% y 99% de confianza, respectivamente (Frei y Wilrgler, 1995).

40
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Graf. 3 O-FENILENEDIAMINA OXIDADO CRUZA E
Frecuancia de tipos y tamafios de manchas por individuo
I i
13
1.2
11

0.0 uM
oos um
010 uM
020 uM

0g
[T}
0.7
o8
05
[ X
03

02 1

STy

[ANCHAS POR INDMDUD

[+ 33
0 -
Pequsfias Grardes Gemaizs Totakes
TIPO DE [ZAHCHA

Grafica 3. Se muestra la frecuencia de los tipos y tamafios de manchas por individuo
encontradas en organismos de la cruza E que fueron expuestos a 0.6, y 1 uM de OFD oxidado, asi
como al testigo negativo (H20). Se encontraron resultados positivos para manchas pequefias y
totales en |a concentracidn de 0.6 pM OF D oxidado.

Graf 4 O-FENILENEDIAMINA OXIDADO CRUZA BE
Frocuencla de tipos y temafios de manchas por individuo
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Gréfica 4. Se muestra la frecuencia de los tipos y tamafios de manchas por individuo
encontradas en arganismos de la cruza BE que fueron expuestos a 0.6, 1y 2 uM de OFD oxidado,
asi como al tesligo negativo (H20). Se encontraron resultados positivos para manchas pequefias en
la concentracion de 0.6 y 2 1M de OF D oxidado y para machas lotales a 2 uM.
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Basandose en los resultados obtenido de la prueba SMART y de U-de Mann-Whitney en el
presente trabajo, se sugiere que el OFD estaria actuando como agente intercalante, siendo
posiblemente la causa de mutaciones puntuales, no-disyuncion y eventos de recombinacion en
mitosis, que eventualmente serian el origen de algiin proceso canceroso. Estos datos concuerdan
con lo reportado por Chen, et al, 1997, quienes feportan que OFD y algunos de sus derivados
producen reversiones por mutaciones puntuales en Salmonalia tifimarium TA160. Al examinar olras
lineas encontraron que los tipos de mutaciones puniuales mas inducidas por ésta amina, son
transiciones y transversionesT. Por otra parte, Satedtler, ef &l, en 1999, encontraron un incremento
en el nimero de transversiones G: C > T: A, y formaciones de aductos en el DNA en higado de rata
Big Blue, al exponeria a un tratamiento con un derivado de OFD, via oral por 26 semana, con dosis

méaximas de 200mg/kg.
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CONCLUSIONES

» Las cruzas E y BE se comportaron segiin lo esperado frente al agua v al uretano, por lo que
confima la presencia de los marcadores genéticos en cada una de las cruzas,

» EIOFD sin oxidar actda como promutagenc, ya que no mostré efecto genotoxico positivo en la
cruza E con las concenlraciones empleadas, confirmando asf o reportado para éste compuesto
en la prueba de AMES.

+ E OFD oxidado se comporta como mutageno directo, observado efecto genotaxico positivo atin
en la cruza E que no cuenta con una expresién constitutiva del citrocromo P450.

« La activacion metabdlica del OFD por el citocromo P450, es un factor que interviene en el efecto
genotdxico positivo de esta amina. Lo anterior se confima con los resultados positivos obtenidos
enla cruza BE tratada con OFD sin oxidar.

« Segun lo observado en ambas cruzas, la oxidacion in vitro de OFD incrementada Ia toxicidad de

esta amina.
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PROPUESTAS

Se sugiere que se realice el andlisis de la induccion de las proteinas de estrés en larvas
tratadas con OFD oxidado en las concentraciones de 0.6, 1y 2uM en las cruzas E y BE, con Ia
finalidad de evaluar su participacion en los resultados oblenidos para este bloque de experimentos

en ¢ presente trabajo.

Se propone realizar mayor investigacion tanto epidemiologica como experimental en México,
acerca del efecto genotoxico de compuestos puros o de la mezcla de uso comercial, con la finalidad

de informar a ia poblacién de los posibles riesgos que liene al exponerse a estos compuestos.
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