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1. RESUMEN

Estudios epidemiologicos indican que aquellas personas que tifien su cabello frecuentemente o que
tienen contacto laboral con tintes permanentes incrementan el riesgo de contraer ciertos tipos de
cancer Existen trabajos experimentales que demuestran la penetracion a través de la piel de algunos
componentes de los tintes, después de la aplicacion topica. Mezclas comerciales y sus componentes,
entre ellos las aminas nitroaromaticas o-fenilendiamina (OFD) y p-fenilendiamina (PFD), han
resultado posttivos en bioensayos con Salmonella typhimurium v Tradescantia, donde estas titimas
fueron mis mutagénicas al ser oxidadas y/ o activadas por o que se les clasifica como
promutdgenos Sin embargo, existen otros trabajos donde se reporta que ni el tinte, ni sus
componentes tienen efecto cancerigeno o mutagénico Dada la controversia, v para contribuir con
informacidn sobre el efecto genotdxico de los tintes para cabello y sus componentes, se aplicéd fa
Prueba de Mutacion y Recombinacion Somaticas SMART en las alas de Drosophila melunogasiter,
que detecta diferentes tipos de mutaciones, asi como recombinacidén mitdtica Se basa en la pérdida
de heterocigosis, de dos marcadores recesivos (fir’ y mwh ), que se expresan como tricomas
modificados en las alas. Se probo una mezcla comercial, sus componentes {cremas colorante y
reveladora) y las OFD v PFD oxidadas (1:1 con H;0, a1 6 %) v sin oxidar; en tres dosis distinias cada
una Se emplearon de manera simultdnea las cruzas estandar (E) y de bivactivacion elevada (BE),
que se caracterizan por presentar niveles regulados y constitutivos del citocromo P450,
respectivamente. Se realizaron tres ensayos independientes, con tres repeticiones cada uno Al
analizar los resultados, se asumio la presencia de promutdgenos en la crema colorante y que a
crema reveladora contiene mutagenos y promutigenes, siit poder definir cual de los componentes
de esta dltima era el responsable. Para la mezcla, se obtuvieron resultados positivos en ia cruza
estandar, por lo que se discute que la oxidacion in vitro activa algunos de los componentes de la
crema colorante. En cuanto a las aminas aromaticas, se notd que la PFI oxidada, podria ser un
promutigeno débil y que la OFD oxidada y sin oxidar se comportd como promutageno. Se evidenciod
mayor cfecto genotoxico en la OFD que en 12 PFID, y que 1a oxidacion de estas aminas incrernenta
su efecto genotdxico, presentindose la sigutente jerarquia: OFD oxidada > OFD sin oxidar = PFD
oxidada > PED sin oxidar.
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2. INTRODUCCION

2.1. Consideraciones sobre Toxicologia Genética, mutigenos, recombindgenos y cancerigenos

La Toxicologia Genética es una especialidad de la toxicologia, que identifica y analiza la
accion de los agentes cuya toxicidad recae en el matenial hereditario de los seres vivos, detecta y
comprende las propiedades de un grupo relativamente pequefio de agentes conocidos como
genotoxinas, las cuales son altamente especificas para afectar a los dcides nucleicos,
particularmente el ADN. El término genotoxico fue introducido en la década de los setenta por
Ehrenberg (Citado en Vogel, 1991) v se aplica a los agentes toxicos que afectan ¢l matenal
genético produciendo cambios letales o hereditarios en células somaticas o germinales e incluye
tanto a los agentes mutagénicos como a los recombinogénicos

La Toxicologia Genética es reconocida como disciplina alrededor de 1969, cuando se
empieza a relacionar el incremento en el ambiente de los productos quimicos fabricados por €l
hombre con sus posibles consecuencias genéticas Sin embargo, su 1nicio se puede situar en dos
experimentos que demostraron que agentes externos, fisicos o quimicos, son capaces de producir
cambios en el material genético de Drosophila melanogaster. El primero tealizado por H. J. Miiller
en 1927 con los Rayos X v el segundo por Auerbach y Robson ¢n 1949, con el gas mostaza.
Durante los 20 afios siguientes fue demostrado el cambio genético inducido por radiaciones y
agentes quimicos, et animales de laboratorio. Estos trabajos dieron la pauta para considerar que
algunas enfermedades hereditarias observadas en poblaciones humanas tuvieran un posible origen
ambiental. Simultdneamente se empezo a observar una correlacion entre los agentes que producen
mutaciones {mutdgenos) con aquellos que causan céncer (cancerigenos) Esto hace que esta
disciplina se interese por los diverses efectos adversos en la salud que pueden producir log
compuestos genotdxicos, ya que por un lado, éstos pueden afectar a las células germinales,
trayendo como consecuencia una mutacion hereditaria o infertilidad, o a las células sométicas
ccasionando muerte celular o cancer (Vogel, 1991)

El posible origen ambiental del cancer fue sugerido hace mas de dos siglos cuando Hill, en
1761, correlaciond la presencia de palipos nasales en 1a gente expuesta al tabaco (Redmond, 1970)

v Percival Pott en 1775 relaciond ¢l carcinoma de escroto, que prescntaban algunos
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deshollinadores ingleses, con el contintio contacto con el hollin (Cortinas, 1995). El concepto de
que el cancer esta asociado con cambios en el material genético fue propussto por Boveryen 1914
y en 1928 Bauer formulo la teoria de la mutacion somatica, gue establece que el desarrollo de un
TUMOY CANCEroso Se inicia con Una mutacion en una célula somdtica, por lo que se asumid gue la
mayoria de los cancerigenos quimicos debetian ser también mutagénicos, esto es: los cancerigenos
guimicos afectan la estructura del ADN. Sin embargo, al principio de la década de los sesenta esta
idea se puso en duda, al carecer de efecto mutagénico varios de los cancerigenos conocidoes en los
sisternas genéticos de prueba, establecidos hasta esa época. La situacion cambid cuando se
reconocid que la mayorfa de los agentes cancerigenos solo son bioldgicamente activos seguidos
de activacion metabdlica {Vogel, 1991)

La recombinacion y la mutacidén son fenomenos universales de gran importancia en los
sistemas biologicos, desde los virus hasta los eucariotos superiores Estos procesos contribuyen a
la variabilidad genética y tienen gran importancia desde el punto de vista evolutivo. En 1936, Curt
Stern (Spanod er af, 2001} demostrd que la recombinacién también puede ocurrit en células
sométicas, durante la mitosis y no solamente en meiosis. Ultimamente se ha demostrado que la
recombinacion es un fendmeno impertante en otras funciones celulares, tales como la reparacion
del ADN v en la generacion de variacion en las inmunoglobulinas de mamiferos (Engler y Strob,
1988)

En Toxicologia Genética, se ha dado énfasis principalmente a las alteraciones genéticas
tradicionales, tales como mutacidn puntual o génica, aberraciones cromosémicas y mds
recientemente aneuploidias. Aungue también se han desarrollado pruebas para detectar
recombinacion mitotica, sobre todo en levaduras (Zimmermann ef al., 1966 en: Spano et @/, 2001).
Es evidente que muchos agentes que causan dafio al ADN, también son recombinogénicos Se ha
visto que la recombinacién puede ser responsable de la pérdida de heterocigosis en células
germinales y somdticas, en ¢onsecuencia, puede promover la expresion de enfermedades
hereditarias, causadas por alelos recesivos o puede estar envuelta en la progresion de neoplasias
Este mecanismo ha mostrado ser la causa de la expresion de varios oncogenes v de genes
supresores de tumor {Bishop, 1991; Marshall, 1991; Sengstag, 1994; Happle, 1999), de ahi la
importancia de detectar la actividad recombinogénica de un agente quimico, cuando se estd

evaluando, de manera experimental, la seguridad de su uso,
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Los cancerigenos son agentes fisicos o quimicos que pueden promover cancer, y estos
pueden ser de tres tipos: 1. Genotoxinas que alteran directamente al ADN, 2. Genotoxinas
indirectas que afectan la replicacion o reparacion del ADN y 3 Agentes quimicos promotores de
tumores que gjercen un efecto epigenético, por ejemple activacién de sefiales de mitosis.

El alte grado de correlacion que existe entre genotoxinas y cancerigenos €s un fuerte
indicador de una relacidn funcional intima, sumado a las siguientes observaciones {Cortinas,
1995):

a} Aparentemente los tumores tienen origen clonal, lo cual es
evidencia de que una sola célula lo puede originar v esto tltimo ¢s
consistente con la teoria de la mutacion somaética.

b) Las células transformadas tiepen propiedades fenotipicas
diferentes de las no transformadas, esto podria deberse a que un
cambio genotipico ha producido una modificacion fenotipica, sebre
todo si se considera que:

b.1) Llas células tansformadas wansmiten sus propiedades
fenotipicas a su descendencia, lo que demuestra que el control de la
malignidad estd asociado con los componentes hereditarios.

b.2) La existencia de encogenes celulares (genes que inician la
formacion de tumores), cuyos alelos silvesties o protoncogenes,
codifican para proteinas relacionadas con la regulacién de la
proliferacién celutar

¢) Los humanos que padecen Xeroderma pigmentosum, deficientes
en la reparacion por escision de nucledtidos en el ADN, son mas
susceplibles a los agentes mutagénicos y también experimentan
mayor susceptibilidad al cancer.

d) Existen genealogias en las que, en cada una de las genetaciones,
se presentan casos de cincer en varios miembres de la familia, lo
que sugiere un modo de transmision hereditaria, se calcula que los
canceres de este tipo son aproximadamente el 1 % del total de los

casos de esta enfermedad,



2.2, Deteccion de xenobidticos ambientales

Actualmente los seres humanos se exponen a un sinnimere de productos indusiriales
sintéticos que se han venido a afiadir a los de origen natural y que se utilizan come aditivos de
alimentos, cosmeéticos, medicamentos, productos de limpieza, plaguicidas v fertilizantes, entre
otros, Se han analizado desde la perspectiva de la Toxicologia Genética alrededor del 10 % de
estos productos, encontrando que aproximadamente el 10 % de estos dltimos son genotdxicos
(Vogel, 1991).

El conocimiento de los factores ambientales que pueden afectar a 1a salud, ha tenido un
fuerte impulso, sobre todo con respecto a los contaminantes del ambiente laboral y los
medicamentos de uso prolongado. Bl riesgo de contraer cdncer por factores ambientales es mas
grande cuando se incrementa Ia exposicion al agente quimico o fisico, va sea en una dosis muy alta
o en pequefias dosis por periados largos de tiempo. Para ideniificar y analizar la accion directa o
la indirecta de agentes que pudieran modificar a los componentes hereditarios de los sisternas vivos
y detectar las propiedades de un grupo de agentes que pudieran inducir cambios a los acidos
nucleicos y/ o producir efectos deletéreos en las dos estirpes celulares (somaticas y germinales),
es necesario recurrir al uso de algunas pruebas, ya que no es ético exponer a 1as personas a Jos
posibles cancerigenos ambientales. La informacién acerca de sus efectos se puede obtener de
distintas maneras, tales como:

1 - Estudigs epidemiofégicos: la incidencia de cierto tipo de cancer se mide al comparar
subgrupos, con diferentes niveles de exposicion a! cancerigeno, ¢n una gran poblacién. Los
estudios epidemiologicos son 1a fuente mas efectiva para establecer el riesgo de padecer algin tipo
de cancer en poblaciones expuestas a contaminantes ambientales, sin embargo, tienen limitaciones
para descubrir nuevos cancerigenos enire los muchos agentes a los cuales se estd expuesto y que
son (Vega, 1988):

a) Tiempo prolongado de latencia entre exposicion y manifestacion clinica

b) Participacion de muchos factores en el desarrollo de la enfermedad, entre los que
se encuentran la predisposicidn diferencial v el azar.

¢) No poder determinar la magnitud de una exposicidn de tiemnpo atras

2.- Experimentos natarales: si una poblacion natural es expuesta accidentalmente a niveles
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altos de un probable cancerigeno ambiental, es posible estudiarla mas tarde y compatarla con la
poblacion en general, para determinar si la exposicidén a este agente incremento el riesgo de
contraer cierio tipe de cancer.

3 - Estudips con animales o bjoensayos a Jargo plazo; se realizan al exponer a2 mamiferos
{generalmente ratas o ratones) a dosis altas de un compuesto supuestamente cancerigeno en
tratamientos cronicos o agudos y medir los efectos. De esta forma los investigadores pueden
asuinir lo que podria ocurrir en humanos. Estas extrapolaciones, que son discutibles, pueden ser
muy ttiles cuando no hay otra forma de medir el efecto de cierto compuesto

4 - Pruebas de laboratorio o bioensayos a corto plazo: existen gran cantidad de ensayos que
involucran bacteridfagos, bacterias, hongos, insectos, vegetales o cultivo de células, que se
exponen de forma controlada, a los agentes sespechosos y son usados cuando se considera que un
compuesto puede alterar al ADN Estos son usados para tamizar los posibles cancerigenos. Las
pruebas de lapsos cortos deben de cubrir los siguientes requisitos {Vogel, 1991):

a) La presencia de un sistema de activacién (in vifro o in vivo) para la deteccion de

PrOMUtAgenos.

b) El uso de un sistema indicador sensible con ¢l cual se pueda medir el daiio

genético inducido por el agente genotoxico.

¢) Un efecto genético bien definide (dafios primarios o secundarios al ADN).

Wiirgler, en 1992, propone que ademds se deben disefiar sistemas capaces de medir de

manera cuantitativa la actividad recombinogénica (Spané et a/f, 2001)
2.3. Genotoxicidad como consecuencia de la biotransformacion de xenobidticos

Las penotoxinas pueden ser divididas en dos tipos; las llamadas directas que afectan pér
se al material hereditario y las que requieren ser activadas metabolicamente para dafiar al ADN,
conocidas como indirectas o promutigenos. L.a mayoria de las genotoxinas, poco mas del 80 %,
corresponden a este grupo {Vogel, 1991}

Cuando las gencioxinas se encuentran en la vecindad inmediata de las vias de ingreso al

organismo {inhalacién, absorcion o ingestidn), el contaminante pasa a través de las membranas a
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la circulacion sistémica (pulmonar, cutdnea o gastrointestinal). El xenobiotico' es distribuido hacia
los tejidos corporales donde es absorbido, biotransformado?, retenido y acumulado en ciertos
tejidos o excretado por orina v/ o heces. Los agentes quimicos hidrosolubles se excretan
facilmente, sin embargo, aquellos que son liposolubles no se excretan o lo hacen lentamente. Para
que este Altime grupo de compuestos puedan ser excretados, requieren su biotransformeién Dentro
de la transformacion metabolica existen dos fases: en la fase 1, los compuestos son oxidados,
reducidos o hidrolizados, convirtiéndose en productos hidrosolubles En la fase II o de
conjugacidn, se unen moléculas tales como péptidos, sulfatos, acetilo o dcido glucorénico, entre
otros, a los productos que resultan de la fase I, y gue atin no han sido eliminados, Estos conjugados
son ya estables ¢ hidrosolubles y se excretan rapidamente del organismo (Centro Panamericano,
1988; Fove, 1991; Avendafio, 1993)

Si el xenobidtico es toxico, entonces la eficiencia de los sistemas enzimaticos de la fase
es de primordial importancia para eliminarlo rdpidamente. En el caso de que se trate de un
compuesto inocto, pero que, cormo consecuencia del metabolismo, se transforme en téxico (lo que
se conoce como un pre-toxico), la eficiencia de eliminacion de €ste, dependera del balance entre
las reacciones de la fase T que estan produciendo el metabolite activo v las reacciones de la fase
1T que lo desactivan y facilitan su eliminacién (Centro Panamericano, 1988; Foye, 1991; Avendadio,
1993}, Con excepcidn de los agentes alquilantes, los genotéxicos no tienen actividad per se, sélo
cuando son biotransformados. Los productos intermedios (fase T) del metabolismo de los
genotdxicos son especies quimicas muy reactivas que contienen dtomos deficientes en electrones
0 iones positivos (electrofilicos) que reaccionan con las mactomoléculas (dcidos nucleicos y
proteinas) provocando alteraciones que dan como resultado mutaciones y/ o el desarrollo de células

Cancerosas.

2.3.1. Enzimas que participan en la biotransformacién

La fase I se lleva 2 cabo por un mecanismo de monoxigenacion®. Las enzimas responsables

T Xencbiéticos: aquellas sustancias que ne son utitizables en ciclos gencradores de energia ni en neaceiones de sintesis del organismo
? Riotrmaformagion: sindnimo de metabalismo que se utiliza cxclusivamente con nelucion a los xenubidticos

3 . . : .
Un dtomo de oxlgena se ingorpora al substrato nuentras gue olro Mom e exigeno forma agua



son las monoxigenasas polisustralo, monoxigenasas mixtas o sistemas de citocromo P430

Cientos de sustancias son sustratos del sistema de las monoxigenasas mixtas {endobidticas
y xenobioticas), lo dnico que parecen tener en comun estos sustratos es su liposolubitidad.

El sistema de citocromo P450, comprende toda una familia de isoenzimas Fstas son
inducibles, dependiendo de una sefial genética que a su vez es inducida por la presencia de un
xenobiotico. Se conocen mas de 200 drogas, cancerigenos y conlaminantes, que inducen su propio
metabolismo v/ 0 €] de otros componentes, es decir, una sustancia puede ser a la vez sustrato ¢
inductor de una isoenzima y ademas inductor de ofra isoenzima que oxida otra sustancia

El citocromo P450 monooxigenasa, es una hemoproteina férrica que toma el O, molecular
para oxidar. Las reacciones atribuidas a este grupo de enzimas son; hidroxilacidn aromatica,
hidroxilacidén alifatica, N-desalquilacion, O-desalquilacién, 3-desalquilacidn, S-oxidacion, N-
oxidacion, desaminacion, desulfuracion, deshalogenacion, azorreduccidn, nitrorreduccion,
peroxidacién y epoxidacion (Foye, 1991

Existen otras oxidasas, como la flavoproteina-oxidasa (enzima de funciéon mixta (MFQ),
monoxigenasa (MO) o enzima de Ziegler?, que realiza la oxidacién de diferentes centros
nucleofilicos que contienen nitrdgeno y azufie Por otra parte se encuentran las aldehido-oxidasas
y xantina oxidasas, que utilizan ¢l agua en lugar de oxigeno molecular empleado per el citocromo
P450 y 1a enzima de Ziegler. La monoamine oxidasa (MAQ) y 1a diamino oxidasa (DAQ), realizan
la desaminacion oxidante de aminas primarias y diaminas. La primera contiene flavina como grupo
prostético v actia sobre diaminas cuya distancia ¢s mayor a 6 moléculas de C, mientras que la
segunda actlia sobre aquellas aminas con una distancia menor a 6 moléculas de C. La alcohol-
deshidrogenasa, cataliza Ia oxidacién de alcoholes primarios o secundarios a aldehidos o cetonas
y Ia reaccién inversa de reduccion Pequefios cambios estructurales en un farmaco deternminan
cambios de la enzima que participa en su metabolismo (Centro Panamericano, 1988; Foye, 1991,
Avendafio, 1993; Chiapella ef af., 2000)

31 bien estas enzimas contribuyen a la inactivacién de compuestos toxicos, pueden tener
un efecto opuesto en el metabolismo xenobidtico, que se manifiesta por la activacidn de
compuestos promutigenos a genotoxicos (Brattsten, 1979 v Fevereisen, 1993 citados en Saner ef
al., 1996} La mayor concentracion y la actividad de estas enzimas se localiza ¢n el higado, sin

embargo, se ha demosirado la actividad de éstas también en pulmén, rifién, intestine, nodulos
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linfiticos, piel, médula g¢sea, tejido nervioso, tracto gastrointestinal, glandulas mamarias, ovaro

y testiculo (Centro Panamericano, 1988; Foye, 1991; Avendafio, 1993)
2.4, Tintes para cabello

El uso de los tintes sintéticos para colorear el cabello humano data de 1883 cuando Monnet
patento el proceso de aplicar una mezcla fresca de una solucion de p-fenilendiamina y peréxido
de hidrégeno. Este proceso forma la base de los llamados colorantes permanentes muy asacdos en
la actuabidad (Burnett, 1987},

Los sisternas modemos del tefiido se pueden dividir en tres categorias: temporal,
semipermanente y permanente, caracterizadas por el tipo de pigmento emgleado, el método de
aplicacion, la permanencia y ¢l color resultante (Burnett, 1987 y Shipp, 1992).

Los tintes temporales o tintes en enjuague, estdn elaboradoes con base en colorantes 4cidos
del mismo tipo de los usados en la tineidn de la lana. Tienen un peso molecudar extremadamente
alto, se depositan en la superficie de la fibra del cabello v no penetran en la corteza. Estin
compuestos por una mezela de colorantes en solucion acuosa, de tal forma que el color es
removido durante la primera ducha (Bumett, 1987 y Shipp, 1992)

Los tintes semi-permanentes pueden durar de 3 a 6 lavados. No requieren de perdxido de
hidrégeno. Usan colorantes de bajo peso molecular que son capaces de penetrar en la corteza del
cabello. Estédn compuestos por una mezcla de colorantes, principalmente nitro-fenilendiaminas,
nitro-amino-fenoles, amino-antraquinonas y menos frecuentemente azobencenos (Bumett, 1987
v Shipp, 1992)

En los tintes permanentes, que son los mas utilizados, el colorante no esta presente como
tal en la solucidn antes de la aplicacién, sino que, se forma durante el proceso de teiitdo y es
adherido a la fibra del cabello por oxidacion. De aqui que se les conozea también como tintes de
oxidacion Se requieren tres clases de reactivos quimicos para este efecto: el intermediario
primario {1P), e! agente acoplador o modificador y un agente oxidante {generaimente perdxido de
hidrdgeno). En general, las mezclas comerciales constan de dos partes: una solucién intermediaria

o crema colorante, que consta del [P y los acopladores o modificadores, y otra con el agente

TESES CON
FALLA DE ORIGEN
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oxidante o crema reveladora. Cuando ambas partes son mezeladas, el [P es gradualmente oxidado
y entonces se puede realizar una reaccion de acoplamiento con el moditicador (Burnett, 1987 v
Shipp, 1992)

Los TP son pequefias moléculas que pueden degradarse y penetrar al cabello,
particularmente bajo las condiciones alcalinas que se dan durante la aplicacidn. Generalmente son
compuestos aromaticos con dos grupos donadores de electrones en posicion 1,2 o 1.4, Las
combinaciones mas efectivas son dos grupos aming ¢ un grupo amine con ung hidroxilo, unidos
4 un anillo benceno o tolueno. También se les conoce como colorantes para, pues entre los mas
cominmente usados estin la p-fenilendiamina, la p-toluendiamina v el p-aminofenol, que son
capaces de ser oxidados por el perdxido de hidrogeno originando benzoquinona iminas. Las iminas
reaccionan rapidamente con el acoplador y/ o un colorante para no oxidado que produce pipmentos
indol. La subsecuente oxidacion y acoplamiento forman moléculas mucho més grandes, que son
“atrapadas” por e! cabello, dando el efecto de permanente (Bumett, 1987 y Shipp, 1992).

Los agentes modilicadores o acopladores pueden estar basados en un anillo de benceno,
sistemas de anillos multiples o anilios heterociclicos Requieren la sustitucién de grupos en
posicion 1,3 No son faciles de oxidar pero lo pueden hacer al acaplarse con la quinona imina
formada at oxidar al IP (Burnett, 1987 y Shipp, 1992)

Puede ocurrir mas de un estado de acoplamiento, después de Ia oxidacion, las reacciones
posibles son numerosas, el cabello mismo puede modificar o tomar parte en las reacciones, por lo
que se pueden producir colores no esperados. Anteriormente se cieia que el colorante era
producido en la fibra del cabello por oxidacion de los colorantes intermediarios (teoria de
Brandowski) (Burnett, 1987). Ahora se considera que la oxidacion y el acoplamiento tienen lugar

. simultdneamente en la solucidn fuera del cabello (Shipp, 1992)

La funcién del perdxido de hididgeno cs completar y controlar la oxidacion, asi como
blanquear el cabello. Para que se lleven a cabo estas reacciones se requiere un pH akto (9 6) y éste
se obtiene con ef amonio. Algunos de los intermediarips y modificadores son rapidamente oxidados
en sofucion alcalina, por esta 1a20n se les agrega a fas mezclas agentes reductores selubles en el
agua, como sulfitos, bisulfitos, ditionitos o 4cido ascorbico adheridos a la base. Esta tltima es,

normalmente, un jabon con oleato de amonio y una pequefia cantidad de detergente { Burnett, 1987
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2.4.1. p-Fenilendiamina (PFD)

Hy

NH,

p-FENILENDIAMINA

También conocida como 1,4-fenilendiaming, 1.4-bencendiamina
o p-diaminobenceno (CHN,; PM. 108.1) es una amina aromatica
frecuentemente utilizada comeo intermediario primario en los tintes
permanentes para cabello, generando diversos tonos (Tabla 2.4.1) Se
puede reducir en 1 4-nitroanilina con Fe v HCl y oxidar en 1.4-
benzoquinonaimina o en diaminofenacina con H;O, (Fig. 2.4.1) Se

presenta como cristales blancos, ligeramente 1ojos, que se oscurecen al

exponerse al aire. Soluble en 100 partes de agua fria, alcohol, cloroforma y éter. Se revela en un

color negro con perdxido de hidrdgeno al 3 %, y en color café con una solucion de FeCly al 5 %.
La dosis letal media en conejos es 250 mg/ kg (The Merck Index, 1995),

Mugchos de los colorantes azo, utilizados en la industria, al ser reducidos por ¢l ambiente

o por los microerganismos intestinales producen PFD (Chung et o/, 1992, 1993),

Tabla2.4.1. Colores producidos por la p-fenilendiamina en presencia de varios
acopladores {Tomado de Burneit, 1987),

Acoplader Color en el cabetio
m-tenlendiamina Plrpura azutado
m-arminofenol Café clato
4-metil-aminofenol Caft claro
m-metoxifenol Magenta

" 6-metii-3-aminofenol Magenta
2.5-xilenol Pirpura azulado
Resorcinol Café verdoso
Hidroguinona Café grisaceo claro
Catecol Café grisaceo
Ninguno Café oscurg

TESIS CON
FALLS DE ORIGEN
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Fig. 2.4.1. Dos posibilidades de reaccién al oxidar la p-fenilendiamina con
pergxido de hidrégeno. En el primer caso se forma I» T 4-benzoguinonaimina
y en el segundo se forma Ia base Brandowski, gue es una diaminofenacina
{Kiese, 1968 y Shipp, 1992).

2.4.2. o-Fenilendiamins (OFD)

La o-fenilendiamina, tarnbién conocida como 1,2-fenilendiamina, NH

2
1,2-bencendiamina u o-diaminobenceno (C,H;N, ; P M. 108 1). Isémero H
de la p-fenilendiamina, intermediario primario en los tintes permanentes
de color negro, se ha retirado de algunas mezclas comerciales, debido a su
genotoxicidad (L°Oréal de México, com. per.) Es frecuentemente utilizada
o-FENILENDIAMINA
en ensayos inmunologicos, como revelador Puede ser reducida en o-

nitroanilina, con Zn y NaOH y oxidada en 1,2-benzoquineonaimina ¢ en 2-
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3-diaminofenacina con H,O, Forma cristales amarillos, es poco soluble en agua y libremente
soluble en alcohol, cloroformo y éter La LDy, en ratas es de 600 mg/ kg (Spector, 1965 en: The
Merck Index, 1995)

2.5, Drosophila melanogaster

Desde 1910 en que T.H. Morgan vy sus colaboradores Bridges, Sturtevant y Miiller la
eligieron como modelo, la mosca del vinagre ha sido un organismo de investigacion prominente
paza los genetistas y bidlogos del desarrollo. Al ser un organismo eucarioto y pluricelular, este
insecto diptero es un excelente modelo en Toxicologia Genética. Presenta pocos cromosomas, 56lo
cuatro pares, claramente distintos unos de otros por su forma y tamafio Se conoce tode su geroma
Presenta genes implicados en el metabolismo de xenobidticos y en la reparacion de dafios al ADN,
similares a los de los humanos (Friedberg et af , 1995 y Russell, 1998). No existe normalmente
recombinacion meidtica en los machos y se pueden obtener balanceadores en los cromosomas que
impiden recupetar organismos no deseables por recombinacion meidtica (Saner, 1996)
Actualmente se puede disponer de Hneas ¢speciatmente construidas, con marcadores genéticos
especificos, para investigar in viveo el efecto de tratamientos diversos sobre los genes en células
germinales o somaticas {Tabla 251) No se requiere de grandes inversiones para su
mantenimiento, va que es facil de ser criado en grandes cantidades en poco espacio y gracias a que
se obtiene un gran numero de organismos por generacion, se puede realizar un andlisis estadistico
confiable

Drosophila melanogaster tiene un ciclo de vida corto que vade 10 a 12 dias a 25 °C, con
estadios de desarrollo bien definidos. Esta caracteristica permite analizar el efecto de posibles
compuestos genotéxicos en dosis crdnicas, agudas v fraccionadas de manera controlada. Su ciclo
de vida inicia con la oviposicion, 24 horas después los huevos sufren eclosion y surgen ias larvas
que pasan por ttes estadios, antes de pasar a prepupa, pupa y adulto (Figura 2 5 1). Después de que
emergen {as moscas, los machos son fértiles, en aproximadamente 6 a 8 horas, mientras que las

hembras tardan de 10 a 12 horas. Durante la fase de larva la ingestién de alimento ¢s continua,
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llegando a consumir de tres a cince veces su peso, incrementiandolo de 0.05 a 2.0 mg (Mitchell y
Combes, 1984)

Tabla 2.5.1. Bioensayos a corto plazo en Drosophila melanogaster (Tomado de Vogel ef al., 1999).

Ensayo genético ! Nitm. de Tipos de dafies al ADN
i generaciones

Pruebas con células germinales masculinas

Letales recesivos ligados al sexo 2 Sustitucidn de bases, corrimiento de
marco de lectura, deleciones, pequefias

| aberraciones.

Letales recesivos autosomicos 3 Sustituciton de bases, corrimiento de
marco de lectura, deleciones, pequefias
aberraciones

Mutaciones visibles de loci selectos 1-2 Sustitucion de bases, corrimiente de
marco de lectura, deleciones, pequefias
aberraciones {analisis molecuiar)

;

Translocaciones heredables 2 Absiraciones cromosdmicas seciprocas

Aberraciones cromosémicas; pérdida de anillos 1 Abesraciones cromosdmicas, intercambia

X, cromasomas barra X 0Y de cromatidas hermanas

Letales dominantes 1 Aberraciones ciomosomicas letales

Aneuploidias 1 Aberraciones Cromosomicas, no-
disyuncion

Pruehas con células somaticas

Pérdida de heterocigosis debido a 1 Recombinacion intracromasomica

recombinacion y a eventos mutacionales homologa, delecidn, aberracion
cromasdmica, no-disyuncion, mutacion

Mutacion somadtica, insercion ¢ pérdida de 1 Mutacitn, abercacion cromosémica,

fragmenias de ADN recombinacion

Reparacion de ADN i DNA dafiado procesade por reparacion
por escision y/ o postreplicativa

Las larvas de [0 melanogaster tienen dos linajes celulwres: larval e imagal {(discos

imagales), et primero esta implicado exclusivamerite en el crecimiento y en la fisiologia de la
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farva, el segundo, son bolsas epiteliales que permanecen indiferenciadas durante el estadio
embrionario. En la metamorfosis, los discos se invaginan y diferencian para formar fas estructuras
particulares del cuerpo del adulto, como antenas, ojos, halterios, genitales externos, etc. (Russell,
1998) (Figura 2.5.2) Desde el punto de vista genético, los discos imagales constituyen un excelente
maienial de estudio. Cada disco, aparece como primordio desde el primer estadio larval v consiste
de 25 a 50 célnlas. A partir de ese momento, ¢f mimero de células por cada disco se incrementa
por mitosis hasta el final de Ia fase de larva, en la que lega a tener miles de células por disco. Al
final del tercer estadio larvario se imicia el periodo de pupa, en el que parte del material farval
degenera, las células indiferenciadas forman tejidos y las estructuras del adulto que se derivan de
cada disco imagal De tal manera que, i ocwrriera dafio gendtico en una célula de los discos
imagales, éste se expresaria en el adulto como un clon de célultas mutantes en el tejido
correspondiente al diseo (Mitehell y Combes, 1984).

TESIS CON
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Fig. 2.5.1. Ciclo de vida de D. melanogaster



16

Fig. 2.5.2. Distribucién de los discos imagales en Ia larva de Drosophila
malanogaster (Lawrence, 1992},

TESES CON

2.6. Prucha de Mutacidon y Recombinacién Somdticas (SMART) F ALL A DE GRIGEH

Uno de los bioensayos & corto pilaze que ha dado grandes resuitados es ia SMART, que
detecta mutaciones puntuales, aneuploidias y recombinaciones mitdticas provocadas por la
exposicion a distintas dosis de algin agente quimico o fisico, utilizando como modelo
experimental a Drosophile melanogaster {Guzmén-Rincdn v Graf, 1995)

La prueba SMART, emplea dos diferentes sistemas fenotipicos; mutaciones en las célutas
de los ojos o en los tricomas de las alas. Ambos sisternas tienen como fundamento, la pérdida de
heterocigosis de genes marcadores en las células de los discos imagales de las larvas. Al exponer
a las larvas portadoras de los marcadores, a un agente sespechoso, el dafio se expresard como
clones o manchas de células mutantes en las alas o en los ojos de los organismos adultos, estas
iitimas se pueden observar y contsbilizar con ayuda del microscopio Optico y analizar por medio
de métodos estadisticos, comparando el tipo v frecuencia de manchas en los tejidos

correspondientes con la obtenida en organismos no expuestos (Guzman-Rincén y Graf, 1995)
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La prueba SMART en el ala, ha demostrado ser eficaz al confirmarse con més de 400
agentes fisicos y quimicoes, puros y en mezclas (Guzméan-Rincon y Graf, 1995; Grafer af, 1996 y
Vogel er al , 1999), v con un estudio epidemiologico sobre el posible riesgo de padecer ¢ancer de
mama vy el uso de antidepresivos triciclicos, en el que se demostrd que los resultados ebtenrdos con
SMART, afios antes, concordaban con los de dicho estudio (Sharpe et al, 2002). La prueba
requiere una sofa generacion para obtener resultados y presenta un sistema de activacidn (in vivo}
para la deteccién de procancerigenos o promutagenos, ademas de ser uno de los tres sistemas
eucaridticos, in vivo, que pueden medir de manera cuantitativa la recornbinacion mitdtica (Spand
ef al ,2001) Tiene la posibilidad de exponer a gran nimero de células mitoticas, en los discos
imagales de 1a larva, que dardn origen a una cantidad mayor de células en estado adulto, por lo que
este ensayo permite analizar aproximadamente 25,000 células por ala, al revisar una sola mosca
{Grat' et of , 1984). Las alas estan formadas por dos capas celulares, una ventral v otra dorsal de
maneta que los evenios registrados en una capa son independientes de la ofra Al diferenciarse cada
célula da origen a un tricoma o pelo, que se forma por la acurnulacion de fibras de actina en la
célula. El tricoma crece durante la metamorfosis v posteriormente, la célula que le dio origen
muere quedando la presencia del tricoma en la superficie del ala. De esta manera puede
gstablecerse larelacion directa entre el niimero de tricomas o pelos en los distintos sectores del ala
v el maimero de células que 1a forman (Demerec, 1563, Garcia-Bellido vy Merriam, 1971; Garcia-

Bellido v Dapena, 1974; Graf e/ al., 1984).

2.6.1. Lineas y Marcadores

En esta prueba, se utilizan fres lineas, “muitiple wing hair” (mwh/ mwh), “flare” (1
In(BLR)TM3, ri pf sep b & B de forma abreviada: firs TM3, Bd) y “Oregon flare”
(ORR(1);ORR(2}, fIr7 TM3, Bd) con los siguientes marcadores:

mwh (multiple wing hairs): Mutacién recesiva localizada en el brazo izquierde del
cromosoma 3 (3-0.3). Su expresion fenotipica se observa como un cambio en ¢l nimero de
tricomas por célula (2-3).

71 (flare); Es una mutacion recesiva que se expresa como tricomas mal formados y cortos,
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con apariencia de flama o roseta de maiz Estd localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3
PEIo 21 una posicién mas proxima al centromero que la del anterior (3-38.8) (Ramos et al., 1993)
Se conocen tres alelos para este locus, todos letales en condicién homocigotica Sin embargo, las
células individuales homocigotas en los discos imagales de las alas, son viables ¥ pueden producir
¢lones mutantes en las células del ala del adulto (Graf ef al., 1996).

B& (Beaded-Serratia): Este alelo del locus Beaded tue originalmente ltamado Serratia
{Ser), se identifica porque las moscas que lo poseen presentan muescas en el borde de las alas Este
marcador dominante se utiliza para reconocer a las lineas flare y Oregon flare, en condicién
homocigotica también es letal. Se localiza ¢n el cromosoma 3 (3-92.5) (Osaba ef al., 1999).

In(3LR)TM3 (Inversidn (3 left, right) Third Multiple 3): Como los marcadores 7 y B son
letales en homocigosis, las lineas flare y Oregon flare presentan un cromosoma balanceador con
tres inversiones, dos paracéntricas (L vy R) v ana pericénirica (L + R), que impiden tecuperar
eventos no deseables, producto de la recombinacion meidtica y permiten mantener las lineas con
los marcadores letales en heterocigosis (Graf ef af., 1996).

OR(R) (“Oregon resistent™): La linea Oregon jlare fue construida por Frélich v Wirgler
en 1989 Esta linea presenta los cromosomas 1y 2 de la linea Oregon R(R) 1esistente al DDT. Kl
cromosoma 2 acarrea ta mutacion dominante Rst/2,0DT localizada en la regidn 43E, (2-65), que
provoca la exprasion constitutiva de una proteina inductora de los genes Cyp (Cypbud y Cypba9
del cromosoma 1 y Cypba2 del cromosoma 2). Los genes Cyp se expresan en las enzimas del
complejo enzimatico citocromo P430. Esta mutacion confiers en consecuencia, no sélo resistencia
al DDT e insecticidas organofosforados en larvas y adultos, sino también el incremento general
en el metabolismo xenobidtico, permitiendo valorar la activacion, i vivo, de promutdgenos
{Lindsley y Zimm, 1992; Dapkus v Morell, 1977 y Halsttom v Blanck, 1985 citados en Delgado-
Rodriguez, ef af., 1995).

2.6,2. Cruzas

Para realizar esta prueba se proponen dos tipos de cruzas; estandar (Grafer o/, 1989 ) con

niveles regulados del citocromo P450 y de bicactivacion elevada (Graf y van Schaick, 1992), con
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altos niveles constitutivos de esta enzima. Aunque ambos tipos de cruzas son capaces de detectar
genotoxinas directas e indirectas, la cruza de bioactivacion elevada es mas sensible para identificar
un gran numero de promutigenos y procancerigenos. En ambos tipos de cruzas se utilizan moscas

gue portan diversas mutaciones recesivas:

Cruza estindar: hembras virgenes de 1a linea “flare™ /¥ TA3, B4 X machos de
la linea “multiple wing hairs”™: srwh/ mwh
Cruza de bioactivacion elevada: hembras virgenes de la linea “Oregon flare™

(ORR(1);ORR(2): fIF / TA3, B&) X machos mwh/ mwh.

Las larvas producto de estas cruzas tienen genotipo powh fIr’ . mwh™ fIr’ o mwh fIF7" TAL3,
B y QRR(1) =, ORR) +: mwh fl / mowl fIF 0 ORR(L)/ +, ORRI2) = mwh iy’ TM3, B,
respectivamente, en teoria, en propotcién 101 (Figura 2.6 1) Estos tipes de larvas son
indistinguibles, pero al recuperar a los adultos, 1as larvas transheterocigotas generan moscas con

alas de fenotipo silvestre v aquellas que contienen el cromosoma balanceador, moscas con alas
serratia (Bd")

gametos: o Genotigo Fenotipo
P mwh, fir’*
nowh®, fIr mwh, Tr"/ mwht, fir’ transheterocigoto silvestre
TM3, B mwh, fr' I3, Bd heterocigoto para mwh, alas tipo serratia
homocigoto para fir™
*ORR(1); ORR(2); ORR({)/ 4, ORR(2)/ +, transheterocigoto silvestre, con altos
mwl*, fIr nwh, flrt meht, fir’ niveles constitutivos del
citocromo P450
*ORR(1); ORR(2); TM3, | ORR(1)/ +; ORR(2)/ +; | heterocigoto para mwh, alas tipa serratia, con
B mwh, fir M3, Bd homoacigoto para fir” altos niveles constitutivos
del citocromo P450

Fig. 2.6.1. Fenotipos y genctipos recuperados en Ia F1 delas cruzas Estindar y de Bioactivacién
Elevada (*).



2.6.3. tnformacitn generada y poder de resolucién

Caon esta prueba, se pueden usar tratamientos combinados, prefratamientos o cotratamientos
con sustancias sinérgicas o con supuestos antimutégenos (Graf, comunicacion personal). Los
tratamientos agudos constan de 2 a 6 horas de exposicidon en los estadios [arvales 2° 6 3° Los
tratamientos cronicos pueden iniciarse a las 24, 48 v 96 horas de vida, coincidiendo con las
diferentes etapas larvales, lo que significaria que las larvas pueden consumir el xenobidtico durante
96, 72 y 48 horas, respectivamente; estos tiempos son tedricos va que un efecto toxico del
compuesto puede manifestarse cormno un retardo en el desarrollo o generar que la larva entre
prematuramente en estado de pupa, lo que modifica los tiempos de alimentacion (Graf e af |
1984)

Las diferentes clases de manchas registradas en las larvas transheterocigotas pueden
deberse a varios tipos de mutacion: mutacién puntual (Figura 2 6.2e), delecién (Figura 2 6 2¢), no-
disyuncion (aneuploidia) (Figura 2 6.2f) asi como a recombinacion mitotica (Figura 2 6.2b y d)
Como resultado de eventos de recombinacion, pueden recobrarse manchas simples o gemelas, este
Gltimo evento, producte de la recombinacion en el intetvalo proximo al centrémero que s acotado
por el marcadot I (Fig 2 6 2b); mientras qus fas manchas simples mwh indican recombinacion
entre mwh y /I (Fig. 2.6.2d} Por otra parte, pueden obitenerse manchas simples flare © mw/ por
eventos como mutacion puntual, pérdida parcial o total del cromosoma 3 y no-disyuncion {Graf
ef gl , 1984).

El analisis de los dos fenotipos de moscas genera informacion diversa. La lecturade las alas
con genotipo mwh fIr’ mwh® fIr’, permite observar los tres fenotipos de manchas: Simples mwh,
simples /7 y gemelas (Fig 26 3) En las alas de las moscas que heredaron ¢l cromosoma
balanceador, fenotipo serratia, no se puede presentar 1a recombinacion, por lo que todas las
manchas que se recuperen seran producto de mutaciones v de fenotipo mwh Lo anteriormente
expuesto permite determinar cuantitativamente la actividad recombinogénica de las genotoxinas,
al comparar la frecuencia de manchas simples mwh en alas de moscas Beaded-Serratia, con la
obtenida en las alas de moscas de fenotipo silvestre (Graf v van Schaik, 1992; Delgade-Rodriguez.
et af , 1994 y Graf y Wikrgler, 1996)
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Fig. 2.6.2. Evenios que conducen a la pérdida de heterocigosis, en la prueba del ala SMART.

a) Normal, se mantiene la heterocigosis; b) recombinacién mitética en el intervalo préxime al

centromero que es acotado por ¢l marcador fIr, se producen clones gemelos; ¢ delecitn, se

pueden obtener clones sencillos smivh (0.fIr, no ilustrado); &) recombinaciin mitéticn entre novh

¥/, que geacra clones sencillos rovk; e} matacién puniuel y §) no-disynncién (aneuploidia},
que pueden prodacir clones sencillos vl {6 fIr, a0 ilustrade) (Tomado de Graf ef al., 1954).
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, M ancha .Gemlélé

Fig. 2.6.3. Mancha gemela (clones nowlt y fir’ adyacentes). Este fenotipo se observa cuando se
da recombinacibn mitbtica en &l intervale préximo al centrémero gue es acotado por &l

marcador 17,

El tamafio de ias manchas recobradas refleja el nimero de divisiones celulares que
ocurrieron después de ls induccion del cambio genético en la célula afectada original, por lo que
puede ser indicador indirecto de la actividad del compuesto y de la velocidad con gue alcanza la
célula blanco, También puede indicar si existe alghn problema con la mitosis o st ocunio muerte
celular, en estos casos el tamafio de las manchas registradas serfan menores a lo esperado (Graf
et al., 1984) Parg el analisis estadistico se asume que todas las ¢élulas se dividen al misme 1itmo,
por o que el tamafio de la mancha debe corresponder a un ninnero de divisiones () que va de 2°
a 2* ¢élulas. Por esta razén las clases de tamaiio se agrupan como sigue: 1, 2, 3-4, 3-8, 9-16, 17-32
células, etc. (Graf ef ol 1984).



3. ANTECEDENTES

3,1. Toxicidad y teratogénesis de los tintes para cabello

Existen reportes de ta toxicidad sistémica de los tintes para cabello administrados por via
oral en suicidios, intentos de suicidio, ingestiones accidentales y homicidios, en donde se ha
presentado anorexia, necrosis del misculo estriado y grave deficiencia renal; atrofia éptica, edema
oro-faringeo severo, conduceion neural, pardlisis y paratesia; entre otros sintomas (Bourquiaer af |
1988; Sir Hashim er af., 1592; Lifshits er af., 1993; Ashraf ef af., 1994;Yagi er al , 1996; Sood et
al , 1996 y Lahbabi ef @i, 1998}

En bioensayos de lapsos cortos se ha descrito que [os tintes para cabello presentan efecto
bactericida en Salmonella {Watanabe er af, 1990) v que las o- v p-fenilendiaminas (OFD y PFID)
inhiben la proliferacion celular en cultivos de ¢élulas de ovario de criceto (“hémster”) Chino
{CHO-K1) (Chung et a/., 1995) y en cultivo de linfocitos humanos (Cebulska-Wasilewska ef af,
1998). Se reporta también que la PFD induce estrés oxidante en cultivos de queratinocitos
humanos (Picardo ef al., 1996) y en hepatocitos humanos (Sood er af ,1997)

Existen algunos trabajos epidemioldgicos donde se sugiete clerto efecto teratogsnico de
los tintes para cabello, que indican abortos espontdneos, hijos con retraso mental o con
malformaciones cardiacas, entre aquellas mujeres que durante su embarazo estuvieron en contacto
lahoral o como usuarias de éstos (Roeleveld et af , 1993; John et o/ , 1994, Wilson et af , 1998)
Con respecto a los estudios experimentales, Wernick er o/ en 1975 ¢ Inouye v Murakami en 1977,
encontraron malformaciones en el esqueleto de fetos, al aplicarles 2,5-diaminotolueno
dihidrocloride {p-toluendiamida), a ratas y ratones prefiados, 1espectivamente. $in embargo,
Burnett et al. en 1976, no encontraron efecto teratogénico al aplicar tintes semipermanentes v

permanentes a ratas y conejos.

3.2, Penetracién por piel de los componentes de los tintes para cabelo

Bummett en 1987 menciona que durante la aplicacion normal de los tintes para cabello, el

producto permanece en la cabeza de 20 a 60 minutos y cerca del 90 % del compuesto es eliminado
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durante e} champt que es realizado inmediatamente después, por lo que la penetracion del tinte
a traves del cuero cabelludo tendria que producirse durante ese lapso, después serfa muy dificil,
va que en las raices del cabello, que estdn en contacto con la piel, no penetia el color. Dice
también que los reportes de personas que después de aplicarse algin tinte, eliminan por orina
componentes de &stos, son muy limitados v dificiles de confirmar. Sin embargo, existen trabajos
(Sardas e al, 1997) que proponen que estos compuestos realmente penetran por fa piel de
humanos y algunas veces han sido detectados en la orina de la gente que se ha tefiido el cabello
bajo condiciones normales de uso (Marshall y Palmer, 1973 y Peter, 1973). Existen también
disefios experimentales que demuestran la penetracion de algunos compernentes de los tintes,
despues de Ta aplicacion topica de mezclas comerciales o compuestos puros, oxidados o sin oxidar,
realizados in vive en ratones y congjos (Stenbick et af 1977); perros (Kiese ef af , 1968 y Hurby,
1977); ratas (Hurby,1977; Burnett, 1978 v Beck ¢f af , 1993); monos rhesus (Matback y Wolfram,
1981; Burnett, 1987 y Sardas ef o/, 1997) y hurnanos (Kiese ef af., 1968 y Maiback y Wolfram
19813

Fn estos trabajos se reporta que algunos de ios componentes de los tintes se presentan en
orina 0 heces, en propotciones que van del 1 al 5 %, cuando se aplicaron con agua v del 0 01 al
0.3 % cuando se aplicaron con peréxido de hidrégeno. Stenbdck ef of en 1977, Hegaron a la
conclusion de que las aminas arométicas y algunos bencenos son ficilmente absorbidos,
calculando que alrededor de 4 a 6 mg del tinte es absorbido por el cuero cabelludo durante el
proceso de aplicacion in vive. Se menciona tambien [a presencia de estos compongntes en sangre
(Hurby, 1977 v Bumett, 1978} y en glandula tiroides (Burnett, 1978} En este Gitimo trabajo,
Burmnett, descubridé que, cuando ¢l tinte se aplica topicamente, €l 7 % permanece en cuero
cabelinde un mes después de la aplicacton vy afiade que si se suman la cantidad de compuesto
colectado en orina, heces v la que permanece en el cadaver del animal, después de 7 dfas, hay una

absorcidn del 1 6 al 2 %,
3.3. Antecedentes epidemioldgicos

Estudios epidemiologicos reatizados en Ias ltimas décadas han indicado que aquellas

personas (mujeres u hombres} que tifien su cabello frecuentemente con tintes permanentes, semi-
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permarentes o temporales, o aquéllas que tienen exposicion laboral a éstos, posiblemente tiene
mas riesgo de coniraer ciertos tipos de cancer Se ha encontrado una asociacion estadisticamente
significativa entre dosis y respuesta. En donde 1a dosis estd determinada por la frecuencia de uso,
la cantidad de tinte usado en cada aplicacitn v el periodo total en que se ha estado aplicando Owo
factor que se ha evaluado en estos estudios, es el tipo de tinte y color utilizados, de tal manera que
se presenta mayor riesgo asociado con los untes permanentes que el asociado a tintes semi-
permanentes o temporales. Se ha reportado también que en las mujeres que usan colores negro,
castafio © rojo, se incrementa 2 & 4 veces el peligro de tener un diagndstico con algunos tipos de
cancer, gue en aquéltlas que usaron colores claros. En ciertos casos la asociacion se ha restringido
a alguno de los sexos, a un color, al tiempo de uso o incluso sélo cuando estaba asociado a oo
factor, como el habito de fumar. Sin embargo, en algunos otros estudios no se encontrd ningdn tipo

de asociacion tintes-cdncer. En la tabla 3 3 1 se presenta un resumen de estos hallazgos.

3.4. Antecedentes experimentales

La posible toxicidad cronica, ia capacidad de inducir mutaciones y el potencial cancerigeno
de las mezclas comerciales, o formulas prototipo, de tintes permanentes y semi-permanentes; asi
como de sus componentes putificados, han sido probados por varios investigadores en bioensayos
con mamiferos, bacterias, cultivos de células, etc. Estos estudios se iniciaron en 1966 {Bumnett,
1987) involucrando diversas pruebas, entre las cuales figuran la administracion del tinte en
animales de laboratorio, por via oral, cutdnea o inyectado, ast como bioensayos de lapsos cortos

ifnt vive O in vitro

3.4.1 Mezclas comerciales y formulas prototipe

Una gran cantidad de tintes para cabello y algunas de sus aminas resultaron positivos en
ensayos de mutagénesis, sin ambargo no mostraron una actividad cancerigena clara en bivensayos
con animales. Ames ef af. en 1975 con la prueba de Safmonella tiphimurium reportaron que el 89
% de las mezclas comerciales estudiadas por su grupo resultaron positivas Albano er af,, 1982;

Zito, 1982; Watanabe eral,, 1990y Ferguson et al,, 1990 también encontraron resultados positivos
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Tabla 3.3.1. Estudios epidemiologicos que presentan o no, relacién estadisticamente significativa, entre ef uso
¢ contacto lahoral de los tintes para cabello y ef riesgo de contraer algiin tipe de céncer.

Incremente estadisticamente significativo en el
riesgo

Sin asociacion estadisticamente
sisnificativa

meédula osea o micloma
multipie

Browner af , 1992

Thun et @l , 1994 Sole en nyjeres que usaron tintes nepros
durante mis de 20 afios

Burmaister er af , 1994

Herrinton et af., 1994

Miligies o, 1999

Cancer de vejiga ¥ tracto Najemer ol | 1982, Asociado al hibito de fiunar Howe et af , 1980

urinario bajo. Skov ot al | 1990 S50l0 en estlistas varones Sullivan, 1982
Skov y Lynge en 1994 Nomura ef ol , 1989
La-Vecchia v Tavani en 1993 Thun et al., 1994

Cédncer de las células dela | Zahm er gl , 1992 Grodstein ei al ., 1994

Colditz et a7, 1994

Céancer en el sistema
linfitico o hinfoma de no-
Hodgkin

Cantor ef ol , 1988
Blairet ol , 1992

Zahm et al,, 1992

Pearce v Bethwait, 1992
Boffetta ez of , 1994
Burmaister er al., 1594
Thuneral, 1994 Sélo en mujeres que usaron tntes negres
durante mas de 20 aflos
Skovyiangeetal 1994
Greiner ef al , 1993
La-Vecchua v Tavani, 1993
Holly et af, 1998

Miligt et al., 1999

Cote er af , (1994) Estudio limilado a
pelugueros con SIDA

Grodstein 2t af, 1954

Colditz et o/, 1994

Altekruse et af , 1999

Correa et ol , 2000

Varios tipos de fercemia,
preleucemia y desordenes
hematopoyéticos

Cantorer af , 1988

Zahm er al, 1992

Sandier er #f . 1993 en: Burmaister er &f, 1994
Burmaister e af, 1994

Mele et af , 1994 Solo para los tonos oscuros
Miligi ef al, 1999

Shibata et af., 1990
Grodstein ef af . 1994
Colditz er af, 1994

ocupacionalmente expuestos

Cancer de ovarios Tzonou et al , 1993 SR
Boffolta ez ai, 1994
Burmaister g al, 1994
Cancer de glandula salival | Spitz er a/.. 1990, Sélo en mujeses SR
Sarcoma de Kaposi Hardell et al, 1987 Ea hombrescon SIDA, SR

Sindrome miclodispldstico

Nagata er al., 1999

Idoeral | 1996
Correa ef af, 2000
Altekiuse et al, 1999

Cincer de mama

Kinlen et o/, 1977 S0lo en mujeres fumadoras o ex-
fumadoras mayores de 50 afios

Shorcetal , §979 Solo en mujeres mayores de 50 afios con
mis de 1) afios de use

Koemyg et af , 1991, Salo estilistas mujercs con mas de §
afios irabajando

Stavraky ef af , 1979
Nasgea et ol , 1992

Thun et al, 1994
La-Vecchin y Tavam, 1993
Cook et al, 1959

Céncer de Wiims SR Olshan et al, 1993
Céncer del cuellodela SR Stavraky eral | 1979
matriz v endométrio Thun, et ai., 1994
Melanoma cutineo maligno SR Dsterlind er @/ 1988

La-Vecchia v Tavani, 1993

SR = sin referencias.
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con el ensayo de Safmonella, TA98 en mezclas comerciales de tintes para cabello; en todos los
casos, ia oxidacion vy la presencia del activador metabolico de marnifero 59, incrementaron el
efecto. Sin embargo, Wang er al. (1991} y Sardas ef a/. (1997) obtuvieron datos negativos con las
cepas TAS8 y TA100, con y sin activacion metabolica

También se mencionan negativos en otras pruebas a corto plazo, como son el ensayo de
micronucleos en médula osea de ratén (Wang e/ oL, 1991), intercambio de cromatidas hermanas
en linfocitos humanos y el ensayo cometa (Sardas er af,, 1997)

Para determinar ] potencial cancerigeno de los tintes para cabello, s¢ realizaron ensavos
con mamiferos como ratones de la linea Swiss Webster (Burnett eral,, 1980), o con ratas Sprague-
Dawley (Kinkel y Holzmann, 1973; Bumett ef of,, 1980 y Burnett v Goldenthal, 1988), a los que
se les aplicaron mezclas comerciales o mezclas prototipo oxidadas con perdxido de hidrogeno

(6%, 1:1), de manera tépica y en los que se describieron resultados negativos

3.4.2 Aminas arométicas

Las férmulas permanentes de tintes para cabello son una mezcla de aminas aromaticas,
derivados nitroarematicos y fenoles, los cuales son mezclados con perdxido de hidrégeno justo
antes de su aplicacién Por esta 1azdn el Instituto Nacional del Céncer instituyé en la década de
los setenta, un programa para detectar, a través de diversos bioensayos, la seguridad de los agentes
quimicos utilizados en la elaboracion de tintes para cabello. Sin embargo, en ensayos de lapsos
cortos, se han encontrado resultados experimentales contradictorios relacionados con el efecto
genotoxico de éstos. En particular, las aminas aromaticas OFD y PFD, de interés para este trabajo,
se mencionan como no-mutagénicas, debilmente positivas o positivas (Tabla 3.4.1)

Se indica que las aminas nitroaromaticas deben ser activadas metabdlicamente para ser
genotdxicas La N-oxidacion mediada principalmente por el citocromo P450 y la flavin
monooxigenasa es el primer paso en la biotransformacidn de las aminas aromaticas, aunque éstas
puedan ser activadas también por enzimas peroxidasas en |os sistemas vegetales (Wild er ., 1980,
Rodriguez-Arnaiz vy Herndndez, 1994, Chiapella e of, 1997, 2000 y Cortés-Eslota ef af., en

prensa).
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Tabla 3.4.1. Se muestran resultados positivos, negativos e incluse aquellos en gue se reportan como testigos
sitivos las aminas OFD y/ o PFIY, en estudios experimentales de [apsos larges v cortos.

Ensayo

Positivos

Negativos

Potencial cancerigeno i vive, a largo
plazo, en cricetos, 1atones, ratas y/o
conejos. Aplicacion topica, en la
dieta o intraperitoneal

Palmer ez al, 1976 (v)
Rojanapo et ai, 1986 (+)
Sontag, 1981 (v)

Oberly ef af, 1984 (V)

Burnett et al, 1975 (')
Stenback et al, 1977 (V)
Burnett y Goldenthal, 1988 ()
Instituto Nacional del Cancer,
1979 en: Burnett y Goldenthal,
1988 (+)

Kerckaet et al,, 1998, (/)

L etales dominantes en ratas Charles
River

SR

Bumett et af, 1977 (A)

Cultivo de células de mamiferos,
micronuecleos en méduia osea,
tinfocitos humanos in vitro,
intercambic de crométidas hermanas
y aberraclones ¢romosdmicas en
células de ovario de criceto Chino
{CHO-K)

Vemtt el af, 1975 (v')

Kirkland y Venitt, 1975 (')

Bendict, 1976 (¢}

Paimer et al., 1976 {(v)

Wild er af,, 1980 (%)

Shelby y Stasievicz, 1984 (v")

Chung et af, 1955, 1996, (A)
Cebulska-Wasilewska ez al., 1998 (*¥TP)

Scler-Niedziela et af,, 1991({A)
Williams ez al, 1982 en:
Batiste-Alentorn et al, 7995
)

Ensaye cometa

Cebuiska-Wasilewska et al., 1998 (*¥TP)

SR

8 rvphinurium TA1538, TASR y
- TAL00 con y sin de 89

Ames ef al, 1975 (A)
Searle er af, 1975 {A)

i Venitt y Searle, 1376 (A)

Gentile ef al, 1985 {(v)
Watanabe ef gl , 1989 y 1990 {A),
seguido de oxidacion con H,O,
Chung 2t @f,, 1995, 1966 {A)

Chen er al, 1997 (/)

- TAL00 con AV, Zea mays 9 con
alta actividad peroxidasa

S typhipuirium TA1538, TA98 y SR Chiapella et al, 1997 (A)

TALO0 con activacion vegetzl (AVY,

Persea americana $117 con alto

contenido en B-450 .
| 5. typhinurium TA1538, 1498 ¢ SR Chiapella ef al,, 1997 {A)

ensayo del ala}, cruza E, 1eciproca
(PFD sin oxida1, 1.0y 3.0mM )

Tradescantia 4430 Gichner ef af , 1994 (A) (TP) SR
Chiapella et erl, 1997 (A)
Xiao e Ichikawa, 1998 (*) (TF)
Gichner v Velemisky en 1999 (%) (TP)

SMART (reste-white, white-ivory v | Batiste-Alentorn er af , 1995(+/) SR

(*}= OFD, (v)=PFD, {A)= an;gt;é: (TP) = testigo positivo, SR = sin referencias

Los colorantes azo, 1a 2 3-diaminofenacina y la 2-amino-3-hidroxifenacina son productos
oxidados de fas fenilendiaminas contenidas en los tintes para cabello y estan presentes en algunas

formulas de pesticidas. Estudios anteriores han demostrado que estos compuestos son mutagénicos

TESIS CON
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ens. fyphimurinm después de la activacién con la fraccidn microsomal 59 de mamifero, induciendo
mutaciones de corrimiento de marco de lectura {“frameshift"), transiciones v transversiones
{Wagner ef af, 1996). Los derivados nitro del p- y o-fenilendiaming, como el 2-nitro-p-
fenilendiamina, 3-nitro-o-fenilendiamina y 4-nitro-o-fenitendiamina, se han reportado como
mutdgenos ditectos en 5. typhimurium TA9S, TA100, TA104, TA4001 y TA4006. {Shahin, 1994;
Chung ef al., 1996; Chen ef al,, 1997) En todos los casos los compuestos son mas rmutagénicos al

ser activados

En vista de que los resultados de las pruebas epidemioldgicas v de genotoxicidad de los
compuestos quimicos con que se elaboran los tintes para cabello, han mostrado ser contradictorias
¢ mconsistentes y a que millones de hombres ¥ mujeres, usan regularmente tintes, ast como, que
las aminas o y p-fenilendiamina {(OFD* y PFD) son componentes importantes de log tintes
permanentes, se propone el ensayo de una mezcla comercial de tinte para cabello, asi como la de
los colorantes amino-nitroarométicos PED y OFD con la prueba de mutacion y recombinacién

somatica en el ala de D. melanngaster,

3 .
Cabe uclarar que, L'Créal México reticd de sus formilas esle compuesio () Oréal México, coms per 1903%)
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar la genotoxicidad de los componentes de un tinte para el cabello, que contiene
el colorante p-fenilendiamina, mediante la prueba SMART del ala en Drasophila melanogaster,

cruzas E v de BE.

4.2. Objetivos particulares

1 Evaluar el efecto genotoxico de las o-fenilendiamina y p-fenilendiamina en Drosophila
melanogaster por la prueba SMART en ala en cruzas E y de BE.

2. Deterrinar si el uso del peroxido de hidrdégeno influye en la respuesta de SMART de las
aminas aromaticas.

3 Aportar nuevos datos que contribuyan a dilucidar la controversia planteada por los
diversos autores, con Tespecto a la actividad genotoxica de los tintes para cabeilo v sus

componentes

5. HIPOTESIS

1 8i, de acuerdo con algunos de los antecedentes, las aminas OFD y PFD son promutagenos,
entonces se espera encontrar mayor efecto genotéxico en la cruza de BE, que contiene niveles altos
de citocromo P450 que en la cruza E, tanto en los compuestos puros, como en la ¢rema colorante
que contiene el PFD.

2 Si la oxidacién quimica in vitro de las OFD y PFD es premrequisito para mostrar
genotoxicidad, entonces se observara mayor efecto genotdxico en la mezela (ctema colorante +
crema reveladora) asi como en los compuestos puros oexidados con peroxide de hidiégeno

Para comprobar las hipodtesis planteadas se propuso el siguiente discfio v la siguiente

metodologia:
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6. DISENO

Se realizé la prueba SMART en cruzas estandar (E) y de bioactivacion elevada (BE),

tratamiento crénico 48 horas, en experimentos paralelos con idénticas condiciones.

E. fIr'{ TM3, B x nowh/ mwh
BE: ORR(1);ORR(2); fIr'/ TM3, B x mowh/ mwh

El disefio se dividié en dos fases: en la primera se prob6 una mezela comercial (crema
colorante + crema reveladora) asi como sus componentes por separado {crema colorante o crema
reveladora) a 0.25, 0.50 v 0.75 % (p/ v 6 v/ v, segiin el caso) en agua desionizada (Figura &6 1) En
ta segunda se utilizo la p-fenilendiamina a 0 001, 0 1y 10 0 uM disueltz en una solucion de etanol
al 1.2 % (v/ v) y la o-fenilendiamina a 0.6, 1.0y 2.0 uM, disuelta en agua desionizada Enambas
aminas se probaron las mismas dosis mezeldndolas con perdxido de hidrégeno al 6 % (v/ v) en

proporcion 11 (Figura 6 2).

—_
Fase 1. Mezcla comercigl
Crema Reveladora Crema Colorante Revelador + Tinte
{Revelador} {Tinte) (1:0.7)
Cruoza Estandar Testigo agua desionizada | Testigo agua desionizada | Testige agua desionizada
025 % (v/ v} 025 %/ v} 025% (p/ v)
0.50 % (v/ v) 0.50% (p/ v) 030 % (p/ v)
075 % (v/ v} 075%{p/v) Q5% (p/v)
Cruza de Bibactivacion | Testigo agus desionizada | Testigo agua desionizada | Testigo agua desionizada §
Elevada 025 % {v/ v} 025 % (p/ v} 025% (p/ v)
0.50 % (v/ v} 0.50 % (p/ v) 0.50 % (p/ v)
Q.75% (v v) 075 % (p/ v} 0.75 % (p/ v)

Fig, 6.1, Disedio de I fase 1, donde se probé Ia mezcla comercial L'Oréal imedia Excellence Castafio Ne. 4, asi

comto sus componentes, crema colorante y crema reveladora, en tres diferentes cencentraciones; de manera
simultdnea en ambas cruzas, con tres repeticiones por tratamiento y en tres experimentos independientes.
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Fase 2, Aminas Aromaticas
p-Fenilendiamina o-Fenilendiamina
sin H,0, con H,0, al 6 % sin H,(, con H;(, al 6 %
(v/ vy 1:1 (viv) 1:1

Cruza Estandar Testigo alcohol Testigo alcohol Testigo agua Testigo agua

1.2 % {v/v) 1.2 % (v/v) desionizada desionizada

3001 uM 0,001 uM 06 M 06 uM

0.1 pM 0.1 uM 10 pbt 10uM

100 M 1W0ouM 20 M 2.0 uM
Cruza de Testige alcohol Testigo alcohol Testigo agna Testigo agna
Bi s 1.2 % {v/v) 1.2 % (v/v) desionizada desionizada

102ckIvacion

Flevada 8001 uM 0001 pM 06 puM 0.6 pM

01uM 01 ubt 1.0 M 10uM

100 uM 100 1M 20 uM 20uM

Fig. 6.2. Diseito de la fase 2, donde se probaron Jas aminas nitroaromaticas o- y p-fenilendiamina con y sia
oxidacion ( H,0, al 6% (v/ ¥} 1:1), en tres diferentes conceniraciones; de manera simultinea en ambas cruzas,
con tres repeticiones por tratamiento y en tres experimentos independientes.

(Cada experimento se realizd en condiciones similares, las larvas tratadas y los testigos
concurrentes s¢ mantuvieron en estufas a 25 °C y 65 % de humedad. Los diferentes compuestos
v sus distintas dosis se probaron de manera simultdnea en ambas cruzas, con tres repeticiones por
tratamiento, en tres experimentos independientes. Como testigos negativos se utilizaron: agua
desionizada (filro Thermeline) v etanol al 1.2 % (v/ v} El testigo positivo fue uretano (etil
carbamato) FLUKA, No. Cat. 4300, Reg No 51-79-6, pureza =99 %, a 20 mM

6.1. Hipotesis estadistica

De acuerdo con Frei y Wiirgler (1995), para determinar el resultado, se emplearon las
siguientes hipdtesis estadisticas: si se acepta Ho, se asume que ¢l tratamiento experimental no
incrementa la frecuencia de la expresion de los marcadores ocurrides de manera espontanea en el
testigo, si se rechaza la Ho, se asume a priori que al menos un tratamjento determinado incrementa

la frecuencia espontanea por un cierto miltiplo {p) de la frecuencia obtenida en ¢l testigo Esta
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constante ko indica cudntas veces debe Incrementarse el nimero de eventos, con respecto al
testigo para considerar una respuesta positiva. En este caso, se escogié de manera empirica un
factor de multiplicacién, p = m, en el que m = 2 para las manchas totales y pequefias y m = 5 para

las manchas grandes y gemelas (Frei y Witrgler, 1988).
7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Fase 1

Se utilizd lamezela comercial 1'Oréal Imediz Excellence Castafio No 4 Seeligid estetono
porque, de acuerdo con las referencias epidemiolégicas, es donde se reporta mayor asociacién
tinte-cincer. Ademas de que en este tono se asume la presencia forzosa de la p-fenilendiamina y
110 requiere acoplador para obtener el tono (Tabla 2 4 1)

Se realizd la mezcla de los componentes (crema colorante + crema 1eveladora) en las
proporciones indicadas en el producto comercial, {revelador : colorante 1 0.7) ¥ se realizaron
diluciones al 075, 0.5 v 0.25 % (p/ v) con agua desionizada. Se probaron cada uno de sus
componentes {erema colorante v ciema reveladora) por separado a las mismas cantidades. Eatas
fueron determinadas en un estudio preliminar de toxicidad realizado en ambas cruzas para la
mezela (crema colorante + crema reveladora), en el que se encontrd una sobrevivencia del ¢ 0 %
para las concentraciones mayores del 1 % (p/ v) v 45, 65 y 75 %, para las diluciones 0 75, 0.5 y
0.23 % (p/ v}, respectivamente

7.2. Fase 2

La p-fenilendiamina (PFD} (CAS No. 106-30-3) fue generosamente donada por L™ Oréal de
Meéxico y fue diluida en una sotucién de alcohol al 1.2 % (v/ v) (alcohol absoluto Reproguifin;
reactivo analitico; CAS 64-17-5; Cat 20130; Lote 4572-C) Se preparo una solucidn patrén (10
mM) que se dividio en dos partes, una de ellas se utilizd para los tratamientos sin oxidar, [a otra
fue tratada con peroxido de hidrdgeno al 6 %, 1:1 Las dosis usadas fueron 0,001, 0.1 y 10.0 pM

para ambas vy fueren determinadas en un ensayo preliminar de sobrevivencia en las lineas,
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partiendo de la dosis sugerida por Burpett ef el (1977) que menciona que la exposicién mensual
topica de un producto comercial contiene 2 g (40 mg/ kg) o menos en ¢l tinte total. Los calculos
se realizaron tomando en cuenta ¢l peso de las larvas del tercer estadio

L a v-fenilendiamina OFD® (Fluka Biochemica, CAS: 95-54-5, Reg. 2024306, pureza 99 %)
Fue diluida en agua desionizada y al igual que en 12 PFD) la solucion patrén fue dividida para
obtener las concentraciones oxidadas 1:1 con perdxido de hidrégeno al 6 % (v/ v) v las no-
oxidadas. Las dosis usadas fueron 0.6, 1 0y 2.0 uM, previamente determinadas, mediante pruebas
de sobrevivencia, partiendo de la LDy, deseritas para ratas, 600 mg/ kg (Spector, 1965 en: The
Merck Index, 1995)

Ambas aminas se oxidaron con ¢! perdxido de hidrégeno al 6 % (v/ v), en proporeidon 1:1,

va que asi es como se aplican en los tintes permanentes (Burnett e o/, 1980)

7.3. Material hiolégico

Se utilizaron las lineas™:
nowh ( srwh’ mwh ),
flave ( fIr’ TM3 Bd ) v
Oregon flare ({ORR(T), ORR(2),#1r’/ TM3,Bd)

7.4. Metodologia general

Se seleccionaron hembras virgenes de las lineas flare y Oregon flare y machos de la linca
mwh, para realizar las cruzas E y de BE

Se colectaron {os huevos de cada una de Ias cruzas durante 8 h a 25 °C v 65 % de humedad,
en frascos que contenian una capa soporte de grenetina al 10 % (p/ v} ¥ una capa superior de
tevadura fresca.

Se aislaron las larvas, producto de las cruzas E v de BE, de 72 + 4 h de vida con agua

* Generosamente donadas por el Dr Ulrich Graf del Institute of Toxicology, Swiss Federa! Institute of
Technology (ETH) and University of Zurich
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corriente a 25 °C en coladera de malla pequefia. Este estadio larval es dptimo para la prueba, ya
que se produce elevada proliferacién celutar, la cantidad de alimento gue consumen es mayor y
son lo suficientemente maduras como para soportar el tratamiento, ademas de que es en 2sta etapa
donde, la frecuencia de induccidn de clones mwh es mas alta v al analizar a os adultos, se tiene
mayor oportunidad de observar manchas gemelas, indicadoras de recombinacién mitética {Graf,
1995)

Las larvas de 72 = 4 h se sometieron a un tratamiento cromico (48 h) por triplicado, a tres
diferentss cantidades de la mezela comercial y cada uno de sus componentes, asi como de los
colorantes puros, oxidados y sin oxidar En todos los fratamientos se utilizé Medio [nstantdneo
para Drosophila (Formula 4-24, Carolina Biological Supply Co, Burlington, North Carolina
27215; Gladstone, Oregon 97027)

Una vez que los organismos tratados emergieron de la pupa v 1enfan bien extendidas las
alas se fijaron en alcohol al 70 % (v v)

Paosterionmente, se realizaron preparaciones permanentes de las alas, separando éstas del
resto del cuerpo con pinzas entomologicas v colocandolas en un portaobjetos con solucion de
Faure (30 g de goma arabiga, 20 ml de glicerol, 50 g de hidrato de cloral y 50 ml de agua) Las
preparaciones se colocaron, protegidas del polvo, en una plancha a 40 °C durante 24 h; despuss
de esto se les aftadio 2 gotas de la solucion de Faure; y se cubrieron con un cubreobjetos del No 1
colocandoseles encima aproximadamente 300 g de peso, las preparaciones permanecieron en la
plancha por 24 h mds.

Se analizaron solo Ias alas transheterocigotas (tanto la superficie dorsal como 1a ventral)
en un microscopio dptico a 40X para cuantificar el nfimero, tamafio y tipo de ¢lon o mancha La
lectura se realizo hajo estricta clave para evitar prejuicios. Se registraron como mwh aquellos
tricomas constituidos por tres o mas pelos. Se considerd que dos manchas son independientes si
estan separadas entre si por 3 hileras de células normales Se wrataron de analizar minimo 53
individugs por tratamiente, de acuerdo con lo sugerido por Fret y Witrgler (1995)

Finalmente, para evaluar la genotoxicided de los colorantes, se aplicd el programa
estadistico para SMART PC-version 2. I, desarrollade por Fret y Wirgler en 1988, ef cual se basa
en la prueba no paramétrica de ji cuadrada para proporciones (de una cola), con un grado de

libertad ¥ una probabilidad de 0.05. En el analisis estadistico las manchas pequefias (de 1 a 2
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células), se consideran de manera independiente a las manchas grandes (3 6 mas células), asi como
de las gemelas. El diagndstico estadistico generado por este programa puede ser cualquiera de los

siguientes:

i Que se acepte la hipdtesis nuia (Ho} v se rechace la hipstesis
alternativa {Ha). negativo

il. Que se acepte Ha y se rechace Ho: positivo.

111, Que se acepte Ha cuando Ho es verdadera: débil positivo

iv. Que no se rechace Ho cuando es falsa, o que no se rechace Ho

cuando la Ha es verdadera; indeciso®

Para corroborar los resultados obtenidos en la prueba SMART y para discernir los
resultados débiles positivos o indecisos, se aplico la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney
con modificacidn para una cola para datos individuales (Frei, comunicacidn personal). Se empled
para ello el programa estadistico STAT graphics version 6 0. En este case, el diagnostico
estadistico puede ser no significativo o significativo con probabilidades menores o iguales a .03,

0clo000]

% De acwerdo con Villalobos-Pietrini, R (19943 Términos genéticos en espafiol. Rev' St Cortam. Ambient
10(Supi 1):31
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Las diferentes dosis de Ia mezela comercial y sus componentes, asi como las de las aminas
aromaticas, oxidadas y sin oxidar, fueron probadas en ambas cruzas de manera sifmultinea en tres
ensayos independientes. No se observaron diferencias signiﬁcéativas entre las repeticiones de cada
una de ellas, por lo gue los datos se agregaron v se muestran en fas tablas 8.1 1a 8 1 3 parala fase
lvtablas 82 1 a 8 2 4 para la fase 2

La frecuencia de manchas totales por individuo, obtenidas para el testigo negativo (H.0),
en ambas fases, se encontraron dentro del rango esperado  En ef caso del testigo positivo, uretano
20 mM, la frecuencia de manchas totales por individuo fue, parala cruza estandar (E) de 2.8 v para
la de bioactivacidn elevada (BE) de 13 63 Las frecuencias obtenidas en esta Ultima cruza fueron
4 87 veces mds que en la cruza B Esta diferencia coincide con lo reportado por Frolich v Wiirgler
(1990}

8.1 Fase 1. Mezcla comercial

Bl fratamiento c10nico buscaba evaluar el uso prolongado de estas mezclas, sin embargo
su alta toxicidad en D. melanogaster, no permitié hacer la evaluacion a las dosis que se aplican
en el cabello, En experimentos previos de toxicidad (LDs,), las soluciones mayores o igualesal 1%
{v/ v} de la mezcla, crema reveladora : crema colorante (1 : 0.7), most16 efecto insecticida en [a
cruza estandar. Este determind que se emplearan soluciones muy diluidas (0.25, 0.50 y 0.75 %)
en las dos cruzas de este ensayo. Es importante aclarar que la toxicidad de estos compuestos no
sisinpre permitid revisar 55 individuos y que el nimero de moscas examinadas corresponde con
la cantidad de adultos recuperados en cada tratamiento.

En todos los casos, en las tablas se muestran los resultados de las dos pruebas estadisticas:
Ji cuadrada para proporciones (de una cola), para SMART v la no paramétrica de U (Mann-
Whitney-Wilcoxon) con modificacién para una cola, sin embargo el analisis esta basado en la
prueba de U

Para esta fase se revisaron un total de 1121 individuos, encontrandose lo siguiente:
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Los resultados se muestran en latabla81 1 aybyenlasfiguras81.1ayb

Tabla 8.1.1. Resultados obtenidos en el ensayo del ala de Drosophila, donde se muestra la frecuencia y el nimero

de manchas por mesca para cada desis, asi como el diagnéstico estadistico de acuerdo con las pruebas; ji

cuadrada ¥y U de Mann-Whitney para SMART CREMA COLORANTE (TINTE)

[

i mosca) diagndstico estadistico’

|

" Dosisen % |Numerode  Manchas Manchas Manchas Manchas
' (p/v) TNOSCAS | pequefias (1-2 | grandes (>2 | gemelas totales
: ‘células) células)
|m=2.00 m=500  m=500 m =2 00
a) Cruza: ? fIr’/ TM3, Bd“ X & nowl/ mwh (Estindar) 1
| Testigo agua 66 [0303¢20) [0076(5) (000 { 0} 0379(25) |
i - | ;
0.25 48 0438(21) 10021( 1) 0021(1) 0479(23) |
i i, ns -, 0§ i, ns i,ns |
0,50 46 0435(20) (0087 (4) 0 600 ( 0) 0522(24) !
i (i, ns i-,ns i,ns i,ns i
'0.75 34 0324(11) [0 147(5) (0000 ( 0} 0471(16) |
{ i,ns  ji,ms i,ns i,os
b} Cruza: @ ORR(130RR{2):/IF/ TM3, Bd™ X & mwh/ mwh (Bioactivacion elevada)
iTestigo agua 104 (538 {56) 0125(13) 0010( 1) 0673 (70) ‘
025 63 0698(44) [022(14) 0016( 1) 0973(59) |
: -, Ii§ -, n§ i, ns W, ns ]
050 38 0,793 { 46) 0086 ( 5) 0 000 ( 0} 0879 (51
: +,* -,ns i,ns -, n8 |
075 52 0577(30)  |0.135(7) 0038(2) 0750(39) |
; -, ns -, 08 i, ns -, ns \

' Diagnostico estadistico de acuerdo a Fiei y Wilergler (1988) Donde: + = positivo; - = negativa; w = débil positivo,
i=indeciso; m = factor de multipticacién Nivel de probabilidad: o = p =003 (Prueba estadistica de una sola cola)
Alado se presenta ¢l diagnostico estadistico de acuerdo con 1a praeba de U de Mann-Whitney con modificacion para
una cola Donde: * significativo con prob <=0 05; ns, no sighificativa
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Cruza estandar: se encontraron resultados no significativos para todas las ¢lases de manchas
v en todas las dosis probadas. Esto sugiere que la cantidad de tinte fug muy baja o que no habia
compuestos penotoxicos (Tabla 8.1 1 ay figura 8 1.1.2) Llama la atencion que para Tinte 0 23 %
{T ), se prosento una reduccidn en fa frecuencia de manchas grandes de 3.6 veces, con respecto
al testigo; al analizar los datos se notd que solo hubo un clon grande v €ste era de 3-4 células Lo

gue podria indicar un dafio eitotoxico, aungue no ocurrid lo mismo en las dosis 0 50 v .75 %o

TINTE. CRUZA ESTANDAR

FRECUENCIA POR MOSCA

P grahdes gemeias Totales
MANCHAS

Figura 8.1.1.a Crema celorante {tinte), cruza estandar. Se presenta la frecuencia por mosca de
cada uno de los tipos de manchas o clones, a las diferentes dosis probadas Se obtuvieron resultados
no significativos para todas las clases de manches en todas las dosis probadas Laflecha sefiala la barra
T, en donde se observa una reduccion en la frecuencia de manchas grandes de 3 6 veces, con

respecto al testigo

Cruza de bioactivacidn elevada; se presentaron resuitados no significativos para todas las
clases de manchas y en todas las dosis, excepto para las manchas pequefias de Tinte 50% (T ),
en donde se confirmd el resultado positivo, que no se reflejé en las manchas totales, quiza porque
se presentd una reduceidn de 1.5 veces en a frecuencia de manchas grandes con respecto al testigo,

sumado a la ausencia de manchas gemelas (Tabla8 1.1 by figwa 81 1b)
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TINTE. CRUZA DE BIDACTIVACION

"

RIGLYTS
130 26 %|
{3050 %:

| w075 %)

FRECUENCIA POR MOSCA.

pequefias grandes gemelas Totales
MANCHAS

Figura 8.1.1.b Crema colorante (tinte), cruza de bioactivacién elevada. Sepresenta Ia frecuencia
por mosca de cada unc de los tipos de manchas o clones a las diferentes dosis probadas. La flecha
sefiala la barra que presenta resuitados positivos para la prueba de U de Mann-Whitney, con

modificacion para una cola, con 95% de confianza, con respecto al testigo

El encontrar resultados positivos sdlo para fas manchas pequefias con T ., hace suponer
gue, como éstas se inducen tardiamente ¢n el desarrotlo de la pupa temprana, cuando la ingestidn
ha cesado (Frei y Witrgler, 1993), el efecto genotdxico puede deberse a la actividad de algin
meiabolito. Como se menciond en la introduccidn, la crema colorante es la solucidn que contiene
los intermediarios primarios v los acopladores; en el caso del tono castafio, ta PFD que ya no
requiere de acoplador {Burnet, 1987), por lo que se puede asumir que las enzimas del citocromo
P450, constitutivas en esta cruza, activaron a la amina, considerada como promutageno (Ames ¢t
ail., 1975; Albano ef al , 1982; Rodriguez-Arnaiz y Hernandez, 1994; Gichner ef of., 1994; Chung
ef al,, 1995, 1996 v Chiapella, ef ¢f., 1997, 2000% La cantidad de individuos recuperadosen T 45,
fue menor que en cualquiera de los otros grupos, lo gue sugiere un efecto insecticida y una forma
de seleccidn, en la que sobrevivieron agquellos en los que no se presentd toxicidad ya que la

frecuencia en todas las clases de manchas es similar a la del testigo agua
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Tabla 8,1.2, Resultados obtenidos en el ensayo del ala de Drosophila, donde se muestra la frecuencia y el mimero

de manchas por mosca para cada dosis, asi come el diagnéstico estadistico de acuerdo con las pruebas; ji

cuadrada y U de Mann-Whitney para SMART. CREMA REVELADORA {REVELADOR)

Frecuencia de manchas por mosea (namero de manchas por
mosca) diagndstico estadistico’

|
J Dosisen% |Naumerode | Manchas Manchas Manchas Manchas
l {v/ v} H10SCas pequefias (1-2 | grandes (2 | gemelas totales
; células) células)
m=200 m=500 m= 3500 m=200
a) Cruza: ¢ fIr’/ TM3, Bd® X & mwh/ nowh (Estindar)
Testigo agua 66 0303(20) 0076(35) 0.600 ( 0) 0.379 ( 23)
025 43 0256{11) 0023( 1) 0.047 (2} 0326( 14y
) -, 0§ i,* -, s |
0.50 43 0417(20) 0.000(0) 0063(3) 0479(23) |
i, ns -, ns8 i,” i,ns
075 46 0391(18) (0217 (10) 0.000(0) 0.609 { 28)
i, ns +, % i, ns i,Ds
b} Cruza: # ORR(1);ORR{2);/1F’f TM3, Bd™ X ¢ mwh/ mwh (Bioactivacién elevada)
Testigo agua 104 0538(36) [0125(13) |0010(1) 0673 (70}
025 64 0500032y [0I09(7 0.000 () 0.609 { 39)
-, N8 -, NS i,ns -, n§
650 38 0448(26) [0069(4 0.034(2) 0.552{ 32}
-, n§ -, 1§ i,ns -, Ns
075 60 0800 ¢(48) 10.200(12) 0.033(2) 1033 (62)
+, ¥ -+ 118 ip ns +y ¥

! Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Witergler (1988) Donde: + = positivo; - = hegativo; i = indeciso; m =
factor de multiplicacion. Nivel de probabilidad: & =3 =005 (Prueba estadistica de una sola cola). A lado se presenta
el diagndstico estadistico de acuerdo con la prieba de U de Mann-Whitney con modificacién para una cola. Donde; *
significativo con prob. < = 0.05; ns, no significativo
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Cruza estdndar. se encontro que el revelador fue genotoxico para manchas gemelas con
Revelador 0.25 y0.50 % (R 5 ¥ R ), pero no en Revelador ¢ 75 % (R ;5). Con R ;5 fue positivo para
manchas grandes, éstas indican una accién genotéxica temprana, restltado de la ingestion del
revelador En la crema reveladora se encuentra ¢ agente oxidante y otros componentes, que el
producto comercial no especifica, por lo que se infiere que cualquiera de sus componentes o ¢l
mismo agente oxidante, pudieron tener el efecto genotdxico directo, al producir radicales libres
(Tabla8.12avyfigura8.12a).

REVELADOR. CRUZA ESTANDAR

a9

o

O aB

2

=47 - |
x LO0% |
5 08 :0.25 %!
g s 80,50 %
& | 0.76 %]
p=l

o

4

'S

, _ 41{
|
L

e ——

graades Totalea

MANCHAS

Figura 8.1.2.a Crema reveladora (revelader), cruza estindar Se presenta la frecuencia, por
mosca, de cada uno de los tipos de manchas o clones a fas diferentes dosis probadas La flecha sefiala
la barra que presenta resultados significativos para la prueha de U de Mann-Whitney con modificacién

para una cola con 95 % de confianza con respecto al testigo negativo

Cruza de bivactivacion glevada: se encontraron resultados positives en manchas pequefias en
Revelador 0.75 % (R ), lo que nos sugiere que el revelador, ademas de contar con componentes

genotoxicos directos, debe de contar con compuestos que pudieron ser activados por las enzimas
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del citoctomo P450, por lo que los metabolitos actuaron tardiamente, €n la pupa iemprana;
produciendo un mayor nimero de manchas pequefias. Quizi el componente que actué como
mutiageno directo en la cruza E, fue biotransformado y eliminado por las enzimas de las fases [ y
1f del metabolismo xenobidtico y otro componente de la crema reveladora fue activado por estas
mismas y se comporté como promutigeno. También es posible que el componente gue resultd
genotdxico directo en 1a cruza E, tuvo efecto citotdxico al ser activado por el citocromo P450 v
posibiemente esa fue Iz razdn de encontrar sdlo manchas pequefias en la cruza de BE . La dificultad
para discutir estos resultados estriba en el desconocimiento de el(los) productofs) quimico(s)

contenido(s) en la crema reveladora (Tabla 8.12 b v figura 8 1 2.b}

REVELADOR. CRUZA DE BIDACTIVACION
ELEVADA

Co0%
Cos%
R0.50 %

30.75 Y%

FRECUENCIA POR MGSCA

gemelas Totales
MANCHAS

Figura 8.1.2.b Crema reveladora (Revelador), cruza de bioactivacibn etevada Se presenta la
frecuencia, por mosca, de cada uno de los tipes de manchas o clones a las diferentes dosis probadas

Las flechas sefialan las barras que representan resuttados significativos para la prueba de U Mann-

Whitney con modilicacion para una cola con 95 % de confianza eon respecto al testigo agua

ﬁ
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Los resultados se muestranen latabla 8.1 3aybyenlasfipuras813ayh

Tabla 8.1.3. Resultados obtenidos en el ensayo dei ala de Drosophila, donde se muestra la frecuencia y el nimero

de manchas por mosca para cada dosis, asi como el diagnéstico estadistico de acuerde con las proebas; ji
cuadrada y U de Mann-Whitney para SMART. TINTE + REYELADOR

Frecuencia de manchas por mosca (namero de manchas por

mosca) diagnostico estadistico’

| Dosisen % | Numero de Manchas Manchas Manchas {Manchas
: {p'v) Moscas pequefias (1-2 grandes (>2 | gemelas | totales
. células) céiulas) L ]
m=2.00 m= 500 m =500 ‘m=2.00
a) Cruza: % fir') TM3, Bd® X & mwh/ rowh (Estindar) o o
i Testigo agua 66 0303 (20} 0076¢({5) 0000¢0) 037925
Q25 41 0537(22) 0073(3) 0073(3) 0683 (28)
+ 3 * L i * # + ’ "
e 54 0259 ( 14) 0074(4) (.000( 0) 0.333( 18}
_ —, 08 -, A5 i,ns -, 08
075 52 0462 ( 24) 0115(6&) 0000(M 0577 (30)
|, DS |i,ns i,ns i, ns
b) Craza: 2 ORR{1);ORR(2);/Ir’/ TM3, Bd® X ¢ mwh/ mwh (Bioactivacion elevada)
Testigo agua 104 0.538(356) 0.125(13) 010 (D 0673 (70)
025 62 0.500 (31 0177 (11) Q016(1) 0694 (43)
-, 08 -, N8 i,ns -, N8
0 50 60 0367 ( 34) 0100 ( 6} o017{ 1N 10683 (41)
-4 018 -, ns i,ns -, ns
075 62 0645 ( 40) 0161 (10) 0048(3) 0 855(353)
L _frams | -.ms i,ns -, 18

! Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wilergler (1988). Donde: + = positive; - = negativa; i = indeciso; m =
factor de multiplicacion. Nivel de probabilidad: o = 3 = 0.05 (Prueba estadistica de una sola cola) A lado se presenta
¢l diagnéstico estadistico de acuerdo con Ia prueba de U de Mann-Whitney con modificacion para una cola Donde:
* significativo con prob <= 0.05; ns, no significative
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Cryza estandar; se encontraron resultados positivos para manchas pequefias y gemelas en
Tinte + Revelador 0 25 % {T+R ;). Todos los demds resultados fueron no significativos (Tabla
8.13a vy figura 8 1.3.2) Se sabe que el revelador provoca la oxidacion quimica /n vitro de las
aminas atomaticas del tinte. Se ha reportado que éstas, al ser oxidadas tienen efecio genotoxico
(Rojanapo ef af, 1986a, b, Watanabe ef af, 1989, 1990 y Chung et af, 1996). La ausencia de
genotoxicidad en esta cruza para Tinte + Revelador 030 % v [+R., posiblemente fue
consecuencia de la seleccion de individuos a la accion de los componentes de la mezcia tinte -

revelador.

TINTE + REVELADOR. CRUZA ESTANDAR

=T
20.25%
.. BOSOY%

n0.75%

FRECUENCIA POR MOSCA

pequelas grandes gemelas Totates

Figura 8.1.3.a Tinte + Revelador, eruza estindar. Se presenta la frecuencia, por mosca, de cada
uno de los tipos de manchas o clones a las diferentes dosis probadas Las flechas sefiatan las barras
qque presentan resultados significatives para Ia prueba de U de Mann-Whitney con mod:ificacion para

una cofa con 5% de confianza con respecto al testigo negativo

FALLA DE CRIGEN
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{ruza de bigactivagion elevada: no se encontrd efecto genotoxico de la mezcla tinte +
revelador, ni muestras de toxicidad {Tabla 8.1.3 by figura 8.1 3.b). Se esperaba encontrar mayor
efecto genotoxico para la mezcla, en esta cruza, ya que los reportes de Albano ef af. (1982); Zito
{1982), Watanabe et al. (1990) y Ferguson er af (1990), quienes trabajaron con mezclas
comerciales en Salmonella TA98, en todos los casos, la oxidacién v la presencia de la fraccion

metabdlica de mamifero 39 incremento el efecto mutagénico

TINTE + REVELADOR. CRUZA DE BIOACTIVACION
ELEVADA

FRECUENCIA FOR MOSCA

gemelas Totales
WMANCHAS

Figura 8.1.3.b Tinie + Revelador, cruza de bioactivacidn elevada. Se presenta la frecuencia, por
masca, de cada uno de los tipos de manchas o clones a las diferentes dosis probadas Se obtuvieron

resultados no sipnificativos para todas las clases de manchas en todas las dosis probadas
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8.2. Fase 2. Aminas arométicas

Aligual que con la mezcla comercial y sus componentes, la toxicidad de estos compuestos
ne siempre permitié revisar 55 individuos, por lo que el mimerc de moscas examinadas
corresponde con el de adultos recuperados en cada tratamiento. A pesar de su toxicidad se realizo
un tratamiento cronico paia seinejar el uso prolongado de éstos al aplicarse las mezclas

comerciales de tintes para cabello.

Para esta fase se revisé un total de 1543 individuos, 783 para la PFD y 760 para la OFD.
Al analizar las frecuencias y tipos de manchas obtenidas en cada tratamiento se encontrd lo

siguiente:

8.2.1. p-Fenilendiamina sin oxidar {(PFD-s/ ox)

Los resultados se muestran en latabla 82 1aybyenlas figuras 82 1a,bye

Las dosis utilizadas de 1a PFD-s/ ox no mostraron ser genotdxicas, en ambas cruzas y para
todas las categorias de manchas.

En la cruza de BE, se observd una disminucidn, por debajo de los testigos, en las
frecuencias de manchas pequehias v totales, en fas dosis 0.001 y 10 0 uM El caso de la dilucién
10.0 pM merece atencion especial debido a que disminuyeron las frecuencias, asi como la
sobrevivencia (Tabla 8 2.1 b) Enlafigura § 2 | ¢, para la dosis 10.0 uM, se presentd un descenso
en las frecuencias de los clones mwh de una célula, con respecto a los otros tratamientos v al
testigo Esta reduccidn en el ndmero de individuos v en la frecuencia de manchas, probablemente
signifique que el compuesto, a esta dosis, tuvo un efecto toxico. Las moscas que sobrevivieron

posiblemente fueron reststentes
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Tabla 8.2.1. Resultados obtenidos en el ensaye del ala de Drosophila, donde se muestra la frecuencia y el niimero
de manchas por mosca para cada dosis, asi come el diagndstico estadistico de acuerdo con las pruebas; ji

cusdrada y U de Mann-Whitney para SMART. p-FENILENDIAMINA (PFD)

l Frecuencia de manchas por mosca (nimero de manchas por ]
l mosca) diagndstico estadistico’ l
! .
Dosisen uM | Numero de Manchas Manchas Manchas Manchas :
moscas pequefias (1-2 | grandes (2 | gemelas totales ‘
! células) células) ‘
! B - = =1
L o200 m-S00  [m=500  |m-200 |
a) Cruza: 2 f1r'/ TM3, Bd® X & mwl/ mwh (Esténdar)
25HZ0 88 0.62(53) g12(11) [O.{)S (4) iO 80 (70)
alcohol 1.2 % :
0.001 37 0.59(22) 016(6) 003 (1) !078(_29)
-, 18 -.ns -, n§ | -, 18
01 45 0.80( 36) 016(7) 009 (4) 1‘104(47)
-, 08 -, 08 i,ns l-,ns
100 32 0.69 ( 22) 0.16(5) 003 (1) 10.87(28)
4 d-ms _J-yps_ liyms j-,ms ]
b) Cruza: ¢ ORR(1);ORR(2)3fIr’/ TM3, Bd™ X & mwh/ mwh (Bioactivacion elevada)
Testigo 77 0.77( 59) 0.16{12) 001(1) 0.94(72)
afcohol 1.2% | L
0.001 74 0.59{ 44) 018013 004(3) 0.81(60)
’ -, 08 -, I8 i,ns -, s
0.1 66 0.80( 53) 0.18¢12) 0.06 ( 4} 105 (69)
-, 08 -, A8 |i,ns ~, n§
10 44 061(27 0.16(7) 0.00(0) 0.77 (38 I
-5 18 =sBS d,os  |-,ms
: Diagnostico estadistico de acuerdo a Frel y Wilergler {1988) Donde: - = negativo; i = indeciso; m = factor de

multiplicacion, Nivel de probabilidad: & = § = 0.05 (Prueba estadistica de una sola cola) A lado se presenta el
diagndstico estadistica de acuerdo con Ja prueba de U de Mann-Whitney con modificacidm para ura cola Donde: us,
no significativo
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P-FENILENDIAMINA. CRUZA ESTANDAR

C— B

grandes gemelas Totaies
MANCHAS

Figura 8.2.1.a p-Fenilendiamina (PFD}, cruza estindar, Se presenta la frecuencia, por mosca, de
cada uno de los tipos de manchas o clones a {as diferentes dosts probadas Se obtuvieron resultados

no significativos para todas las clascs de manchas en todas 1as dosis probadas

P-FENILENDIAMINA, CRUZA DE BIOACTIVACION ELEVADA

CEOOLM
S 001 UM
‘@01 LM

WO uM

grandes Totales

MANCHAS

Figura 8 2.1.bp-Fenilendinmina (PFD), cruza de bioactivacion elevads. Sepresentala fiecuencia,
por mosca, de cada uno de los tipos de manchas o clones a las diferentes dosis probadas Se

obtuvieran resultados no significativos para todas las clases de manchas en todas las dosis probadas
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P-FENILENDIAMINA. CRUZA DE BIQACTIVACION ELEVADA

FRECUENCIA (clones
mwh pot mdividuc)

AN Y NN

TAMARO DEL CLON g
(células) TR E

Figura 8.2.1.c p-Fenilendiamina (PFD}, cruza de bioactivacion elevada. Se presentalafiecuencia
de ciones mwh por mosea, de diferente numero de células a las diterentes dosis probadas. Se observa
una figera disminucion en la frecuencia de clones mwh de una sola célula, en las dosis 0001 v 100

uM, con respecto al testigo

Batiste-Alentorn ef &/ (1993) estudiaron este compuesto sin oxidar en las pruebas SMART
del ojo (ceste-white y white-rvory) y ala, cruza estandar {machos /7r° x hembras mwh) y obtuvieron
resultados positivos en la dltima de ellas an las dosis 1.0 y 2.0 mM, para manchas pequefias v
grandes, cabe hacer notar que las cantidades que probaron fueron mucho mas altas que las
utilizadas en este trabajo, ias cuales fueron calculadas con base en Bumnett ef al. (1977) quienes
idican que los seres humanos se exponen mensualmente a alrededor de 40 my/ Kg de PFD, en
cada aplicacion de tinte Burnett y Goldenthal (1988) mencionan yue, en aquellos frabajos que
tiencn resultados positivos para esta amina, los investigadores utilizaron en un solo ensayo,
concentracionegs notablemente mas altas que las que contienen los tintes, por lo gue no
corresponden con fa realidad De acuerdo con los resultados de las dosis empleadas en este trabajo

la PED s/ ox no es genotoxica
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Los resultados se muestranenlatabla822aybvenlas figuras 822avb

Tabla 8.2,2, Resultados obtenidos en el ensayo del ala de Drosophila, donde se muestra la frecoencia ¥ el niimere

de manchas por mosca para cada dosis, asi como el diagndstico estadistice de acuerdo con las pruebas; ji
cuadrada y U de Mann-Whitney para SMART. o-FENILENDIAMINA (OFD)

;F Frecuencia de manchas por mosca (numero de manchas por |
% mosca) diagnéstico estadistico’ "
’ Dosis en uM | Nimero de | Manchas | Manchas Manchas | Manchas !
{ moscas \pequeﬂas (1-2 | grandes (=2 lgemeias totales
i células) células) | :
1 m=200  [m=500 [m=300 |m=200
A S SR N S
a) Cruza: 2 fIr'/ TM3, Bd® X & mwh/ mwh (Estindar)

%Testigoagua 118 0.78 ( 92) {012( 14) 6002(2) 10,92 (108)

|

[06 60 077 ( 46) 1010(6) [005(3) 0.92 { 33)

i -, N8 -, NS i, ns -, ns

il 56 075 (42) 009(5) 1002(1) 0 86 ( 48)

i -, 18 -, ns i,ns -, 0§ i
[2 58 0.83(48) 007(4) 002(1) 09052y .
’ -, 08 -, ns i,ns -, n§ i
b} Cruza: 2 ORR(1);0RR(2)y/Ir/ TM3, B4® X & mwh/ mwh (Bicactivacién elevada)
iTestigoagua 97 056 ( 54) 013(13) 008¢(8) i977(75) |
: ! :
iﬂ.é 75 0.85(64) 007(5) 001(1) 093(70) !
, +,* -, N8 -, 0§ -, 18 1
[1 55 0 84 ( 46) 013(7 go2(1 1098 ( 54) l
| +,* -, ns -, ns -, ns
|2 56 062 ( 35) 021(12) 0.00(0) 084{4n |
i -, ns -, 018 -, 08 -, N8 |

! Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Witergler {1988). Donde: + = positivo; - = negativo; i = indeciso; m =
factor de multiplicacidn Nivel de probabilided: o = § = 0.05 (Prueba estadistice de una sola cola) A lado se presenta
el diagndstico estadistico de acuerdo con la prueba de U de Mann-Whitrey con madificacion para una cola Donde: *
significative con prob. < = 0 C5; ns, no significativo.
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Cruza egtandar: se encontraron resultados no significativos para todas las dosis y tipos de
manchas, por lo que se puede establecer que Ja OFD-s/ ox en las concentraciones utilizadas para

la cruza E no tienen efecto genotoxico (Tabla82.2 a y figura 8 2.2 a)

O-FENILENDIAMINA. CRUZA ESTANDAR

FRECUENCIA POR MOSCA

— = o

qrandes femelas
MANCHAS

Figura 8.2.2.a o-Fenilendiamina (OFD), cruza estindar. Se presenta la frecuencia, por mosca de
cada uno de los tipos de manchas o clones a las diferentes dosis probadas. Las diferencias no fueron

significativas para todas las clases de manchas en todas las dasis probadas.

Cruza de bicactivacion elevada; se encontrd que, al exponer las tres dosis de la OFD-s/ ox
a esta cruza, solo las de 0 6 y T 0 uM presentaron efecto genotdxico, con 95 % de confianza,
exclusivamenie para las manchas pequefias. Lo que indicaria que esta amina posiblemente fue
activada por los citocromos P450, produciendo mayor nimero de manchas pequefias Sinembargo,
con la dosis 2.0 pM, la OFD-s/ 0x no mosttd efecto. Esto podria ser explicado por una seleccion
de individuos resistentes al dafio, solo aquellos organismos resistentes estarian sobreviviendo sin

evidenciar efectos de genotoxicidad (Tabla 82 2 b v figura 8.2.2.b).
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O-FENILENDIAMINA, CRUZA DE BIOACTIVACION ELEVADA
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Figura 8.2.2.b ¢-Fenilendiamina (OFD), cruza de bisactivacion elevada. Se presenta la frecuencia
por mosca de cada uno de los tipos de manchas o clones a las diferentes dosis probadas Las flechas
sefialan lus barras que presentan resuttados significativos para la prucka de U de Mann-Whitney con

modificaciones para una cola con 95 % de confianza, con respecto al testigo agua

Este resultado concuerda con el trabajo de Wild ef af. {1980} en €l que reportan que la
OFD, después de ser activada por las monoxigenasas, producen micronicleos en médula dsea de
ratdn, conejillos de indias y criceto {hamster) Chino; con algunos trabajos donde describen que la
OFD es un promutigeno en Salmenelia, después de activacion vegetal (Gentile el , 1987, Plewa
etal, 1993 y Gichner ef af., 1994); de activacién por 39 {Shahin, 1989 v Chung er af, 1995, 1996)
y con aquetlos que incluso utilizan la OFD comeo promutageno y testigo positivo, en ensayos de
mutageénesis {Xiao e Ichicawa, 1998; Cebulska-Wasilewska et ¢/, 1998 v Gichner y Veleminsky,
1999).

En resumen, con la cruza E no se encontrd efecto genotdxico para ninguna de las dos
aminas sin oxidar. Esto podria ser explicado por cualquicra de las dos siguientes posibilidades: las

dosis fueron muy bajas para producir efectos o bien, la oxidacion quimica y/ o metabdlica es
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necesaria para observar un efecto matagénico inducido por estas aminas {Rojanapo ef al., 1986 a,
b; Zito, 1982; Watanabe er af , 1989, 1990; Chung et af., 1995, 1996),

Con la cruza de BE la OFD-s/ 0x es genotoxica para manchas pequeffas a las dosis de 0 6
y 10 pM, pero no lo es a 2.0 uM Esto podria ser explicado por una seleccién de individnos
resistentes al dafio. Estos resuftados concuerdan con los reportes de Wild er af. (1980), Watanabe
et al {1989), Zito (1982); Rodriguez-Amaiz y Hernandez {1994), Shahin {1994), Chung et «/.
{1995, 1996) y Chiapelta et a/. (1997, 2000), que indican que ias aminas nitroaroméaticas deben ser
activadas metabdlicamente para ser genotoxicas. En esta cruza, la PFD-s/ ox, no mostré efecto
genotdxico en niguna de las dosis probadas, esto podria deberse a las bajas dosis empleadasoa

que esta amina sin oxidar no es promuotagenica.



8.2.3. p-fenilendiamina oxidada (PFD-OX)

o
Lh

Los resultados se muestran en latabla 82.3 aybvyenlas figeras823a, byc

Tabla 8.2.3. Resultados obteaidos en el ensayoa del ala de Drosophita, donde se muestra la frecuenciz v €l riimera

de manchas por moesca para cada dosis, asi como el diagnéstico estadistico de acuerdo con las pruebas; ji

caadrada y U de Mann-Whitney para SMART. p-FENILENDIAMINA OX1DADA con H, Oy al 6 % (v/v) 1:2

(PFD-ox)
Frecuencia de manchas por mosca (numero de manchas por
mosca) diagndstico estadistico’
Dosisen uM [Numerode | Manchas Manchas Manchas Manchas
nOsCas pequefias (1-2 | grandes (>2 | gemelas totales
células) células)
m=200 m=300 m=7300 m=200
a) Cruza: & fIr/ TM3, Bd™ X & mwh/ mwh (Estéandar)
Testigo 88 0.62(55) 0.12(11) 005¢4) 0 80 (70)
alcohol 1.2 %
0001 35 077(27) 009(3) 006(2) 0911(32; :
-, ng -, us i,ns -, 18 :
0.1 34 047 (16) 0.06 () 0037 1) 1056 (19) :
! -, .8 -,n8 |-, ms i -,ns i
|10 48 0 60( 29) 0.04 (2) 00201 1067 (32)
| -, 18 -, N8 |i,ns -, I8 ]

B) Cruza: ? ORR{1);ORR(Q2)y/ir TM3, BA® X o mwh/ mwh {Bioactivac_ig} elevada)

Testigo 77 0.77 ( 59) 0.16(12)  |001(1) 094 (72)

alcohol 1.2 %

0 001 74 0 86 ( 64) 014(10) |001(D) 101(75)
W, ns -, N8 i, ns -, ns

01 60 082(49)  1017(10)  |003(2) 102(61) |
-, ns -, 0§ i,ns -, NS i

10 64 095 (61) 014 (9) 005(3) a3y
W, ns -, ns i,ns -, 08 i

' Diagnostico estadistico de scuerdo a Frei y Wuergler {1988). Donde: w = débil positivo; - = negativo; i = indeciso;
m = factor de multiplicacién, Nivel de probabilidad: o = § = 005 (Prueba estadistica de una sola cola) A lado se
presenta el diagndstico estadistico de acuerdo con fa prueba de U de Mann-Whitney con tmodificacion para una cola
Donde: ns, no significativo
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Cruza estindar; se encontraron resultados no significativos para toda las clases de manchas
en todas las dosis empleadas. Cabe hacer notar que en las dosis 01 y 10 uM, se observaron
frecuencias mas bajas que las del testigo para todos los grupos de manchas e incluso en la dosis
10 uM s present6 una reduccidn en fa frecuencia de manchas grandes de 3 veces con respecto al
testigo Estos resuitados sugieren que ¢l producto oxidado de la PFD probablemente afectd de

alguna manera a los individuos (Tabla 82 3ay figura 8.2 3 a)

P-FENILENDIAMINA, OXIDADA. CRUZA ESTANDAR
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Figura 8.2.3.a p-Fenilendiamina oxidada con H,0, af 6 % {v/ v) 1:1 (PFD-0x), cruza estandar.
Se presenta la frecuencia por mosce, de cada uno de los tipos de manchas & clones a las diferentes
dosis probadas. Se obtuvieron resultados no significativos para todas las clases de manchas a todas

las dosis probadas

Cruza de bioactivacion elevada; se encontraron resultados no significativos para todas las
clase de manchas y en todas las dosis (Tabla 8 2.3 by figura 82.3 b) No obstante, Venitt ef o/,
(1975), Kirkland y Venitt, (1976) y Benedit, (1976), Rojanapo et af. (1986b) v Chung et al. {1996)
reportaron que la PFD-ox es genotdxica Ames e/ of {1975) Venitt y Searle (1976) coinciden que

la PFD gs ptomutdgeno v Gichner ef o/, (1994) la define como promutagene débil
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P-FENILENDIAMINA, OXIDADA. CRUZA DE BIOACTIVACION ELEVADA

18 — =

FRECUENCIA POR MOSCA

pemelas Totates

MANCHAS

Figura 8.2.3.b p-Fenilendiamina oxidada cen H;0, al 6 % (v/ v} I:1 (PFD-o0x), cruza de
bioactivacién elevada. Se presenta [a frecuencia por mosca, de cada uno de los tipos de manchas o
clones a las diferentes dosis probadas. Se obtuvieron resultados no significativos para todas las clases

de manchas a todas las dosis probadas

En la figura 8 2.3 ¢ se observa, en la concentracion 10 uM, un incremento en fa proporcion
de clones mwh de una célula y una reduccién de clones de dos células 2 3 veces con respecto al
testigo, que podrla indicar un efecto negativo en proliferacion célular, mencionade con
anterioridad en cultivo de células de criceto Chine (Chung ef al., 1995) y en cultivo de linfocitos
humanos (Cebulska-Wasilewska er al., 1998), también podria deberse a que esta amina, oxidada

. ¥ activada metabdlicamente, presente efecto clastogénico (Kirkland y Venitt, 1976 y Benedit,
1976).



P-FENILENDIAMINA OXIDADA. CRUZA DE BIOACTIVACION ELEVADA

FRECUENCIA (clones
mwh por mdividuo)

TAMARG DEL CLON
(céulas) I A

Figura 8.2.3.¢ p-Fenilendiamina oxidada con IO, al 6 % (v/ v) 111 (PFD-0x), cruza de
bioactivacién elevada. Se presenta la frecuencia de clones anwh por mosca, de diferente nimero de
células alas diferentes dosis probadas Se observa, en lz dosis de 10 uM incremento en la proporcitn

de clones de una céluia y claro decremento en Ja de dos células, con respecto al testigo negativo

kE
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8.2.4. o-Fepilendiamina oxidada (OFD-ox)
Los resultados se muestran en latabla 824 aybyenlas fipuras824a, byc

Tahla 8.2.4. Resultados cbtenidos en el ensayo dei ala de Drosaphila, donde se muestra la frecuencia y el nimere
de manchas por mosca para cada dosis, asi como el diagndstico estadistico de acuerdo con las pruebas; }i
cuadrada y U de Mann-Whitney para SMART, o-FENTLENDIAMINA OXIDADA con H,0, al 6 % (v/v) I:t
(OFD-0x)

Frecuencia de manchas por mosca (nimero de manchas por i
mosca)} diagnostico estadistico’

: Dosis en uM | Ntmero de Manchas Manchas Manchas Manchas
‘[ mescas pequefias (1-2 [ grandes (>2 | gemelas totales
| células) celulas)

r m =200 m =500 m=500 Emszoo

a) Cruza: % f/Ir'/ TM3, Bd™ X & mwh/ mwh (Estindar)

"Testigo agua 118 078 (92) 012(14) [002(2) 092(108) |
0.6 48 135(65)  |0.10(5) 0.02(1) 1.48 ( 71)

; +, W -, N8 i,ns + , HER

¥ 16 D47(16) 1006(2) 003(1) 0.56 ( 19)

! i,ns -, N8 i,ns i,ns

5) Cruza: § ORR(RORRQ):/Ir TM3, Bd® X o mwh/ mwh (Bioactivacion elevada)

[ Testigo agua 97 0.56 ( 54) 0.13(13) 0.08(8) 077 (75

06 59 092 (54) 0.12(7 D000y 101 (75)
4, * -, 1§ -, 08 w,ns

1 20 080(16) 005(1) 005(1) 0.90( 18)
i,ns -, 0§ -, N8 -, N8

2 39 104 (40) 0.10(4) 008(3 E21(47)
+,** -, hs ‘_’ns +,*7'r

"'Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Witergler (1988) Donde: + = positivo; w = débif positivo; - = nepative;
i = indeciso; m = factor de multiplicacién Nivel de probabilidad: « = [} =005 (Pruecbha estadistica de una sala cola)
A ladoe se presenta el diagnostico estadistico de acuerdo con la pruebz de U de Mann-Whitney con modificacién para
una cola Donde: * significativo con prob. < = 0 03; ** significativo con prob <=0 01; *** significativo con prob <
= {0 00L; as, no significativo
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Cruza estindar: se encontraron resultados significativos para manchas pequefias para la
dosis 0 6 uM con un 99 .9 % de confianza. El resto de los tratamientos fueron no significativos para
todos los tipos de manchas {Tabla 8.2 4 a y figura 8 2.4 a) A 1.0 uM, se produjo un nimero muy
bajo de individuos v a 2 0 pM no se pudieron recuperar adultos. Lo que sugiere que la oxidacion
de la OFD es requisito para un efecto genotdxico y que el compuesto, producto de Ia oxidacion de
ta OFD, es tdxico para esta cruza a 2 & uM El tamafio de las manchas posiblemente indica que se
trata dg un promutageno. Una observacion interesante es que el nlimero de moscas recuperadas sin
manchas se redujo, de tal manera que 75 y 80 % de las moscas sobrevivientes de las dosis 06y 1 0
pM respectivamente tuvieron de 1 a 4 manchas por mosca, mientras que en el testigo solo ef 58 5

% de las recuperadas tuvieron este nimero de manchas (figura 8 2.4.b).

O-FENILENDIAMINA, OXIDADA. CRUZA ESTANDAR
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Figura 8.2.4.a o-Fenilendiamins oxidada con H,0, al 6 % (v/ v) 1:1 (OFD-0x}, cruza estindar.
Se presenta la frecuencia por mosca, de cada uno de los tipos de manchas o clones a las diferentes
dosis probadas Lus flechas sefalan las barrag que presentan resultados significativos para la prueba
de U de Mann-Whitney con modificacién para una cola, con 99 9 % de confianza, con respecto al

testigo agua
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Figura 8.2.4.h o-Fenilendiamina oxidada con H,0, al 6 % (v/ v} 1: 1 {O¥D-ox), cruza estdndar.
Se presenta la frecuencia del mimero de manchas por mosca a las diferenzes dosis probadas Se
ohserva que en las dosis de 06 y 1.0 pM sélo el 25 v 20 %4, respectivamente, de las moscas

sobrevivientes no preseatan manchas a diferencia de el 41 5 % obsesvado en el testigo

niza de bicactivagion elevada: se obtuvieron resultados significativos con un 95 % de
confianza para las manchas pequefias de las dosis 0.6 uM, no significativo para todas las clases de
manchas a }.0 pM y significativo con 99 % de confianza, para las manchas pequefias de la dosis
2.0 uM (Tabla 8.2 4 b y figura 8.2 4 ¢). Estos resultados indican que et producto oxidado de esta
amina se comporté como un promutigeno, que al ser activado por los citocromos P430 produjo
mayor efecto {Watanabe, ef al,, 1989, Zito, 1982; Rodriguez-Arnaiz y Hernandez, 1994, Shahin,
1994, Chung, ¢! af., 1995},
El obtener resultados significativos en las dosis 0.6 vy 2 0 uM yno en 1.0 uM suagiere un
posible error metodoldgico, sin embargo, se observd el mismo patron en 103 tres experimentos

independientes.
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O-FENILENDIAMINA, OXIDADA. CRUZA DE BIOACTIVACION ELEVADA

FRECUENCIA POR MOSCA

MANCHAS

Figora 8.2.4.c o-Fenilendiamina oxidada con H,0, al 6 % (v/ v) 1:1 {OFD-ox), cruza de
bioactivacion elevada. Se presenta la frecuencia por mosca, de cada uno de los tipos de manchas o
clones a las diferentes dosis probadas Las flechas sefialan las barras que presentan resultados
significatives para la prueba de U de Mann-Whitney con modificacion para una cola, con 89 2% de
confianza, y el * representa resultados significatives para la misma prueba pero con 95 % de

confianza, con respecta al testigo agua

Al comparar las respuestas de la OFDs/ ox y de 1a OFD-ox en ambas cruzas, se encontrd
que en la cruza E, Ta OFD)s/ ox no es toxica, nt genotoxica, al activarta con fas enzimas presentes
de manera constitutiva en Ia cruza de BE, se comportd como un promutigenoen 06y 1.0 uMy
en 20 pM no presentd efecto, por lo gue resultd toxica y sélo fue posible recuperar moscas
resistentes. Lo que sugiere que de alguna manera, a esta dosis, se induce la expresion de algin
grupo de enzimas que ayudaron a la desintoxicacion, éstas pueden ser del tipo de las proteinas de
estrés u otras enzimas del metabolismo de xenobidticos Al oxidar la amina aromdtica con
perdxido de hididgeno en ambas cruzas se presentd efecto genotdxico con 0.6 pM asi como téxico
para la OFD-ox, reflejado en la reduceidn del ndmero de adultos recuperados a 1.0 pM, en ambos
£as0s 5e asume que las pocas moscas gque se recuperaron son resistentes lo que explica los

resultados negativos, En la cruza F, en fa dosis 2 0 iM no se recuperaron adultos, sin embargo en
it fﬁnﬂ 3
f ES@ A, } %
Tt ’*“ e
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ta cruza de BE, se vielve aincrementar la cantidad de moscas recuperacas, pero ademas con efecto
genotéxico Al considerar la hipdtesis de que a esta dosis y en esta cruza se encienden enzimas que
ayudan a la desintoxicacidn se puede explicar este resultado. El hecho de que se encontrara efecto
genotéxico a 2 0 uM se puede dilucidar considerando que la OFD-ox tiene mayor potencial
mutagénico que la OFDs/ ox (Watanabe et al., 1989; Zito, 1982; Rodnguez-Arnaiz y Hemandez,
1994; Shahin, 1994; Chung er af, 1995). Sin embargo, dadas las caracteristicas de este trabajo, la
hipdtesis de la induccion de las enzimas involucradas en la desintoxicacién no puede ser probada,

va que se requeriria de otra metodologia para hacerlo.

En resumen: en la cruza E, la OF D-ox presento efecto genotoxico en manchas pequefias a
06 uM y efecto toxico a 1.0y 2.0 uM y la PFI>-0x no mostrd efecto genotdxico ni toxico, ain
cuando se empled una dosis mavor (10.0 uM) que las usadas en 2| caso de Ia OFD-ox La
oxidacidn de la OFD es requisito para un efecto genotdxico (Zito, 1982; Watanabe er al., 1990;
Wagner ef af , 1996).

En la cruza de BE, ia PFD-ox artojé resultados no significativ os aunque con la prueba de
Ji-SMERT se obtuvieron resultados débilmente positivos pata manchas pequefias en las dosis 0.001
y 10 0 uM. Con la OFD-ox, hay efecto genotdxico para manchas pequefiasa 06 y 2.6 uM Esia
amina previamente oxidada posiblemente fue activada por los citocromos P456, produciendo

mayor frecuencia de manchas pequefias

Se encontréd mayor cfecto genotoxico en la OFD oxidada y sin oxidar que en la PFDD
oxidada y sin oxidar, para ambas cruzas con la siguiente jerarquia: OFD-ox, cruza de BE > OFD-
ox, cruza E > OFD-s/ ox, cruza de BE > OFD-s/ ox. cruza E > PFD-ox, cruza de BE En las

combinaciones PFD-0x, cruza E y PFD-s/ ox, en ambas cruzas, no se notd efecto genotdxico

Estos resultados concuerdan con los trabajos de Sontang (1981), Suzuki ef o/, (1983) ¥
Shahim (1989) quienes mencionan que las anilinas con radicales pere han mostrado ser
compuestos menos activos que los orro. Gentile ef al (1987) y Chung et af (1995, 1996) quienes

encontraron que las OFD y m-Fenitendiamina (MFD), después de activacion metabélica, fueron
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muy mutagénicas en Salmonella TAS8, pero débilmente mutagénicas en TA100; mientras que la
PED despuds de activacion metabolica con S9, mostré un efecto débil positivo en TA98 v no tuve
actividad mutagénica en la cepa TA100. Los autores mencionados reportan e orden siguiente de
actividad mutagénica en Salmoreila TASE y TA100: OFD > MED > PFD. Sin embargo, Chung e/
al (1995), describen que lacapacidad de inducir aberraciones cromosomicas, en céiulas de criceto

{hamster) Chino, en ausencia de activacion metabolica S9 fue: PFD > OFD > MFD.

Chiapella ef e, (1997), ensayo los tres isomeros o-, m- v p-fenilendiamina en dos sistemas
de activacion vegetal (Persea amercana 3117 con alta concentracidn de citocromo P450 y baja
en actividad peroxidasa v Zea mays S9 con actividad peroxidasa solamente) con la prueba de
Salmonella TA98 y TA 100, de las tres aminas estudiadas, sélo fa MED fue activada en un producto
mutagénico, en ambos sisternas, pero con respuesta diferente (P americana > Z. mays) Sin
embargo, las tres aminas producen mutaciones en Tradescantia clon 4430 (S14) (Gichner.ef of
1994). Por otro lado, la MFD puede ser activada en tabaco, algodén v zanahoria, pero Ia PFD no

{Gentile et @/, 1987; Lhotka ef al., 1987 v Plewa e/ o/, 1988)
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

|

Las cruzas E y de BE se comportaron segin lo esperado frente al agua y al uretano, por lo
que se corrobora fa presencia de los marcadores genéticos y de las enzimas en cada una de

las cruzas.

9.1. Fase 1

(W]

Debido a la alta toxicidad de los tintes para cabello v al uso de soluciones menores a 1%,
los resultados positives obtenidos en este ensayo posiblemente reflejan solo una parte de
su capacidad de dafio. Se recomienda evaluar las mezclas en protocolos de tratamiento
agudo con mezclas menos diluidas

La interpretacién de los resultados pasitivos observados con todos los componentes de la
mezcla comercial es dificil, porque son tantas las sustancias, reacciones quimicas y
metabolitos que intervienen, que no se puede discernir con certeza cual o cuales son los
causantes del efecto. Sin embargo se sabe que el color castafio contiene principalmente p-
fenilendiamina por lo que, considerando los antecedentes de esta amina, se puede sugerir
una impertante participacidn de este componente en los resultados obtenides

Se encontrd que la crema colorante contiens promutdgenos que requieren ser activados por
los citocromos P450.

Las diferencias significativas entre las frecuencias de manchas pequefias, en la dosis R .
cruza de BE, con respecto al testigo, demuestra que en la crema reveladora hay efecto
genotdxico indirecto

Se encontrd ademas que la crema reveladora ci.)nliene Compuestos que se comporian como
mutdgenos directos.

Con la mezcla {crema colorante + crema reveladora) se noté un efecto positivo, por

diferencias significativas en la frecuencia de manchas pequefias y gemelas en la cruza E.
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9.2, Fase 2

QA Con respecto a las aminas aroméaticas: la PFD sin oxidar, a las dosis probadas en este
ensayo, no mostro efecto genotoxico

Qa La PFD oxidada, se compertd como promutageno débil en la cruza BE

a La dosis de 10.0 uM de la PFD oxidada y sin oxidar, resultd la mas interesante en todos los
tratamientos, lo que sugiere que si se incrementara la dosis se podrian observar resultados
positivos, sin embargo no lo consideramos adecuado, ya que las dosis utilizadas en este
trabajo corresponden a Jas que un ser humano se aplicaria al momento de tefiitse, por lo
que seria alejarse de la exposicion real

a La OFD sin oxidar se comportd como promutigeno en las dosis 0 6 v 1 0 uM, en ka cruza
de BE

a La OFD oxidada, se comportd como promutidgeno en la dosi 0 6 pM_ en ambas cruzas y
a2 0 puM en la eruza de BE, sin encontrar una relacion dosis-respuesta

il El efecto genotoxico de la OFD fue mayor que el de la PFD.

W} La oxidacién de estas aminas produce mayores efectos toxico y genotoxico

0 El efecto genotoxico de la OFD> oxidada fue mavor que el de la OFD sin oxidar y éste a su

vez fue mayor que el de la PFD oxidada, encontrando la jerarquia siguiente: OFD oxidada
> QFD sin oxidar > PFD oxidada > PFD sin oxidar, lo que concuerda con lo reportado

previamente €n otros bioensayos
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