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RESUMEN

El presente estudio aporta respuestas sobre el efecto genotoxico de dos tintas usadas en el arte del tatuaje. En
la actualidad no hay informacién sobre los efectos genotdxicos que puedan producir algunos de los
compuestos quimicos de las tintas sobre la salud humana. El objetivo de este estudio fue conocer los efectos
genotoxicos de la tinta negra y blanca, empleadas mayormente en el arte del tatuaje. En esta investigacion se
aplicaron la prueba de micronucleos en células de sangre periférica de ratones CD-1 y la prueba de
aberraciones cromosoOmicas estructurales en cultivos de linfocitos humanos. Los resultados obtenidos
mostraron diferencias significativas en los valores promedio de las células en division (% IM), la frecuencia
de micronucleos (% MCN) en las células de sangre periférica de los ratones y el numero promedio de
aberraciones cromosomi- cas estructurales de las células de linfocitos humanos, por lo que fueron sometidos
al andlisis de la prueba de comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05). Se concluy6 que los componentes
quimicos de las tintas blanca y negra tienen efectos citotoxicos en las células de sangre periférica de ratoén
CD-1 y en las células de linfocitos humanos. En cuanto a los efectos genotdxicos de dichos compuestos,
ambas tintas los producen en células de sangre periférica de raton CD-1 y soélo la tinta blanca tuvo efectos
genotoxicos en las células de linfocitos humanos en la concentracion de 10 mg/mL.

Palabras clave: micronucleos, aberraciones cromosdmicas estructurales, raton cd-1, linfocitos.

GENOTOXIC EFFECT OF TWO INKS USED IN THE ART OF TATTOO

ABSTRACT
The present study provides answers about the genotoxic effect of two inks used in the art of tattooing.
Currently, there is no information on the genotoxic effects that some of the chemical compounds in this inks

can produce on human health. The objective of this study was to know the genotoxic effects of black and
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white ink, mostly used in tattoo art. In this investigation, the micronucleus test was applied in peripheral
blood cells of CD-1 mice and the structural chromosomal aberration test in human lymphocyte cultures. The
results obtained indicated that the average values of both the dividing cells (% IM), the frequency of
micronuclei (% MCN) in the peripheral blood cells of the mice and the average number of structural
chromosomal aberrations in human lymphocyte cells showed significant differences, therefore they were
subjected to Dunnett’s multiple comparison test analysis (p < 0.05). It was concluded that the chemical
components of the white and black inks have cytotoxic effects in peripheral blood cells of the CD-1 mouse
and human lymphocyte cells, while the chemical compounds of the two inks produce genotoxic effects in
peripheral blood cells of CD-1 mice and only the white ink had genotoxic effects on human lymphocyte cells
at a 10 mg/ml concentration.

Key words: micronuclei, structural chromosomal aberrations, cd-1 mice, lymphocytes

1 Introduccion

En afos recientes, tatuarse se ha vuelto una actividad altamente popular en muchos paises para hombres
y mujeres. Un estudio realizado en Australia sefiala que el porcentaje de adultos que se tatuado alguna vez en
su vida increment6 del 10.1 al 14.5 % en un periodo aproximado de siete afios (Heywood et al., 2012). En el
caso especifico de México, uno de cada 10 individuos tiene un tatuaje (es decir, 12 millones de personas), la
mayoria de los cuales no sobrepasa los 20 afos de edad (CONAPRED, 2015). Ademas de las preocupaciones
sobre la transmision de enfermedades bacterianas que se generan en torno a la practica de tatuajes, también
hay la inquietud sobre los posibles efectos adversos que podria ocasio- nar la composicién quimica de las
tintas para tatuaje (Peta et al., 2015). La mayoria de las tintas consiste practicamente en pigmentos insolubles
mezclados con agua, ademas de contener dispersantes, adyu- vantes y conservadores. (Beute et al., 2008), en
tanto que las tintas tradicionales contienen algin tipo de metal (Laux et al., 2016). A pesar de que la mayoria
de las tintas modernas contienen pigmentos orgd- nicos, los metales pesados siguen siendo altamente
utilizados, ya sea como cromdforos o como aditivos de sombreado (p. ¢j., el titanio, el bario, el aluminio y el
cobre son utilizados como pigmentos en estas tintas); ademads, se han reportado otros metales en su
composicidon, como antimonio, arsénico, cadmio, cromo, cobalto, plomo. Inclusive algunos 6xidos metélicos
(6xido de aluminio, 6xido de titanio, etc.) se afaden como nanoparticulas con la intencioén de crear diversos

efectos sobre las tintas. Sin embargo, su destino y efectos sobre el cuerpo humano siguen siendo inciertos
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(Forte et al., 2009; Jacobsen et al., 2012).

Hasta la fecha no hay ningtn tipo de regulacioén sobre la composicion de las tintas de tatuaje. Inclu so la
Food and Drug Administration de EUA (FDA, 2007) ha omitido la aprobacion de algln tipo de tinta para su
uso en tatuajes, y en 2003 el Consejo Europeo hizo hincapié en la necesidad de regular este mercado
(Baumler et al., 2003). El principal problema para establecer una regulacion es la falta de estudios in vivo e
in vitro para determinar los efectos genotoxicos de las tintas (Wenzel et al., 2013). Dentro de la escasa
informacion disponible, Peta et al. (2015) determinaron que los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)
contenidos en la composicion quimica de la tinta negra son responsables solamente de un 0.06 % del estrés
oxidativo en la citotoxicidad de bacterias y la citotoxicidad en la prueba de p53, y que el mayor dafio
citogenotoxico se debe a compuestos no identificados.

En este estudio, la prueba de micronucleos (MCN) fue empleada en un modelo in vivo, ya que permite
analizar simultdneamente informacion de dafios genéticos y citotoxicos, y ademds se obtienen resultados de
una forma relativamente rapida de los dafios en células expuestas a las tintas (Hayashi et al., 2001). Por otro
lado, también se aplicoO una prueba in vitro para detectar aberraciones cromosodmicas y alteraciones en el
indice mitotico (IM) en cultivo de células de linfocitos humanos (Gomez-Arroyo et al.,, 1995;
Calderon-Segura et al., 1999; Albertini et al., 2000).

Para este estudio se establecio la siguiente interro gante: ;las tintas de color negro y blanco tienen algiin
efecto genotoxico? De esta forma, los resultados publicados de esta investigacion tendran un impacto sobre
la regulacion en la fabricacion quimica de las tintas y en la extrapolacion de los efectos de estos pigmentos en
la salud humana. Este antecedente quedara para futuros trabajos de investigacion, que deberan ser atendidos
inmediatamente, por ejemplo, en el andlisis de los efectos genotdxicos en personas tatuadas en el 25 a 100 %

de la superficie corporal.

2 Métodos
2.1 Extraccion de pigmentos

Se obtuvieron frascos de 2 oz de tinta profesional negra y blanca de la marca Dragonhawks en Mercado
Libre, México. Se separaron los pigmentos de cada una de las tintas con ayuda de un ultrasonicador marca
Hielscher UP100H, utilizando como solvente hexano de la manera siguiente: se mezclaron 2 mL de tinta en 2

mL de hexano y 1 mL de agua destilada, llevando a cabo la sonicacion durante 1 h. Posteriormen te, las
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muestras se centrifugaron a 2500 rpm a 14 °C durante 10 min. Terminada la centrifugacion se recuperaron
tres fases y mediante evaporacion se elimina- ron los restos de solvente. Para ambos colorantes se prepararon
soluciones madre (stock) con base en la cantidad de pigmentos obtenidos. Considerando las tres fases (agua,
hexano y disolventes de las tintas), por cada 2 mL se obtuvieron 100 mg de pigmentos de tinta blanca y 45
mg de tinta negra. Se usod agua/etanol en proporcion 3:1 como disolvente para ambos pigmentos. La
concentracion de la soluciéon madre del pigmento negro fue de 43 mg/mL y de 80 mg/mL para el pigmento

blanco.

2.2 Ensayo de micronucleos
Material biologico

Se usaron ratones machos de la cepa CD-1 de ocho semanas de edad con un peso aproximado de 25 a 30
g (siguiendo los criterios establecidos por Hayashi et al. [2000]). Los ratones fueron proporcionados por el
Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la UNAM. Desde la aclimatacion hasta el final del
experimento los organismos se mantuvieron en condiciones de laboratorio a 21 + 2 °C con un ciclo de

luz-oscuridad 12:12 h, con acceso a alimento especial para ratones y agua ad libitum.

Diseiio experimental

Para determinar las dosis a utilizar y la DLs, se formaron seis lotes con seis ratones cada uno. Los lotes
1, 2, 3 fueron asignados para administrarles el pigmento blanco y los lotes 4, 5, y 6 para tratamiento con la
tinta negra. Las dosis aplicadas a cada lote fueron las siguientes: los lotes 1 y 4 fueron expuestos a dosis de
90 mg/kg, los lotes 2, y 5 a dosis de 240 mg/kg y los lotes 3 y 6 a dosis de 500 mg/kg. Una vez obtenida la
DL, , que fue de 240 mg/kg para cada tinta, se procedié a administrar 1/8, 1/4 y 3/8 de dicha dosis para los

ensayos de genotoxicidad y toxicidad.

Tratamientos

Se establecieron nueve lotes (marcando a los animales previamente), cada uno con cinco organis- mos de
sexo masculino. A los ratones de los lotes designados como 1, 2 y 3 se les administraron por via subcutanea y
una sola vez dosis de 30, 60 y 90 mg/kg, respectivamente, de pigmento blanco de la marca Dragonhawk. A

los lotes 4, 5 y 6 se les administraron dosis similares de pigmentos de tinta negra. Los tres lotes restantes se
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distribuyeron de la siguiente manera: al lote 7, asignado como testigo negativo, s6lo se le proporcionaron
agua y alimento especial para roedores; al lote 8, asignado como testigo positivo, se le aplico una sola vez
una dosis de 60 mg/kg (0.3 mL) de Ifosfamida por via intraperitoneal; finalmente, al lote 9, designado como
testigo negativo, se le aplicé una dosis de 0.3 mL de solucion agua/etanol 3:1.

Después de la administracion se procedid a extraer sangre a los ratones mediante una puncion en la zona
caudal a las 24, 48, 72, 96 y 120 h. La gota de sangre se coloco sobre una laminilla y se realiz6 un frotis (se
elaboraron tres laminillas por ratéon). Inmediatamente se fijaron las muestras con metanol. Las laminillas se
sometieron a un tren de tinciéon de hematoxilina de Mayer y eosina acuosa al 0.2% por 10 y 2 min,
respectivamente (Megias et al., 2018).

Se contabilizaron las células policromaticas y normocromaticas de la sangre periférica de los ratones con
ayuda de un microscopio Optico Leica (100x) y posteriormente se fotografiaron utilizando una cdmara digital
Moticam acoplada a un ordenador. Se contabilizaron un total de 2000 células entre policromaticas (CP) y
normocromaticas (CN), asi como la frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados (MCNCP) por

raton y por dia.

2.3 Andalisis estadistico
Los indices de genotoxicidad (%) y toxicidad (%) se calcularon mediante el método propuesto por Ha-
yashi et al. (2000). Para ambos indices se consider6 un total de 1000 eritrocitos. Para calcular el indice de

toxicidad se utilizo la siguiente féormula:
IM = [num. de CP/1000] x 100 (1)
En tanto que la genotoxicidad se calculo de la siguiente manera:

% MCN = Num. de MCN en
CP/1000 células totales x 100 (2)

Los datos se organizaron en el cuadro I. Para cada dia de muestreo se realizé una prueba paramétrica

(ANOVA de un factor) con los datos individuales de cada lote experimental. En los resultados globales se
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empled la prueba de ANOVA de un factor utilizando como datos individuales el promedio de cada lote
experimental por dia de muestreo. Ademas, en ambos casos se aplicd la prueba de comparacion multiple de
Dunnett (p < 0.05) cuando la prueba ANOVA mostraba diferencias significativas. Todas las pruebas

estadisticas se realizaron mediante el programa Minitab 16.

2.4 Aberraciones cromosomicas estructurales en cultivo de linfocitos humanos
Obtencion de sangre y preparacion de soluciones

Las muestras de sangre se obtuvieron de dos dona- dores del sexo masculino de 22 y 25 afos. Los
criterios de inclusion fueron: ningun tipo de enfermedad, ningun tratamiento médico y ausencia de tatuajes.
Se prepararon soluciones madre para ambos ex- tractos de pigmentos a una concentraciéon de 10/10 mL, las

cuales se disolvieron en agua/etanol en proporcion 9:1.

2.5 Tratamientos y cultivo de linfocitos

Para determinar las concentraciones que se emplearon en los tratamientos se realizaron ensayos
preliminares de citotoxicidad. Se seleccionaron las concentraciones finales que mostraron una toxicidad
menor al 20 % sobre el indice mitdtico (% IM). El procedimiento fue el siguiente: se prepararon nueve tubos
Corning de pléstico para el cultivo de linfocitos con una repeticion cada uno. A cada tubo se le agregaron 5
mL de medio Biowest (RPMI 1640) con 0.1 pL de fitohemaglutinina al 4 % (Microlab) mas 0.5 mL de
muestras de sangre heparinizada de dos donadores sanos. Las soluciones fueron incuba- das a 37 °C. A las 48
h de iniciado el cultivo se les adicionaron 100 pl de las siguientes concentraciones de pigmentos de tinta
negra: primer tubo, 70 mg/mL; segundo tubo, 100 mg/mL; tercer tubo, 130 mg/mL. Respecto de la tinta
blanca se utilizé el mismo volumen (100 pL) para cada concentracion, colocando en el tubo cuatro la dosis
de 10 mg/mL; en el tubo cinco se agrego la dosis de 30 mg/mL, y en el tubo seis la dosis de 50 mg/mL. En
este tiempo se agregaron al cultivo de linfocitos las concentraciones de tintas, porque es el momento en que
se estabiliza el cultivo e inicia el proceso de division celular. Ademads, se designo al tubo siete como testigo
negativo, al cual unicamente se le adiciono fitohemaglutinina. Ademas, se empled otro testigo negativo
correspondiente al tubo ocho en el cual los cultivos fueron sometidos a una solucion de 100 pL de
agua/etanol en proporcion 9:1 que correspondid. Finalmente, el tubo nueve se designd como testigo positivo,

al cual se anadieron 200 pL de bleomicina a una concentracion de 13 pg/mL. A las 70 h de iniciado el
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cultivo se agregé 0.2 mL de colchicina al 0.05 % (Sigma). Durante todo este proceso los cultivos se

incubaron a 37 °C.

2.6 Cosecha

A las 72 h se llevo a cabo la cosecha de células de linfocitos humanos de la siguiente forma: los tubos de
cultivo con los tratamientos y los testigos se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min a temperatura
ambiente. Se elimind el sobrenadante de cada tubo e inmediatamente el botéon se suspendié con solucion
hipoténica a 37 °C, dejandolo reposar durante 20 min en la incubadora. Transcurrido este tiempo se sacaron
los tubos y se les agregé 1 mL de fijador frio Carnoy 3:1 (prefijacion), se agitd por inversion y se centrifugod
a 1500 rpm durante 10 min. Después se desecho el sobrenadante y el boton se suspendié nuevamente con 10
mL de fijador Carnoy y se agitd rapidamente por inversion (para no perder el boton por aglutinacion). El
paso anterior se repitid hasta completar tres lavados para después elaborar las la- minillas, las cuales se
hicieron por goteo a 1.0-1.5 m de altura, realizando como minimo tres y dejandolas secar al aire. Finalmente,
con la finalidad de distinguir cada cromosoma y observar en ellos alteraciones (p. €j., inversiones), las
laminillas se procesaron para tefiir las bandas G (tren: tripsina/amortiguador libre de Ca™ y

Mg ""/amortiguador libre de Ca™ y Mg""/ Giemsa/agua).

2.7 Evaluacion de la genotoxicidad e indice mitotico

Para el analisis de aberraciones cromosomicas, se utilizo la técnica de doble ciego a fin de eliminar la
tendencia subjetiva de correlacionar los resultados entre los grupos experimentales y los testigos. Una vez
realizadas las tinciones se observaron por cultivo 50 metafases con un rango de 44 a 47 cromosomas
contabilizando las aberraciones detectadas.

El indice mitdtico (IM) se determin6d por medio del andlisis de 1000 células estimuladas (inicio de
division celular). La referencia que se tom6 para determinar qué células entraban en division fue el aumento
en el tamafio de sus nucleos y su tincion nitida; en cambio, los nicleos de células no estimu ladas eran muy
pequefios y presentaron coloracion azul muy intensa cuando se observaron al micros- copio
(Husgafvel-Pursiainen, 1987). La formula para obtener el porcentaje de IM que se utiliz6 en el estudio fue

IM = nim. de metafases/1000 y % IM =IM x 100.
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2.8 Andlisis estadistico
El mismo procedimiento estadistico se realizd para el ensayo de micronucleos, que consistié en la prueba

de ANOVA de un factor y una prueba de comparacion multiple de Dunnett cuando fue requerida.

3 Resultados y Discussiones
3.1 Ensayo de micronucleos
Toxicidad

Con el fin de evaluar el comportamiento toxico de ambos pigmentos a dosis de 30, 60 y 90 mg/kg, se
llevo a cabo la prueba de ANOVA para cada dia (24, 48, 72, 96 y 120 h). Ademas, se evaluo si el medio
agua-etanol en que se disolvieron los pigmentos también provocaba toxicidad (Fig. 1).

A las 24 h se obtuvo un valor de F,, = 3.66 > = 2.313, es decir, existen diferencias significativas con
relacion a la proporcion de células policromaticas y normocromaticas. Sin embargo, la prueba de
comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05) indicd que solamente el tratamiento con pigmento blanco de 60
mg/kg mostré dicha diferencia.

A partir de los resultados de la prueba de ANOVA los valores fueron los siguientes:

alas48 h: F,,=12.69>=2313;alas 72 h: F,,=9.42 >=2.313;

alas 96 h: F,,=12.58 >=2.313; yalas 120 h: F,=7.50>=2.313.

Asi pues, los valores promedio del % IM mostraron diferencias significativas y mediante la prueba de
Dunnett (p < 0.05) se observo que las tinta blanca y negra en sus tres dosis indujeron toxicidad con excepcion
del tratamiento de agua-etanol.

Por ultimo, se realiz6 un analisis estadistico que contempld los cinco dias de muestreo para observar el
resultado global (Fig. 2). Los valores promedio del efecto toxicoldgico (Cuadro 1) evaluados de manera
global mostraron un valor calculado de F,, = 6.46 > = 2.313, es decir, los valores promedio de los
tratamientos presentaron diferencias significativas con relacion a la proporcion de células policromaticas y
normocromaticas. La prueba de comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05) indicd que los tratamientos

expuestos a pigmentos fueron los que mostraron diferencias significativas.

Genotoxicidad

Los valores promedio para cada dia de muestreo fueron los siguientes:
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A las 24 h (Fig. 3) se obtuvo un valor de F,, = 18.13 > =2.313, es decir, con diferencias significativas
en la presencia de células policromaticas micronucleadas respecto del control negativo. La prueba de
comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05) indicé que sélo los tratamientos de pigmento negro de 60 y 90
mg/kg presentaron dicha diferencia significativa.

Alas48,72,96y 120 h (Fy, =22.24>=2.313;

Fo,=19.88>=2313; F,, = 16.62>=2313,y F,, = 35.98 > = 2.313, respectivamente), los valores de
la prueba de ANOVA indicaron la existencia de diferencias estadisticamente significativas. Mediante la
prueba de Dunnett (p < 0.05) se puntualizé que todos los tratamientos con los pigmentos, a excepcion del
grupo tratado solamente con agua-ctanol, generaron un aumento significativo de micronucleos respecto al

control negativo.

Fig. 1 Se observan los valores de toxicidad para cada tratamiento durante los cinco dias de muestreo. A las
24 h Gnicamente el pigmento blanco a 60 mg/kg indujo dafio. De las 48 h en adelante todos los tratamientos
con pigmentos indujeron toxicidad de las 48h en adelante todos los tratamientos con pigmentos indujeron
toxicidad, siendo este efecto estadisticamente significativo. *Tratamientos con diferencias estadisticamente
significativas mediante comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05).

Taoxicidad
20
18
16
14
=12
=10
8
6
4
2
0
24h 48 h T2h 86 h 120 h
Dia de tratamiento

= Testigo Negativo = Figmento negro 90 mafkg

= Testigo positivo = Figmento blanco 30 ma'kg

= Agua-Metanal e Figmento blanco 60 makg

Figmento negro 30 mo/kg Figmento blanco 90 mokg
= Pigmento negro 60 ma'ko
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Fig. 2 Porcentaje de toxicidad global de cada dia de muestreo para todos los tratamientos. Se observa que
todos los tratamientos con pigmentos indujeron toxicidad respecto al testigo

*Tratamientos con diferencias estadisticamente significativas respecto a la media del testigo negativo
mediante comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05).

Toxicidad global

18
16

14 -I-
1
1

Testige Testigo Agua- PFigmento Pigmento Figmento Pigmento Figmento  Pigmento
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indice de toxicidad %IM

[=T S R = R =~ ]

Megativo positive  Metanol  negro negro negro blanco planco planco

30mgkyg 60mgkg 90mokg 30mgkg 60moko 90 mgikg

Tratamientos

Como ultimo andlisis de la genotoxicidad se calculdé el ANOVA de un factor contemplando los primeros
cinco dias de muestreo para observar un resultado global (Fig. 4). De este modo los valores promedio del
efecto genotoxico (Cuadro 1) evaluados de manera global mostraron un valor calculado de F,, = 11.19 > =
2.313, confirmando diferencias estadisticas en la induccion de microntcleos en eritrocitos de sangre
periférica de raton. Por ello se aplicod la prueba de comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05), la cual
permite, mediante la comparacion de los promedios de tratamientos con el promedio del testigo negativo,
determinar qué tratamiento presenta una diferencia significativa. El resultado fue que todos los tratamientos

de las tintas produjeron dichas diferencias estadisticamente significativas.

3.1 Cultivo de linfocitos humanos

Indice mitético
Se obtuvo el indice mitotico para cada uno de los tratamientos, contemplado las muestras de ambos
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donadores (Cuadro 1).

Los resultados del ANOVA (F,,s = 94.14 > = 3.50) mostraron que existen diferencias significativas entre
los tratamientos. La prueba de comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05) indicé que los tratamientos que
presentaron diferencias respecto al testigo negativo fueron los tres tratamientos de los extractos de pigmentos
de tinta negra y los tratamientos con pigmentos de tinta blanca con concentraciones de 30 y 50 mg/mL. Por

lo anterior, se puede concluir que estos tratamientos son citotoxicos (Fig. 5).

Aberraciones cromosomicas

Los resultados del ANOVA (F,, = 8.33 >=3.50) mostraron diferencias significativas entre tratamientos
(Cuadro 1; Fig. 6). Mediante la comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05) se determind que el Gnico
tratamiento que mostr6 una diferencia estadisticamente significativa en la induccion de aberraciones

cromosdmicas estructurales fue el de pigmentos de tinta blanca de 10 mg/mL (Fig. 7).

4 Conclusiones

El ANOVA aplicado a los valores promedio de la proporcion de células policromdticas y normocroma-
ticas (toxicidad) dejo clara evidencia de que ambos pigmentos causan efecto citogenotoxico sobre las células
sanguineas del ratéon CD-1, lo cual estaria asociado principalmente con los componentes quimicos integrados
en la elaboracion de los pigmentos. Peta et al. (2015) determinaron la presencia de seis hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP): fenan- treno, naftalen, fluoranteno, pireno y benzo(g,h,i) perileno, sehalando
que el fluoranteno presenta concentraciones mayores a las permitidas por el Consejo Europeo en cuanto a
tintas de color negro. Por lo tanto, concentraciones altas de este HAP estarian relacionadas con su nivel de
toxicidad, el estrés oxidativo y quiza la genotoxicidad provocada por la aplicacion de la tinta negra en cultivo
de bacterias y otros organismos. Los resultados del presente estudio son respaldados por las afirmaciones de
estos investigadores en lo referente a que la tinta negra utilizada en el experimento provoco disminucion en el
porcentaje de la division celular (toxicidad) y dafio clastogénico en células sanguineas periféricas del raton
CD-1, efectos debidos a la alta concentracion de HAP y quizé a la presencia de impurezas inorganicas y

organicas en la composicion quimica de la tinta negra.
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CUADRO 1. PROMEDIO DEL PORCENTAIJE DE TOXICIDAD Y GENOTOXICIDAD PARA CADA TRATAMIENTO EN
SANGRE PERIFERICA DE RATON MA- CHO (Mus musculus) CD1'Y EN CULTIVO DE LINFOCITOS
HUMANOS. DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS (P <0 05) EN ANOVA DE UN FACTOR Y PRUEBA DE
COMPARACION MULTIPLE DE DUNNETT (*).

Tratamient Toxicidad Desviacion Genotoxicidad Desviacion Tratamiento cultivo Toxicidad Desviacion Genotoxicidad Desviacion
0 ratéon (% IM) estandar (% MCN) estandar de linfocitos (% IM) estandar  (nim. de estandar
CD1 aberraciones)
Testigo 15.66 0.44 0.16 0.05 Testigo negativo 17.35 0.35 17.35 0.35
negativo fitohemaglutinina
Testigo 13.99 1.48 *0.92 0.52 Testigo positivo 10.1 0.42 *10.1 0.42
positivo bleomldna
(ifosfamida)
Agua/etanol 15.56 0.31 0.14 0.03 Agua etanol 16.95 0.07 16.95 0.07
Pigmento negro *12.80 2.32 *0.54 0.13 Pigmento negro *15.95 0.49 15.95 0.49
(30 mg/kg) 70 mg mL
Pigmento negro *12.55 1.18 *0.68 0.12 Pigmento negro *14.60 0.28 14.60 0.28
(60 mg/kg) 100 mg mL
Pigmento negro *12.56 1.51 *0.80 0.17 Pigmento negro *8.25 0.49 *8.25 0.49
(90 mg/kg) 130 mg mL
Pigmento blanco ~ *13.24 0.62 *0.56 0.23 Pigmento blanco 16.60 0.42 16.60 0.42
(30 mg/kg) 10 mg mL
Pigmento blanco ~ *12.63 0.45 *0.61 0.16 Pigmento blanco *15.80 0.56 15.80 0.56
(60 mg/kg) 30 mg mL
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Fig. 3 Se observa el valor del indice de genotoxicidad para cada tratamiento durante los cinco dias de
muestreo. A las 24 h sélo el pigmento negro a dosis de 60 y 90 mg/kg indujo aumento en la produccion de
micronucleos, pero de las 48 h en adelante todos los grupos mostraron diferencias significativas respecto al
control negativo. *Tratamientos con diferencias estadisticamente significativas mediante comparacion con el
testigo negativo de acuerdo con la prueba multiple de Dunnett (p < 0.05).

Genotoxicidad
25
2
=
515
=
+ " ;
05 —
- "
24h
Dia de tratamiento
| |
" Testigo Megative ® Pigmento negro 90 mo/kg
¥ Testigo positivo B Pigmento blanco 30 mg/kg
Agua-Metanol Pigmento blanco &0 ma/kg

Figmento negro 20 mg/kg ® Pigmento blanco 90 madkg
= Pigmento negro 60 ma'ko

Fig. 4 Indice de genotoxicidad global obtenido para cada tratamiento. Se observa que todos los tratamientos
expuestos a pigmentos negros y blancos produjeron un aumento en la induccién de micronucleos.
*Tratamientos con diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los datos promedio del
testigo negativo de acuerdo con la prueba multiple de Dunnett (p < 0.05).

Genotoxicidad global
16

14
12

1
028
0.6
0.4

02
—

indice de genotoxicidad % MCN

Testigo  Testigo Agua-  Pigmento Pigmento Pigmenio Pigmento Figmento Figmenio

Megativo  positive  Metanol negro negro60  negro blanco blanco blanco

30mgkg ma'kg S0mokg 30 mo'kg 60 modkg 90 ma'kg

Tratamientos
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Fig. 5 Valores del indice mitotico para cada tratamiento en los cultivos de linfocitos. Se observa que todos los
tratamientos expuestos al pigmento negro y los expuestos a 30 y 50 mg/ml del pigmento blanco produjeron
disminucion en la division celular respecto al testigo negativo. *Tratamientos con diferencias
estadisticamente significativas mediante comparacion con datos promedio del testigo negativo de acuerdo
con la prueba multiple de Dunnett (p < 0.05).

Toxicidad

Testigﬂ Testigo Agua- Figmenio Pigmento Pigmento Pigmento Pigmenie Pigmento

negativo positive  Metanol  negro negro negroe blanco  blanco  blanco

{bleomicina) 70 mgMI 100 mg/mL 130 mg/mL 10 mg/mL 30 mg/mL 50 mg/mL
Tratamigntos

Fig. 6 Metafases observadas con aumento de 100 x. No se observan alteraciones. (a) Control negativo, (b)
pigmento negro (90 mg/kg) y (c¢) pigmento blanco (60 mg/kg).
Genotoxicidad

Mo. de Aberracionas
I R =

T
T
: T =

Testign  Testigo Agua Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento

negativo positive  metanol  negro negro negro blanco blanco  blanco
(bleomicina) 70 ma/mL 100 ma/mL130 mg/mL 10 mg/mL 30 mg/mL 50 mg/mL
Tratamientos

De acuerdo con la literatura, el efecto genotoxico de cualquier agente quimico comunmente suele
observarse 48 h después de su administracion, lo cual se comprob6 en este estudio (Hayashi et al. 2000,
Flores et al. 2013). Sin embargo, el efecto mayor se detectd a las 72 y 96 h postratamiento. Esto podria
deberse, por un lado, a que la via de administracion fue subcutanea, y por otro a que los HAP mencionados

actuan como promutagenos, es decir, deben pasar por un proceso de metabolizacion. Cabe considerar que
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especificamente el fluoranteno ha demostrado in vitro que aumenta la expresion de CYP 450, enzimas
necesarias para la biotransformacion de los promutigenos (Huang et al., 2012). Por lo tanto, este
hidrocarburo contenido en la tinta negra podria estar implicado en su capacidad genotoxica sobre las células
sanguineas del raton CD1.

La tinta blanca estd elaborada primordialmente con didxido de titanio (incluso en forma de
nanoparticulas) u oxido de zinc, plomo y cadmio (Eghbali et al., 2014). Estudios previos sobre la
genotoxicidad de nanoparticulas de dioxido de titanio no han demostrado que éste sea inductor de
micronucleos; sin embargo, otros estudios in vitro (ensayo de micronucleos e intercambio de cromatidas
hermanas) si han demostrado puede inducir genotoxicidad (Chen et al. 2014). Los resultados del presente
trabajo podrian estar asociados a la presencia de didxido de titanio, plomo y cadmio contenidos en la tinta
blanca, los cuales podrian ser los causantes del efecto citogenotdxico sobre los eritrocitos de la sangre
periférica de raton CDI1.

En el caso de los cultivos de linfocitos humanos expuestos a concentraciones de tinta negra y tinta
blanca, los tratamientos tuvieron un efecto citotoxico al disminuir las células en division; sin embargo,
ninguno increment6 de manera significativa la generacion de aberraciones cromosomicas.

En el caso especifico de la tinta negra, su composicion se basa en compuestos derivados de carbon y
HAP, los cuales, como sefialan Hogsberg et al. (2013) tienen la capacidad de provocar un aumento en la
generacion de especies reactivas de oxigeno, lo cual desembocaria en un aumento en la produccion de estrés
oxidativo: Esto, a su vez, podria verse reflejado en la generacion de mutaciones puntuales y aberraciones
cromosomicas. Se sabe que la mayoria de los HAP actiian como promutagenos, es decir, deben pasar por un
proceso metabolico para tener la capacidad de inducir dafio genético. En este caso los cultivos de linfocitos
carecen de una fuente externa para la metabolizacion, por lo que no tienen la capacidad de activar los HAP, y
¢éstos en consecuencia no pueden inducir dafio genético detectable en los cultivos celulares. Por ello, a pesar
de que la tinta negra contiene compuestos indeterminados, se deduce que el dafio que podrian ocasionar se
relaciona con los HAP. Como ejemplo, en el ensayo llevado a cabo en ratones machos, los cuales poseen una
fuente de metabolizacion (el higado), fue posible detectare micronucleos. Por otro lado, las tres
concentraciones de tinta negra produjeron una baja en el indice mitético, lo cual es clara muestra de efecto
citotoxico. Como sefialan Peta et al. (2015), los HAP presentes en la tinta negra solo pudieron explicar un

porcentaje muy bajo del estrés oxidativo generado, por lo cual dicha toxicidad podria derivarse de algunos de
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los compuestos no identificados que forman parte de la composicion quimica de la tinta. La tinta blanca,
como ya se establecid, estd conformada principalmente por diéxido de titanio u éxido de zinc y en algunos
casos por plomo y cadmio. Chen et al. (2014) sefialaron que las nano- particulas de didxido de titanio tienen
la capacidad de provocar dafo genético mediante la generacion de estrés oxidativo, aunque en este estudio no
se detectaron aberraciones cromosomicas en el cultivo de linfocitos, lo cual indica que podria estar
relacionado con el tamafo, forma y concentracién de las nanoparticulas. También se infiere que dentro de la
tinta blanca hay compuestos no detectados que podrian desempefiar un papel en la induccion de dafio
genético, pero que antes tendrian que pasar por un proceso de activacion metabolica. Ademas, Jugan et al.
(2012) reportan que la capacidad de las nanoparticulas de didxido de titanio para provocar dafio ocurre por la
via fotocatalitica, de ahi que la exposicion a la luz sea necesaria para la produccion de especies reactivas de

oxigeno.
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