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EVALUACiÓN DEL EFECTO GENOTÓXICO DE ORTOFENILENEDIAMINA EN Drosophi/a 
me/anogaster UTILIZANDO LA PRUEBA SMART EN CRUZAS E Y BE 

RESUMEN 

La ortofenilenediamina (OFD) en una amina aromatica ulilizada como colorante intermediario 

en tos tintes permanentes para cabello. Estudios epidemiológicos muestran una importante relación 

entre el uso de tintes y el desamollo de diferentes tipos de cáncer. Asl mismo, estudios 

experimentales han demostrado la penetración por piel de algunos componentes de los tintes. Sin 

embargo, en bioensayos a corto y a largo plazo, se han encontrado resultados contradictorios para 

este compuesto. Para contribuir con información sobre el efecto genotóxico positivo o negativo de 

esta amina, se aplicó la Prueba de Mutación y Recombinación Somática SMART en ala de O. 

me/anogaster. Se probaron tres concentraciones oxidadas 1:1 con H,o, al 6% (o) y sin oxidar (slo) 

(OFD 0.6, 1.0 Y 2.0 ¡tM), empleando las cruzas Estándar (E) y Bioactivación Elevada (BE) de 

manera simultánea en tres ensayos independientes con tres repeticiones cada uno. Las 

concentraciones de 0.6, 1.0 Y 2.0¡tM de OFD(slo) utilizadas en la cruza E, resultaron no genotóxicas 

para todas las categorias de manchas. Se encontraron resultados positivos en varias 

concentraciones de OFD(o) en ambas cruzas; y en la cruza BE(slo). Por lo que se concluye que: el 

OFD sin oxidar actúa como promutágeno, ya que solo se muestra efectos en la cruza BE. El OFD 

oxidado se comporta como mutágeno directo. La activación del OFD por el citocromo P450, 

incrementa el efecto genotóxico de esta amina. 
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EVALUACiÓN DEL EFECTO GENOTÓXICO DE ORTOFENILENEDIAMINA EN 

Drosophi/a me/anogaster, UTILIZANDO LA PRUEBA SMART EN CRUZAS E Y 

BE", 

INTRODUCCiÓN 

El extraordinario desarrollo de los productos quimices en el área fanmacéutica, agricola e 

industrial, ha ocasionado en los últimos años un incremento a corto, mediano y largo plazo, en el 

riesgo de intoxicación en el hombre, Bajo este contexto, la Toxicologia, ha desarrollado diversos 

métodos para evaluar los daños que dichos compuestos pudieran causar sobre el organismo 

humano (Loomis, 1982), La genética toxicológica es el área que se encarga de analizar el efecto de 

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

la interacción del DNA con el xenobiótico, hasta la expresión fenotípica del daño. (Vogel, 1991). 

A través de estudios epidemiológicos de diversos cuadnos clinicos, se ha detenminado que 

algunos agentes quimicos, pueden estar relacionados cen enfenmedades cuyo origen está en la 

alteración del material hereditario. A estos últimos se les ha denominado agentes genotóxioes, y 

pueden traer como censecuencia una mutación hereditaria o infertilidad cuando afecta a células 

genminales. En el caso de que el daño sea sobre células somáticas, éste no se verá reflejado en las 

siguientes generaciones. Si embargo, cuando la alteración se da en etapas tempranas del desarrollo 

de un organismo puede afectar su fonmación, y si el daño se presenta cuando el organismo ya es 

adulto, puede ser el origen de procesos malignos cerno muerte celular o cáncer (Vogel, op cit). 
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Los agentes genot6xicos, se pueden dividir en: directos, que interactúan con el 

material hereditario alterando la estructura o secuencia del ADN. Y los indirectos o 

promutágenos, los cuales requieren ser activados metabólicamente para tener efecto 

genot6xico (Fig.l J. 

METABOLISMO DE FÁRMACOS( Fig.1) 

CONJUGAOOS DE 

SEGUNDA FASE tz: 

/' 
~ -" Acroos 

FENOlES MERCAPTURICOS 

~,:::~T:s OIOLE~ I ~ 
.fi MO PAUTAGENO ~ RNA 

PROMUTAGENO :> + RNA ~ 
OIRECTO .PROTlINA PROTErNA 

MO~ ~ 
CARCINOGENO CARCINOOENO 

rNMEDIAT01 ~ INMEDIATO 2 

MO: MONOXlcrNAM 

aH: IPOXIDO UIDRATASA 

Tr: TRANIIl'lRAlAlJ 

ONA 
~ 

INICIO DEL 
---c> REPARAcrON 

TUMOR 

~ 
DEL OHA 

CANCER SUPRESION -->- tNMUNOLOGICA 

Flg.1. Se muestran las dfferentes rutas que puede seguir el metabolismo de un 
xenobkltico, observando reacciones de oxido-reducci6n (Fase 1) y de conjugación (Fase 11). Las 
flechas en color verde indican las vias mediante las cuales el compuesto puede ser eliminado sin 
ocasionar ningún daño en el organismo. Las flechas de rolor rojo indican como el metabolismo 
participa en la activación de algún xenobiotico provocando efectos tóxioos o genotóxioos en el 
organismo (Foye, 1991). 
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TINTES 

Uno de los agentes ambientales que se han asociado con el origen de diferentes tipos de 

cáncer son los tintes para cabello. Estos se pueden dividir en tres clases: temporales, 

semipermanentes y permanentes, diferenciándose entre si por el tipo de pigmento utilizado, el modo 

de aplicación, el color resultante y la permanencia del mismo, siendo el mas frecuentemente 

utilizado el permanente. Este último tiene un sistema de aplicación muy especifico, el cual consiste 

en la oxidación de colorantes intermediarios con peróxido de hidrógeno con lo que se logra 

blanquear la melanina y una mejor fijación del tinte. Dentro de los intermediarios primarios se 

encuentran el p-fenilenediamina, la ()-fenilenediamina, la p-toluendiamina y el amino fenal, los cuales 

al ser oxidados forman benzoquinona iminas, coloreando por si mismas o al conjugarse con otros 

colorantes (acopladores). Los acopladores pueden estar basados en un anillo de benceno, en 

sistemas de anillos múltiples o, sistemas heterociclicos, y requieren la sustitución de grupos en la 

posición 1, 3. Los acopledores mas frecuentemente utilizados son: el resorcinol (colores verde y 

café) o 1-naftol (colores violeta y azul) y otros 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, el al, 1997). 

Al realizar estudios epidemiológicos a personas que padecen algún tipo de cáncer, se ha 

encontrado una correlación significativa entre el empleo de tintes para cabello y el desarrollo de la 

enfermedad. Basándose en dichos estudios se ha planteado, que el empleo de tintes para cabello 

incrementa el riesgo de desarrollar cáncer como: linfoma de tipo n()-Hodgkin, mielóma múltiple 

(Cantor, el al, 1988; Brown, el a/1992; PealCe y Bethwait, 1992; Thun, ef al, 1994; Harrinton, el al, 

1994; Skov y Lynge , 1994), sarcoma de Kaposi (Hardell, ef al, 1987), de vejiga y pulmón (Skov, e/ 
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al, 1990), de glándula salival (Spilz, el 81, 1990), leucemia linloeitica crónica (Cantor, op eff; Thun, op 

cil) de ovario (Tzonou, el al, 1993; Boffetta, el al, 1994) y efectos teratológicos (Vandemmia, el al, 

1992). 

Sin embargo se han obtenido resultados contradictorios o negativos en melanoma cutáneo 

maligno (Ostenind, el al, 1988), anemia plástica (Shibata, el 81, 1990; Grodstein, el 81, 1994) cáncer 

de mama (Nasea, el 81, 1992., Koenig, el 81, 1991), cáncer de Willms en niños (Olshan, el al, 1993) 

y con el cáncer en bajo tracto urinario (Nomura, el al, 1989). Dichos resultados se han encontrado 

principalmente en: obreros de las empresas que elaboran el tinte, en estilistas y aún en usuarios, por 

lo que se plantea una controversia epidemiológk:a en la relación cáncer-tinte (Caldilz, (994). 

Por otra parte, se han realizado análisis experimentales, tanto con tintes completos como 

con compuestos puros, encontrando lo siguiente: Dentro de los estudios realizados con la mezcla 

completa se observa que, al aplicar la prueba de Ames en diversas marcas de tintes, del 50% al 89% 

resultaron positivos, teniendo como caracteristica importante, que al ser oxidados y activados 

metabólicamente, incrementaba su nivel de genotoxicidad (lito, 1982; Watanabe, el 81, 1990; 

Ferguson, et al, 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 el al, 1991; Sardas, el al, 

1997). También se encontraron resultados negativos en pruebas con roedores, micronúcleos, ensayo 

cometa e intercambio de cromátidas hermanas (Wang el al.,1991 y Sardas el al,1997) En otro 

estudio de teratogenicidad, se obtuvieron resultados negativos al probar la mezcla completa, 

(Bumett y Goldnthal, 1988). 
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De igual fonna, al exponer a perros, ratas, ralones, conejos, monos e incluso a humanos a 

tintes o a alguno de sus componenles, empleando diversos prolocolos, se encontró que: Los 

componentes del tinte son excretados por la orina y en un grado menor en las heces. El porrentaje 

de melabolilos encontrados fue de 0.1 a 2% de la canlidad aplicada. Aún después de 6 h de 

aplicación, pennanecen 0.02 ppm del compueslo en sangre. De 5 a 10% pennanece en la región 

aplicada, aún después del uso de shampoo. Se calcula que 4 a 6 mg del tinte es absorbido por el 

cuero cabelludo durante el proceso de aplicación. (Jouhar, 1982; Bumett, 1987; Sardas, el al, 1997). 

Se elimina 1 a 5% del compuesto cuando de aplica con base en agua y menos del 0.13% del 

compuesto cuando se aplica en base peróxido (Kiese, el al. 1968). 

ORTOFENILENEDIAMINA 

Uno de los colorantes intennediarios en el proceso de teñido y de interés en el presente 

trabajo, es el orto-fenllenediamina (OFD), (Fig. 2), a este compuesto se le conoce también como 

orto-diaminobenceno, cuya fonnula es CoH,N" con un peso molecular de 108.14 en proporción de e 

66.64%, H 7.46% Y N 25.91 %. Puede ser reducido por o-nitroanilina, con Zn y NaOH. Fonna 

cristales amarillos, es poco soluble en agua y libremente soluble en alcohol, clorofonno y éter. La 

LD50en ratas es de 600 mgJkg (Windholz, el al, 1995). 



cr
NH

' NH, ,'" 
~ 

1,2-FENILENEDIAMINA 

Figura 2. orto-fenilenedlamina 

6 

Dadas sus caracteristicas quimicas, el OFD podría ser melabolizado, en la región amino por 

el cilocromo P450' y/o por la Monoamino oxidasa (MAO)' formando hidroxilaminas aromálicas 

(Fig.3). (Foye, 1991; Avendaño, 1993; Chiapella, el al, 2000). 

C.P450 
R-NH2 ------ R-NHOH 

MAO 
1 R-CH2-NH2 + 02 --- R-CH=NH + H202 

(Hidroxilamina) 

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

1 El dtocrorno P450, es un Ilemoproteina férrica qua loma el Ü'1 molecular para oxkfar. Forma parte do una famiia de 
isoenzmas capaces de ser Inducidas. ruyo mecanismo de acdón se realiza de la siguiente manera: 

RH +02+NAOPH +H---ROH +Hi)+ NAOP·{Foye, opcif). 

2la MAQ cataliza la desaminación de aminas a a!dehldos en presencia de oxigeno proveniente de HiJ. se enwentra en 
higado, riñones. intestino y el tepoo nermso. Contiene fIavina como grupo prostáti:o. 
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la hidroxilaci6n del anillo aromático del OFD, lo realiza la Monooxigenasa 

(Oxidasa de función mixta) y el cnocromo P450, teniendo como intermediario al Epóxido 

(Oxido de arilo). Este compuesto es una molécula muy inestable que se convierten de 

manera espontánea a fenol, o enzimáticamente, por la ep6xido hidratasa a 1,2-dihidrodiol 

(de configuración /rans), que se deshidrogena convirtiéndose en 1,2-difenol. los 

ep6xidos, además son susceptibles a conjugaci6n con ácido glucorónico y forman N-

grucor6nidos, que son ya excretados por orina y por la bilis (Foye, 1991). Además del 

glutati6n, el epóxido activado puede interaccionar con otras macromoléculas como son 

proteínas y ácidos nucléicos, siendo ésta la base molecular para interpretar su posible 

efecto gen0t6xico (Fig.3) (Foye, 1991; Aevendano, 1993; Chiapella, e/al, 2000). 

ACTIVACION DE OFD /n v/va 

~ HOH a:=:-o . "HI "H. --(j0H NH. ;. .........,. &, .. "' .. ,,""~,u ~_ "H. 

Aralnltlc. II\II!IO QH 
Hldt1lxlbmll1Gl CIIuaua:u l-~ . 

q": NH, _ .. 

NH. I ..-. 

Gr
NH' ~ ,~':. NH, NH 

I """ "";.:..............,. eX" ' 
~ NH "~J. = ~l 

I s.GlutIIt!6n ,- 9:""' 1 ~_1IPh*U 
1,)...a-~ 011 ')_~ E __ 

otI cmdgondr6ncn. .... 

FIg.3. Esquema de la, rutas malaboOcas do OFO, tomado do Foyo, 1991 y Avendaño, 1993. La. 
maleadas señaladas de color anaranjado, son las que podrlan estar interactuando con el DNA. 
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La oxidación previa de OFO estaria acelerando la formación de hidroxilaminas aromáticas, 

uno de tos compuestos activos que podrian interactuar con el ONA. 

La mayor concentración y actividad de las enzimas que participan en el metabolismo de 

OFO, se localiza en el higado, sin embargo, se ha demostrado la actividad de éstas en pulmón, 

riñón, intestino, nódulos linfáticos, piel, médula 6cea, tejido nervioso, tracto gastrointestinal, 

glándulas mamarias, ovario y lesticulo (Centro Panamericano, 1988; Foye, 1991; Avendaño, 1993). 
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ANTECEDENTES 

El OFD forma parte del grupo de aminas nitroaromáticas, las cuales han sido evaluadas 

como compuestos puros y algunos de sus derivados, reportándose como mutagénicos y 

cancerigenos en la mayoria de las pruebas. Particularmente los compuestos po, m- y o

fenilenediamina, asi como sus derivados con radicales metil, nitro, cloro, Huor, y diaminototueno, se 

han encontrado positivos en la prueba de Ames (Salmonella typhimurium), incrementando su 

genotoxicidad, al ser oxidados y activados mebólicamente (Wild, el al, 1980; Watanabe, el al, 1989, 

1990; C.I.R.E.P.S (U.SA), 1992; Shahin, 1994; Chung, el al, 1995; 1996). 

Se han realizado pruebas citogenéticas, en donde se ha detectado un incremento de las 

alteraciones en el ONA, al exponer a linfocitos humanos, al OFD. (Cebulska, el al,1998). En cuanto a 

los resultados de la prueba en células del ovario de hamster chino, para compuestos puros po, m- y 

o-fenilenediamina, asi como algunos de sus derivados, se encontró que a diferencia del radical nitro, 

el resto de los compuestos analizados, resultaron positivos en esta prueba (Chung, el al, 1995; 

1996). Suter, el al, en 1996, realizaron una prueba in vivo, de cáncer en ratón, resultando positivo el 

<k:loro-o-fenilenediamina, para cáncer de vejiga, y el 2,4-diamino tolueno para higado y glándulas 

mamarias. Por otra parte, al realizar la prueba de SMART en el ojo, a compuestos derivados de o- y 

p-fenilenediamina, se encontró que el más genotóxico es el 4,<Hlxidianilina. Por medio de este 

mismo trabajo, se determinó que el o- y el m-fenilenediamina, tiene mayor efecto mutagénico que el 

p-fenilenediamina. (Rodriguez-Amaiz y Hemández, 1994). Batiste-Alentom, el al, 1995, ulilizando 

tres ensayos de la prueba SMART, encontraron que el PFO a 10mM presentaba efecto muta9énico. 
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Cabe mencionar que, según el grupo radical en el C5 ó C6, es la genotoxicidad que 

presentan. Los radicales cloro, nitro, metoxi y Huor, son mutagénicos aún sin ser activados en la 

prueba de Ames. Se ha determinado que los compuestos biciclicos son más genotóxicos. 

(Rodriguez-Amaiz y Hemández, op. cd.; Shahin, el al; Chung, el al, op. cd.). 

Al realizar una evaluación de teratogenicidad, se encontró que el 2-Nitro-p-fenilenediamina, 

incrementa significativamente el porcentaje de las malformaciones en fetos en una dosis de 160 

mglkg/dia y superiores. Para el caso de la 4-Nitro-o-fenilenedamina, se encontró efecto teratogénico 

a una concentración de 256 mglkg/dla, resultando ser el corazón, el órgano que más alteraciones 

presenta. El 2,5-Toluenediamina sulfato no resultó teratogénico (Mar1<s, el al, 1981). Al realizar una 

prueba de teratogenicidad a un derivado de p-denilenediamina, se obtuvo un resultado negativo, 

tanto en las madres como en los fetos (Bumett, el al, 1986). 

Se han realizado trabajos en sistemas vegetales, particularmente en Tradescanlia, donde 

han encontrado que el ()- m- y p-fenilenediamina, son promutágenos y muestran diferente potencia 

mutagénica, siendo ésta de 5.6, 1.43 Y 0.46 respectivamente (Gichner, el al, 1994). Asi mismo, en 

sistemas vegetales como: Persea americana, Zea mays y Tradescanlia, el OFD ya ha sido empleado 

como testigo positivo para determinar una respuesta de estos sistemas a promutágenos (Gichner y 

Velerminsky, 1999). 



11 

Otros compuestos empleados en tos tintes para cabello, similares al OFD son el He Blue 1, 

2 Y He Red 3, han sido valorados con la prueba de Ames dando resultados positivos (Bumett, 

1987) sin embargo solo el He Blue 1 resulta cancerigeno en ratas. En otra prueba con hepatocitos 

realizada a este último compuesto se te detenminó como un potente inductor de aberraciones 

cromosómicas, por otra parte se observó que induce significativamente la fonmación de micronúcleos 

en médula ósea de ratón. Sin embargo, en un ensayo de reversión con Salmonella typhimoriuml E. 

co/i y un ensayo de mutaciones progresivas de linfoma de ratón los resultados muestran que He 

Blue 1 no es mutagénico en la prueba de Salmonella y lo es débilmente en ratón cuando está 

activado con el sistema microsomal (Overly, 1990). En cuanto a las ami nas nitroaromáticas se 

reportan con efecto de toxicidad sistémica, observando claro efecto en riñón y en otros órganos 

(Barquia, 1988; Ufshits, el al, 1993). 

A pesar de todos los resultados positivos, aún existen reportes que muestran un efecto 

negativo del OFD y sus derivados. En cuanto a la toxicidad en células de mamiferos, en 

micronúcleos en médula ósea y linfoma de ratón, Kerckaert, el al, 1998 obtuvieron resultados 

negativos en estas pruebas. En ensayos a largo plazo en conejos y roedores, BumeH el 81, 1977 Y 

BumeH y Goldenthal, 1988, encontraron resultados negativos para dichos ensayos al analizar aminas 

nitroaromáticas. Por lo anterior es necesario realizar más estudios para definir la acción mutagénica 

positiva o negativa de estas aminas aromáticas. 
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BIOENSAYOS A CORTO PlAZO 

Los estudios epidemiotógicos han demostrado ser muy eficientes para determinar ta relación 

de enfermedades con sus probables causas, permitiendo tener en el ámbito c1inico una guia para el 

diagnóstico y prevención de las mismas. Sin embargo, no son totalmente confiables, ya que no se 

puede determinar la dosis y el periodo aproximado de exposición al factor de riesgo, ni controlar las 

actividades y hábitos 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 temporal entre el 

momento de exposición al factor de riesgo y la manifestación clínica, lo que impide en un momento 

dado, relacionar a la enfermedad de interés con dicho tactor. 

Ante tales circunstancias, se ha tenido la necesidad de diseñar modelos experimentales para 

el estudio de posibles agentes mutagénicos, directos o indirectos, dentro de estos se pueden 

mencionar los Bioensayos a Corto PIa20 (BCP). En dichas pruebas se expone (in vivo o in vitro) al 

organismo, cultivo de células o bacteriófagos, en forma controlada, al agente con efecto genotóxico 

sospechoso. Para obtener el mayor beneficio de estas pruebas se requiere interpretar de manera 

cuidadosa los resultados, tomando en cuenta las diferencias de susoeptibilidad entre las especies y 

las concentraciones aplicadas (Vagel, 1991). 
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Las pruebas a corto plazo deben de cubrir los siguientes requisitos (Vogel, 1991): 

a) La presencia de un sistema de activación (in vffro o in vivo) para la detección de 

promutágenos. 

b) El uso de un sistema indicador sensible con el cual se pueda medir el daño genético inducido 

por el agente genotóxico. 

c) Un efecto genético bien definido (Daños primarios o secundarios al DNA). 

Drosophila melanogaster 

Ha sido uno de los modelos experimentales utilizados en Bep, dadas sus caracteristicas: Es 

un organismo eucariota, pluricelular, presenta genes implicados en el metabolismo de xenobióticos y 

en la reparación de daños al ADN, homólogos al de los humanos (Russell, 1998). Se conoce todo su 

genoma. No se requieren grandes inversiones para su mantenimiento y gracias a que se obtiene un 

gran número de organismos por generación, se puede realizar un análisis estadistico confiable. 

(Fig.4) 

.. ~ .. 
I~ 

-1-
Fig.4 Drosophila me/anogaster 
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Tiene un ciclo de vida corto que va de 10 a 12 dias a 25'C, con estadios de desarrollo bien 

definidos, esta caracteristica pennite analizar dosis crónicas, agudas y fraccionadas de manera 

controlada. Su ciclo de vida inicia con la ovoposición, a las 24 horas eclosionan las laNas que pasan 

por tres 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, mientras que las hembras tardan 

de 10-12 horas. Durante la fase laNaria la ingestión de alimento es continua, llegando a consumir de 

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

PRE·PUPAI PUPA 

(4 dias) 

HUEVO (1 dial 

\ 
~ . j LARVA (1 dial 

~~ Primer estadio 
LARVA ~ .. ~>, . / . 

(2 diasl '. "~ •. ~ ~ ". 
Tener estadío "-. ---_,,-V LARVA (1 dla) Segundo estadío 

CICLO DE VIDA DE Drosophila melanogaster 

Figura 5. Se muestran los estadios del ciclo de D. melanogastar, así como la duración de cada uno de ellos. 
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Las larvas de D. melanogaster tiene dos linajes eelulanes, el larvario y el imagal (discos 

imagales). El primero está implicado exclusivamente con el desarrollo de la larva y su fisiologia, 

mientras que los discos imagales, son bolsas epiteliales que penmanecen indi/enenciadas durante el 

estadio embrionario. En la metamorfosis los discos se aelivan y di/enencian para /onmar las 

estnucturas partieulanes del cuerpo del adulto, como antenas, ojo, hallerio, patas, genitales extemos, 

etc. (Launence, 1992) (Figura 6) 

DISTRIBUCIÓN DE LOS DISCOS IMAGALES EN LA LARVA 

,-__ lAB1UM ---4-. 

fol."'<:'- HUMERO 
:lÁ~O---- OJOS --~-:!~ 

.}j ¡-'''''''JOO,'' PATAS·---
SEGUNDAS PATAS 

TERCERAS PA~~=== 
HALTERlOS 

Figura 6. Se observa cada uno de los discos imagales presentes en las larvas de D. melanogasfer. as! como 
fas estructuras a las que dar~ origen (lawrence, 1992). 



16 

Dentro de los bioensayos a corto plazo, los discos imagales constituyen un excelente 

material de estudio. Cada uno de ellos, aparece como un primOIdio de 20 a 50 células desde el 

primer estadio lalVario, el número de células por cada disco se incrementa por mitosis hasta el final 

de la fase lalVaria, en la que llega a contener miles de células por disco. De tal manera que, si 

ocurriera un daño genético en una célula de los discos imagales, éste se expresaria en el adulto, 

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

PRUEBA DE GENOTOXICIDAD SMART 

Uno de los bioensayos a corto plazo que ha dado buenos resultados es la Prueba de 

Mutación y Recombinación Somática (SMART), la cual detecta mutaciones puntuales, aneuploidias y 

necombinación mitótica provocadas por la expcsición a diferentes dosis de algún agente químico o 

fisico, utilizando como modelo experimental a Drosophila melanogaster (Guzmán-Rincón y Graf, 

1995). 

La prueba SMART, utiliza dos diferentes sistemas fenotipicos: mutaciones en las células de 

los ojos o en los tricomas de las aJas. Ambos sistemas tienen como fundamento, la pérdida de 

hetenocigosidad de genes marcadores en las células de los discos imagales de las lalVas, que se 

expresan como clones o manchas en las alas o en los ojos de los OIganismos adultos. Al exponer a 

las larvas a un agente sospechoso, si hay daño en el material genético, éste se puede detemninar 

mediante métodos estadisticos, comparando el tipo y frecuencia de manchas en los tejidos, 

correspondientes con la obtenida en OIganismos no expuestos. (Guzmán-Rincón y Graf, op. cit.) 
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SMART en el ALA 

Al utilizar el fenotipo del ala, el ensayo tiene la posibilidad de exponer al tratamiento, a un 

gran número de células de los discos imagales de las larvas, las cuales, posterionmente darán origen 

a un número mayor de células en el estado adulto, aproximadamente 25,000 células por ala. Las alas 

de los adultos estén tonmadas 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 pea, que se tonma por la ocumulación de fibras de actina en la célula. El 

tricoma crece durante la metamorfosis y posterionmente, la célula que le dio origen muere quedando 

la presencia del tricoma en la superficie del ala. De ésta manera puede establecerse la relación 

directa entre el número de tricomas o pelos en los distintos sectores del ala y el número de células 

que la tonman. Todo lo anterior penmite obtener resultados en una generación (Demerec, 1965; 

Garcia y Merriam, 1971; Garcia y Oapena, 1974; Graf, e181, 1984). 

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

(f1r'fTMA3, Bd(S)) y oregon (ORR(1); (ORR(2); f1rJfTMA3, Bd(S)) con los siguientes marcadores: 
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mwh (muftiple wing hairs): Mutación recesiva localizada en el brazo derecho del cromosoma 

3 (J.(J.3). Su expresión fenotipica se observa como un cambio en el número de tricomas por célula 

(2-5), mientras que en el fenotipo silvestre a cada célula le conesponde un solo tricoma. 

flr' (flare): Es una mutación recesiva que se expresa como tricomas mal formados y cortos, 

en forma de flama o roseta de maiz. Está localizada en el brazo derecho del cromosoma 3 pero en 

una posición más próximal a la del anterior (:>-38.8) (Ramos, 1993). Esta mutación en homocigosis 

es letal, sin embargo, las células individuales homocigotas en los discos imagales de las alas, son 

viables y pueden producir dones mutantes en las células del ala del adulto (Graf, el al, 1996). 

Senatia ( Bd(S) ): Para reconocer fenotipicamente a la linea nare, se utiliza este marcador 

dominanIe, que se manifiesta como muescas en los bordes de las alas. Este marcador en 

condiciones de homocigosis también es letal. Se localiza en el cromosoma 3 (:>-92.5) (Ramos, 1993). 

Inversión TM3: Como los marcadores flr' y ( Bd(S)) son letales en homocigosis, la linea flare 

presenta un cromosoma balanceador con inversiones múltiples (TM3) , que evita la recombinación en 

meiosis y permite mantener la linea. De esta forma se mantienen los marcadores letales en 

heterocigosis (Graf, el al, 1996). 

Oregon Or: Este marcador confiere a la linea Oregon una resistencia a DDT y una sobre 

expresión de manera constitutiva de algunos genes de citocromo P450. La contlUción de la linea 

ORR(1); ORR(2); flr'/TM3, Bd(S), ha permitido valorar in vftroel efecto del metabolismo xenobiótico 

regulado por la familia de citocromo P450, que producen la inactivación o activación de 
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carcinógenos, promutágenos y SUS metabolilos, sobre los marcadores mwh y 11r. Esta linea fue 

obtenido al someter a oregon silvestre a selección artificial con DDT (Dapkus y Menrel, 1977 citado 

en Gral y Schaik, 1992 y Delgado-Rodriguez, el al, 1995). Con el objeto de aumentar la sensibilidad 

de la prueba SMART para el ala, FlOlich y Würgler en 1989, reemplazaron el cromosoma 1 y 2 de la 

linea flr'/ TM3, Bd(S) con el de las lineas resistentes al DDT y construyeron la línea ORR (1); 

ORR(2); flr'/ TM3, Bd(S). El gen con mayor resistencia y probablemente una función reguladora está 

en el cromosoma 2 (RsI (2) DDD localizado en la región 43E del cromosoma 2 (2-56.2) que regula 

los genes estructurales del citrocromo P450 localizados en el cromosoma 2 (42D, 43A (Cyp6a2), 

44A, 45C y 51C (Cyp6a8, Cyp6a9)), en el cromosoma 1 y en el 3, algunos de los cuales son 

responsables del metabolismo de xenobióticos. 

Es importante mencionar que el utilizar marcadores localizados en el mismo cromosoma, 

permiten discemir fenómenos de recombinación en la región delimitada por el marcador !Ir' y el 

centrómero o en la región entre los dos marcadores. Como resultado de eventos de recombinación 

puede recobrarse manchas sencillas y gemelas, este último evento es resultado de recombinación 

en el intervalo plÓximo al cenlrómero que es acotado por el marcador !Ir', mientras que las manchas 

sencillas 1Ir' o mwh indican recombinación entre !Ir' y mwh. Por otra parte pueden obtenerse 

manchas sencillas !Ir' o mwh por eventos como mutación puntual, pérdida parcial o total del 

cromosoma 3 o por una no-disyunción, ver figura 7. (Gral, el al, 1984). 
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Agura 7. Se muestran los fenotipos observados en los tricomas de las ajas originados por la pérdida de 
heterocigosidad en los marcadores genéticos empleados en la prueba SMART 

Las cruzas empleadas para la prueba del fenotipo en ala, son la estándar E (hembra virgen 

nr'/TM3, Bd(S) X macho mwhlmwh) y bioactivación elevada BE (hembra virgen ORR(1); ORR(2); 

flr'/TM3,Bd(S) X macho mwhlmwh), esta ultima cruza permite detectar compuestos promutágenos. 

Cabe mencionar que para esta prueba no se emplea la cruza reciproca por que presenta desventajas 

como: un patlÓn irregular de manchas en las alas que dificulta la clasificación, resultados 

inconsistentes y se obtiene menor número de individuos por generación (Graf y Schaik, op. cit.). 
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Las larvas productos de estas cruzas tienen un fenotipo mwh tlr" / mwh' ti'" o 

mwh tlr3' / TM3, &I(S), en teoría en proporcíón 1:1, ambas larvas son indistinguibles pero 

al recuperar adultos, el primer genotipo genera moscas con alas fenotipo silvestre y el 

segundo alas serratia. Los genotipos obtenidos proporcionan diferente infomnación, el que 

presenta fenotipo silvestre, pemnite observar manchas sencillas mwh (Rg.8 A), sencillas 

tlare (Fig.8 B) Y gemelas (Fig.8 C). Sin embargo, los organismos que presentan el 

fenotipo serratia, solo se pOdrán observar manchas sencillas tipo mwh originadas por 

mutación, ya que la presencia del balanceador 1M3, no pemnite la recombinación. (Graf y 

SChaik, op. ci!.; Delgado-Rodríguez, el a/,1994;Graf y WOrgler, 1996). 

F/g.8. FENOTIPO DE LAS MANCHAS ANALIZADAS 

A) MANCHA SENCILLA 
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Una vez que se obtienen las cruzas y las larvas que derivan de ellas, estas últimas 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, tamaño y frecuencia de las manchas, comparándose con las de los organismos 

expuestos al control negativo (Delegada, el al, 1994). 

Se contabilizan las manchas por tipo y tamaño en cada ala y por cada individuo, éstas se 

analizan por medio del programa estadistico (SMART), el cual está basado en una ji-<:uadrada para 

proporciones. Esta prueba permite comparar las proporciones de manchas por ala entre dos 

muestras. El efecto genotóxico se denomina en esta prueba como: positivo, negativo, débil positivo o 

no concluyente (Delegado y Graf, op. cit.). El análisis se realiza por individuo ya que es posible 

encontrar algunos organismos especialmente sensibles en los cuales el efecto se expresa de forma 

marcada, mientras que otros no muestran daño alguno. 

La prueba de SMART ha mostrado grandes ventajas, como lo son, su alta sensibilidad, el 

modelo tan accesible que utiliza y el costo de inversión que representa. Esta metodología tiene 

como respaldo la detección de más de 400 compuestos, incluyendo tanto mezclas como compuestos 

aislados, es muy fácil de aplicar y de gran utilidad por la enorme demanda de este tipo de estudios a 

diversos compuesto quimicos que se introducen periódicamente a la vida cotidiana (Vogel, el al, 

1999) 
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JUSTIFICACION 

Los reportes encontrados sobre la evaluación de las aminas aromáticas incluidas en las 

mezclas de los tintes para cabellos han sido desanollados principalmente en Estados Unidos. Dado 

que contamos con una carga genética diferente y que nos exponemos a condiciones de vida 

distintas, es importante realizar investigación tanto epidemiológica como experimental sobre éste 

tema en México. 

Es de interés el estudio de OFD, por que si bien, actualmente este compuesto ya no es 

empleado como ingrediente en algunas marcas de los tintes comerciales, además de que, fue hasta 

hace poco que se retiró del mercado, y un gran número de personas han estado expuestas a ésta 

amina y de ahi el interés de conocer más sobre su efecto genotóxico. 

Se plantea la posibilidad de contribuir con información acerca del efecto genotóxico de OFD 

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

1. - De acuerdo con los antecedentes, el ortofenilenediamina es un promutágeno, por lo que 

se encontrará mayor efecto genotóxico en la cruza BE. 

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

mutágeno directo, se encontraran resultados positivos para este compuesto oxidado en la cruza E. 

Para comprobar las hipótesis se plantea el siguiente objetivo general: 

OBJETIVO 

Evaluar el efecto genotóxico de orto-fenilenediamina oxidado y sin oxidar a concentraciones 

de 0.6, 1 y 2 ¡tM, en Drosophila me/anogas/er mediante la prueba SMART en ala en cruzas E y BE. 

MATERIALES y MÉTODOS 

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

Se colectaron hembras virgenes de las lineas f1r'fTM3 Bd(S) y ORR(l); ORR(2); fl"fTM3, 

Bd(S).' Las hembras fueron aisladas a las ± 4 horas después de emerger de la pupa, y se verificó su 

virginidad manteniéndolas aisladas durante tres dias . 

• Las Uneas fueron donadas por el Dr.Ulrich Graf, del Institute of ToxicokJgy, SWfss Federal Institute of 
Technology (ETH) and Univenity 01 Zuncho 
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Posleriormenle se realizaron las cruzas Estándar E flr'lTM3 Bd(S) hembras virgenes X 

mwh/mwh machos y de Bioactivación Elevada BE ORR(l); ORR(2); flr'fTM3, Bd(S) hembras X 

mwhlmwh machos. Tres dias después, se procedió a coleclar huevos duranle ocho horas (en un 

medio de levadura), provenienles de cada cruza, lo anlerior se realizó para oblener larvas del 

segundo esladio (72 ± 4 hrs). Esle estadio larvario es óptimo para la prueba, ya que es en éste 

donde se da un nivel elevado prolileración celular, además de que es mayor la cantidad de alimento 

que consumen y son lo suficientemente maduros como para soportar el tratamiento. (Gral, el al, 

1984). 

Una vez que se obtuvieron las larvas de 72 ± 4 hrs, se colocaron en medio instantáneo 

'Carolina Biological Supply Company', en donde se expusieron a un tralamiento crónico via oral de 

48 hrs a las concentraciones de 0.6 ~M, 1 ~M 2 ~M de OFD donado por el Dr. Ulrich Gral (Fluka 

Biochemica, CAS: 95-54-5, Reg. 2024306, Pureza, 99%). Estas concentraciones, se emplearon 

tanto oxidadas 1:1 con peróxido de hidrógeno al 6%, como sin oxidar, y fueron determinadas 

mediante ensayos previos, basándose en la LDSO determinada para ratas, 600 m9lkg· (Windholz, el 

al.,op-cit.). 

Se emplearon las concentraciones oxidadas 1: 1 con peróxido de hidrógeno al 6%, POl1lue 

asi es como se aplica en los tintes permanentes, y pol1lue se ha planteado que el produclo de la 

oxidación es el que presenta el efecto genotóxico (Bume«, 1987). 

Como testigo negativo se utilizó el agua desionizada y como testigo positivo, el uretano a 20 

mM donado por el Dr. Ulrich Graf (Fluka, No. Cal. 94300, Reg. No. 51-79-6, pureza 99%) para 
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verificar marcadores. Cabe mencionar que no se utilizó et peróxido de hidrógeno como testigo, 

porque es muy tóxico y principatmente porque et interés de este trabajo es analizar el efecto del 

producto oxidado de OFD y no el peróxido como tal. 

Cada tratamiento se realizó en condiciones similares y las larvas se desarrollaron 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 tratados emergieron de la pupa y tenian bien extendidas las 

alas, éstas se fijaron en alcohol al 70%. Posteriormente se realizaron preparaciones permanentes, 

desprendiéndolas del organismo y colocándolas en portaobjetos, con solución Faure's (30g goma 

arábiga, 20 mi de glicerol, 50g de hidrato de cloral y 50 mi de agua). Se colocaron protegidas del 

polvo, en una plancha a 40'C durante 24 h; después de éste tiempo se les añadió 2 gotas de 

solución Faure's y se cubrieron con un cubreobjetos del NO.1 colocándoles 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 la ventral) a "doble ciego" para evitar 

prejuicios. Se empleó un microscopio óptico a 400X aumentos para determinar la frecuencia, 

tamaño y tipo de mancha. Se registró en formatos especiales el tipo y tamaño de las manchas 

encontradas en cada región del ala, A, B, C etc., según la división natural de las venas. Rg.9. 
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Figura 9. Se muestra la delinitación de las zonas de lectura del ala de D. melanogaster para la prueba 
SMART. Los números indican /as venas que dividen de manera natural el ala y las letras A, B, C. C-, D, D', Y E 
corresponden a regiones que fueron determinadas arbitrariamente para el registro de las manchas. 

Se registraron como mwh aquellos tricomas constituidos por tres o más pelos. Se consideró 

que dos manchas son independientes si están separadas entre si por 3 hileras de células noonales. 

Se analizaron en la mayoria de los casos, más de 110 alas por tratamiento, de acuerdo con lo 

sugerido por Frei y Würgler, 1995. 

Los datos se analizaron en el programa estadistico para SMART PC-versión 2.1, 

desarrollado por Frei y Würgler 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 análisis estadistico las manchas pecueñas 

(de 1 a 2 células), se consideran de manera independiente a las manchas grandes (3 o más células), 

asi como de las gemelas. 

De acuerdo con Frei y Würgler, 1995, para deteoninar el resultado, se emplearon para la 

prueba las siguientes hipótesis estadisticas: nula (Ha), ésta asume que el tratamiento experimental 
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no incremenla la frecuencia de la expresión de los marcadores ocurridos de manera esponlánea en 

el conlrol; la hipólesis altema Ha, asume que a priori un lralamienlo delerminado incremenla la 

frecuencia esponlánea por un cierto múltiplo (p) de la frecuencia oblenida en el conlrol. Esla 

conslanle mo indica cuánlas veces debe incremenlarse el número de evenlos, con respecto al 

lesligo para considerar una respuesla posiliva. 

Para asignar resultados positivos, se uliliza de manera empirica un faclor de multiplicación 

(se denomina m en lugar de p), Se emplea m=2 para las manchas lolales y pequeñas, ulilizando 

para las manchas grandes y gemelas una m=5, según lo reportado por Frei y Würgler, 1995. 

El diagnóstico esladistico generado por ésle programa puede ser cuaquiera de los 

siguienles: 

1. - Que se aceple la hipólesis nula (Ha) y se rechace la hipólesis allema (Ha): Negativo. 

2. - Que se aceple Ha y se rechace Ha: Positivo. 

3. - Que se aceple Ha cuando Ha es verdadera (Es decir, que el resultado quede muy cerca del área 

de rechazo): Débil positivo 

4. - Que no se rechace Ha o Ha cuando sea falsa, o que no se aceple Ha o Ha cuando sea 

verdadera (Esle resultado se presenla cuando el lamañq de mueslra es muy pequeño): No 

concluyente 
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Para corroborar los resultados oblenidos en la prueba SMART, y para discemir los 

resultados débiles posilivos o no concluyente que se pudieran oblener en los tralamienlos con la 

misma, se aplicó la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney con modificación para una cola 

(Frei y Würgler, 1995). En esta prueba, se comparan los dalas conlra la hipólesis nula, los resultados 

oblenidos son significativos o no significalivos. La prueba de U analiza los datos sin la exigencia de 

una dislribución nonnal y considera la variabilidad individual. Se empleó para esle análisis el 

programa esladistico STAT grafics versión 6.0. 

• 
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RESULTADOS y DISCUSIÓN 

Dado que los resullados oblenidos en los tres experimentos independientes fueron similares 

en SMART, éstos se unieron para el análisis. Debido a la toxiCidad de o-fenilenediamina, se 

obtuvieron diferentes número de organismos por tratamiento, logrando analizar en la mayorla de los 

casos alrededor de 120 alas por cada uno, según lo recomendado de Frei y Würgler, 1995. 

Particularmente, en la concentración de 2 11M de OFO oxidado en la 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 tipos de manchas obtenidas en cada tratamiento se encontlÓ lo 

siguiente: 

La frecuencia de manchas totales por individuo (FMTI) obtenidas para el testigo negativo 

(H,O), se encontlÓ 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 el al., en 1997, quienes encuentran una 

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

En el caso del testigo positivo, Uretano 20 mM, las FMTI fueron, para estándar 2.8 y para 

BE 13.65, las frecuencias obtenidas en ésta última cruza fueron 4.87 veces más que en E. Esta 

diferencia coincide con lo reportado por Frolich y Würgler en 1990, ya que el uretano es un 

promutágeno, y la expresión constitutiva del citocromo P450, caracterlstica de BE, permite observar 

más claramente la genotoxicidad de este tipo de compuesto. 

• 
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OFD SIN OXIDAR. 

Al realizar el análisis con la prueba SMART, en la cruza E, no se enconlró efecto genotóxico 

al exponer a OFO sin oxidar en ninguna de las conoentraciones empleadas, solo se encontraron 

resultados no ooncluyentes para manchas gemelas en las tres concentraciones (Tabla 1.1 a·1 y 

Grlifica 1). El resultado anterior se podria explicar por las siguientes posibilidades: Las 

conoentraciones empleadas fueron muy bajas para producir efecto, o bien, esta amina aromática sin 

oxidar no se comporta como mutágeno directo. 

Los resultados obtenidos para este bloque de datos fueron analizedos mediante la prueba 

de U de Mann-Whitney, enoontrando resultedos negativos para todas las conoentraciones y tipo de 

manchas, por lo Que se puede estableoer que el OFO sin oxidar en las conoentraciones utilizedas 

para la cruza E no tiene efecto genotóxico. Estos resultados estarlan confinmando Que el OFO sin 

oxidar no es mutágeno directo, lo Que concuerda con lo reportado por Watanabe el al, (1989) y lito, 

(1982), Quienes al realizar ensayos con sistemas bacterianos, detenminaron Que la oxidación es 

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

Por otra parte, se encontró Que, al exponer a la cruza BE a las tres conoentraciones de OFO 

sin oxidar, sólo las conoentraciones de 0.6 y 1 J.1M presentaron un efecto genotóxico, exclusivamente 

para las manchas pequeñas originadas por mutaciones puntuales, no-disyunción o recombinación en 

mitosis según la figura 7. Este compuesto podria haber sido activedo por el citocromo P450, por lo 

Que actuaria tardiamente en la pupa, produciendo un mayor número de manchas pequeñas. Sin 

embargo, oon la ooncentración 2 J.1M, el OFO sin oxidar no mostró efecto (Tabla 1.2 b-1) y Gráfica. 

2). 
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Una hipótesis que se platea para explicar éste último resultado, es que a 211M se indujeran 

proteinas de estrés que ayudarian a la destoxificación, por lo que los organismos obtenidos no 

mostrarian daño a nivel genotóxico. Sin embargo, dadas las carac!eristicas de éste trabajo ésta 

hipótesis no puede ser probada, por lo que se requeriria de otro tipo de metodologia para ello. 

Los resultados anteriores fueron corroborados mediante la prueba de U de Mann-Whitney 

con un 95% de confia02a, lo que indica que: el OFD sin oxidar se comporta aparentemente como 

promutágeno, ya que a diferencia de los resultados encontrados en la cruza E, en la cruza BE ya se 

presenta efecto genotóxico para las manchas pequeñas con 0.6 Y 1 ¡lM de OFD aún sin oxidar. 

Dado el origen de este tipo de manchas, el OFD podria ser un compuesto que ocasione daño al DNA 

causando mutaciones puntuales, n()-{jisyunción o recombinación en mitosis (Tabla 1.2 !}'2). 

Los resultados obtenidos en la cruza BE concuerdan con lo descrito por Watanabe, el al., 

1989; Zito, 1982; Rodriguez-Amaiz y Hemández 1994; Shahin, 1994; Chung, el al., 1996, quienes 

reportan a OFD como un promutágeno, por lo que se requiere la activación metabólica para observar 

su efecto. 



TABLA 1. 1 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA EN EL ALA DE 
Drosophlla (SMART y U DE MANN·WHITNEY) 

Cruza: hembras flaITM3,Bd(S) x machos mwhlmwh. (E) 
Orto-fenilenediamina 

Frecuencia de manchas o clones por alas ( Número 
de manchas por ala) O agnóstico estadistlco' 

Compuesto NO.de Manchas Manchas Manchas Manchas 
[¡en 11M Moscas sencillas grandes gemelas totales 

(1·2 células) I (>2 células ) 
M = 2.00 m -5.00 m= 5.00 M = 2.00 

a·1) Prueba SMART 

Testigo agua 118 0.78 (92) 0.12(14) 0.02 (2) 0.92 (108) 
0.0 
0.6 60 0.77 (46)- 0.10 ( 6)- 0.05 ( 3)1 0.92 (SS)-
1.0 56 0.75142.l O·09íSL 0.02 ( 111 O.~( 48.l 
2.0 58 0.83 ( 48)· 0.07 ( 4)- 0.0 (OH 0.90 (52)-

a-2) Prueba de U de Mann-Whitney 

0.6 60 0.77 (46)- 0.10( 6}- 0.05 ( 3)- 0.92 ( 5§l: 
1.0 56 0.75 (42)- 0.09 ( Sr 0.02 ( Ir 0.86 (48)-
2.0 58 0.83 (48)- 0.07 ( 4) 0.0 (0)- 0.90 (52)-

Para SMART: Diagnostico es1adlslico de ",uerdo a Frei y WOergler. 1988: donde 
+:;:: positivo; -:;:: negativo; w = débil positivo; i:;:: no concluyente. m = factor de multiplicaci6n. 

Nivel de probabilidad: ,,= ~ = 0.05. Prueba estadlstica de una cola. 
PiYa la prueba de U: - = negativo con 95% de confianza (Frei y Würgler, 1995) 
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TABLA 1. 2 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA EN EL ALA DE 
Drosophlla (SMART y U DE MANN-WHITNEY) 

Cruza: hembras ORR(l); ORR(2);ffr3ffM3, Bd(S) x machos mwh/mwh. (BE) 
Orlo-fenilenediamina 

Frecuencia de manchas o clones por alas ( Número 
de manchas por ala) Diagnóstico estadístico· 

Compuesto NO.de Manchas Manchas Manchas Manchas 
[len ¡¡M Moscas sencillas grandes gemelas totales 

, (t-2 células) (>2 células) 
M; 2.00 m; 5.00 m - 5.00 M; 2.00 

b-l) Prueba SMART 

Testigo agua 97 0.56 (54) 0.13{t3) 0.08 ( 8) 0.77 (75) 
0.0 
0.6 75 0.85 (64)+ 0.7 (5~ 0.01 ( 1~ 0.93 (70~ 
1.0 55 0.84 (46)+ 0.13 {7~ 0.02 ( 1~ 0.98 (54)-

2.0 56 0.62 (35)- 0.21 ( 12)- 0.00 ( 0)- 0.84 ( 47)-

b-2) Prueba de U de Mann-Whltney 

0.6 75 0.85 (64)" 0.7 ( 5)- 0.01 ( 1)- 0.93 (70)-
1.0 55 0.84146)" 0.13l~ 0.02 { 1~ 0.98 ( 54), 

2.0 56 0.62 (35~ 0.21 (12~ 0.00 ( 0)- 0.84 (4n-

Para SMART: Diagnostico estadlstico de acuerdo a Frei y WOergler, 1988: donde 
+ = positivo; - = negativo; w = débil positivo: ¡ = no concluyente. m = factor de multiplicación. 

Nivel de probabilidad: a = p = 0.05. Prueba estadística de una cola. 
Para la prueba de U: -; negalvo .• positivo con 95% de confianza (Frei y Würgler, 1995) 

34 
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Gráfica 1. Se muestra la frecuencia de los tipos y tamaños de manchas por individuo enoontradas 
en organismos de la cruza E que fueron expuestos a 0,6, 1 Y 2J.1M de OFD sin oxidar, asl oomo al 
testigo negativo (H,o). Se enoontraron resultados negativos para todos los tipos y tamaños de 
manchas en todas las ooncentraciones utilizadas. 
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.. Gráfica 2. Se muestra la frecuenCia de los lipos y tamaños de manchas por IndIViduo enoontradas 
en organismos de la cruza BE que fueron expuestos a 0.6, 1 Y 2¡.¡M de OFD sin oxidar. asi oomo al 
testigo negativo (H,o). Se enoontraron resultados positivos para manchas pequeñas en las dos 
primeras ooncentraclones de OFD utilizadas. 
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OFDOXIDADO 

Con OFD oxidado en la cruza E, el efeclo genotóxico se encontró posilivo en manchas 

pequeñas y tolales sólo a 0.6 ¡tM. Los resultados son no concluyentes a 1 ¡tM, lo cual puede 

deberse a que la toxicidad de esta amina oxidada produjo un número muy bajo de individuos, que no 

permite tener un resultado definido (Tabla 1.3 c-1; Graf.3). Asi mismo, es importante recordar que en 

la concentración de 2 ¡tM para esla cruza, no se obtuvieron organismos suficientes para realizar la 

prueba SMART, debido a la toxicidad del compueslo oxidado y a la sensibilidad de ésla cruza. Sin 

embargo, el primer resultado confirma que la oxidación de OFD es requisilo para un observar efeclo 

genolóxico, ya que aún en la cruza E a 0.6 ¡tM se observa daño, comportándose como genotóxico, 

a diferencia de los resullados obtenidos en este cruza con OFD sin oxidar (Tabla 1.1) (Watanabe, op 

cit.; lito, op.cft.). Por aira parte, se encontraron resultados no concluyentes en manchas gemelas 

para ambas concentraciones, para discemir eslos resultados se aplicó la prueba de U de Mann

Whitney. 

Al aplicar la prueba de U se enconlró que, al igual que en la prueba SMART, solo se 

obtuvieron resultados positivos para manchas pequeñas y lolales para la concentración de 0.6 ¡tM 

con un 99.9% de confianza. El reslo de los tratamienlos resultaron negativos para todos los tipos de 

manchas. Estos resultados, si bien, no nos permiten tener una visión clara del efecto de OFD 

oxidado en la cruza E, si da indicios de que la oxidación es un requisito clave para observar un 

efeclo genolóxico, siendo este de tipo: mutación puntual, no-disyunción o recombinación en mitosis 

(Tabla 1.3 c-2). Asi mismo, eslos resultados, lambién nos permite decir que el compueslo, produclo 
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de la oxidación del OFO, es altamente tóxico para esta cruza. Los resultados negativos obtenidos a 1 

¡tM se deben probablemente al número de individuos analizados. 

Al exponer a la cruza BE a OFO oxidado, se encontró lo siguiente: hay efecto genotóxico 

para manchas pequeñas a 0.6 ¡tM, asi oomo para pequeñas y totales a 2 ¡tM. El efecto enoontrado 

para esta amina oxidada, en la misma cruza, no fue solo para manchas pequeñas como ocurrió oon 

el OFO sin oxidar, sino también en manchas totales (Tabla 1.4 d-l) Y Gráfica. 4). Este resultado 

indica que, este compuesto previamente oxidado in vdro, pudo ser además activado por el citocromo 

P450, produciendo un mayor número de resultados positivos (Watanabe, op. cd.; Zito, op. cd.; 

Rodriguez-Amaiz y Hemández, op. cd.; Shahin, op. cit; Chung, op. cif). Con 1 ¡tM los datos arrojaron 

un resultado no ooncluyenle, esto debido probablemente al bajo número de individuos que se 

obtuvieron en esta concentración. 

Con la prueba de U de Mann-Whitney se observaron los mismos resultados oon un 95 y 99% 

de oonfianza, excepto para las manchas totales para 0.6 ¡tM donde se obtuvo un resultado negativo. 

Al observar los resultados, encontramos no solo resultados positivos para manchas pequeñas sino, 

también para manchas totales, a diferencia de lo obtenido oon OFO sin oxidar para esta cruza, lo 

anterior podria indicar un efecto acumulativo de la oxidación oon la expresión constitutiva del 

citocromo P450, ya que la modificación de esta molécula por estos dos factores, podria estar 

favoreciendo la interacción de OFO activo con el ONA (Tabla 1.4 d-4). 

Cabe mencionar que respecto a los resultados negativos enoontrados en la conoentración de 

¡tM de OFO oxidado para esta cruza, originalmente se pensó en un error metodológico, sin 
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embargo, se observó el mismo patrón de mortalidad en esta concentración en los tres experimentos 

independientes. Segun los resultados obtenidos en la tabla 1.3 y 1.4, se observa que tanto para la 

cruza E como para la BE hay un mayor efecto tóxico del OFO oxidado. 

Al parecer en la concentración 1 "M desciende le número de individuos para ambas cruzas, 

sin embargo en la cruza BE se vuelve a incrementar el numero de organismos en la concentración 

de 2 "M, misma que en E resulto totalmente letal. 

Estos resultados solo podrtan ser explicados por la hipótesis planteada para la tabla 1.2, en 

donde en la tencera concentración, se induce la expresión de proteinas de estrés que ayudarlan a la 

destoxificación, favoreciendo la sobrevivencia. Sin embargo, como en éstos tratamientos se emplea 

el OFD oxidado, si se presenta efecto genotóxico. 



TABLA 1.3 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DEL ALA DE 
Drosoph/la (SMART y U DE MANN-WHITNEY) 

Cruza: hembras flr3fTM3, Bd(S) x machos mwhlmwh. (E) 
OrtG-fenilenediamina + H,o, al 6% 1:1 

Frecuencia de manchas o clones por alas (Número 
de manchas por ala) Diagnóstico estadisUco' 

Compuesto No.de Manchas Manchas Manchas Manchas 
[]en~M Moscas sencillas grandes gemelas totales 

I (1·2 células) (>2 células) 
M = 2.00 m =5.00 m = 5.0.0. M - 2.00 

c-l) Prueba SMART 

Testigo agua 118 0..78 (92) 0..12 (14] 0..0.2 (2) 0..92 (108) 
0..0. 
0..6 48 1.38 (65)+ 0..10. (5~ 0..0.2 ( 1)1 1.48 ( 71)+ 
loO. lO. 1.0. (1011 0..10. (1)-. o..lo.1.1JI 1.20 ( 12)1 

c-2) Prueba de U de Mann-Whitney 

0..6 
loO. 

Para SMART: Diagnostico es1adistico de acuerdo a Frei y WOerg!er, 1988: donde 
+ =- positivo; .:. negativo; w::. débil positivo; i = no concluyente. m = factor de multiplicación. 

Nivel de probabilidad: a = i3 = 0.05. Prueba estadlstica de una cola. 
Para la prueba de U:· = negativo: - positivo con 99.9% de confianza. (Frei y WOrgler, 1995). 
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TABLA 1.4 RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DEL ALA DE 
Drosophlla (SMART y U DE MANN·WHITNEY T) 

Cruza: hembras ORR(1); ORR(2); flr3fTM3, Bd(S) x machos mwh/mwh. (BE) 
Orto-fenilenediamina + H,o, al 6% 1:1 

Frecuencia de manchas o clones por alas (Número 
de manchas por ala) Diagnóstico estadístico· 

Compuesto NO.de Manchas Manchas Manchas Manchas 
[Jen "M Moscas sencillas grandes gemelas totales 

I (1·2 células) I (>2 células ) 
m = 2.00 m = 5.00 m = 5.00 m = 2.00 

d·1) Prueba SMART 

Testigo agua 97 0.56 (54) 0.13 (13) 0.08 ( 8) 0.77 (75) 
0.0 
0.6 59 0.92 (54)+ 0.12 7). O.OO~ 1.03161Jw 
1.0 20 0.8 (16 i 0.05 1~ 0.05 (1)· 0.9 (18)· 
2.0 39 1.03 (40)+ 0.10 4~ O.O~( 3~ 1.21( 47)+ 

d·2) Prueba de U de Mann·Whnney 

0.6 59 0.92 (54)· 0.12(~ 0.00 (O)· 1.03(61)-
1.0 20 0.8 (16~ 0.05 (1)· 0.05 (1~ 0.9 (18~ 
2.0 39 1.03 (40)H 0.10 (4)· 0.08~3J:: 1. 21J.4 7)'" 

Prueba SMART: Diagnostico estadístico de acuerdo a Freí y WOergler, 1988: donde 
+::. posftivo; -= negatiVo; w::. débl1 positivo; i::. no concluyente. m::. factor de mullipflcaci6n. 

Nivel de probabilidad: a = f3 ::. 0.05. Prueba de una cola. 
Prueba de U: ...... positivos con 95% y 99% de confianza, respectivamente (Frei y Würgler, 1995). 
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Graf. 3 O-FENILENEDIAMINA OXIDADO CRUZA E 
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Grifica 3, Se muestra la frecuenda de los tipos y tamaños de manchas por individuo 
encontradas en organismos de la cruza E que fueron expuestos a 0.6, y 1 11M de OFD oxidado, asi 
como al testigo negativo (H,o). Se encontraron resultados positivos para manchas pequeñas y 
totales en la concentración de 0.6 11M OFD oxidado. 
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Gráfica 4. Se muestra la frecuencia de los tipos y tamaños de manchas por individuo 
encontradas en organismos de la cruza BE que fueron expuestos a 0.6, 1 Y 2 11M de OFD oxidado, 
asi como al testigo negativo (H,o). Se encontraron resultados positivos para manchas pequeñas en 
la concentración de 0.6 y 2 11M de OFD oxidado y para machas totales a 211M. 
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Basándose 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-disyunción y eventos de recombinación en 

mitosis, que evenlualmente serian el origen de algún proceso canceroso. Estos datos concuerdan 

con lo reportado por Chen, el al, 1997, quienes reportan que OFD y algunos de sus derivados 

producen reversiones por mutaciones puntuales en Sa/monel/a tifimorium TA100. Al examinar otras 

lineas encontraron que los tipos de mutaciones puntuales mas inducidas por ésta amina, son 

transiciones y transversionesT. Por otra parte, Satedller, el al, en 1999, encontraron un incremento 

en el número de transversiones G: C> T: A, y fonmaciones de aductos en el DNA en hlgado de rata 

Big Blue, al exponerta a un tratamiento con un derivado de OFD, via oral por 26 semana, con dosis 

máximas de 2OOmglkg. 



CONCLUSIONES 

• Las cruzas E y BE se comportaron según lo esperado frente al agua y al uretano, por lo que 

confirma la presencia de los marcadores genéticos en cada una de las cruzas. 

• El OFD sin oxidar actúa como promutágeno, ya que no mostró efecto genotoxico positivo en la 

cruza E con las concentraciones empleadas, confirmando asilo reportado para éste compuesto 

en la prueba de AMES. 
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• El OFD oxidado se comporta como mutágeno directo, observado efecto genotóxico positivo aún 

en la cruza E que no cuenta con una expresión constitutiva del citrocromo P450. 

• La activación metabólica del OFD por el citocromo P450, es un factor que interviene en el efecto 

genotóxico positivo de esta amina. Lo anterior se confirma con los resultados positivos obtenidos 

en la Cruza BE tratada con OFD sin oxidar. 

• Según lo observado en ambas cruzas, la oxidación in vffro de OFD incrementada la toxicidad de 

esta amina. 
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PROPUESTAS 

Se sugiere que se realice el análisis de la inducción de las proleinas de eslros en larvas 

lratadas con OFD oxidado en las concentraciones de 0.6, 1 Y 2¡tM en las cruzas E y BE, con la 

finalidad de evaluar su participación en los resultados obtenidos para este bloque de experimentos 

en el presente trabajo. 

Se propone realizar mayor investigación tanto epidemiológica como experimental en México, 

acelC8 del efecto genotóxico de compuestos puros o de la mezcla de uso comen::ial, con la finalidad 

de infonmar a la población de !os posibles riesgos que tiene al exponerse a estos compuestos. 
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