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“Determinacion del efecto genotdxico de las tintas para tatuaje mediante pruebas
citogenéticas in vivo (ensayo de micronucleos en ratones machos cepas CD-1) e
in vitro (prueba de aberraciones cromosomicas estructurales en cultivo de
linfocitos humanos)”

Resumen.

Este estudio se considera un precedente que se enfoca en aportar alguna respuesta
sobre la relacion genotdxica de las tintas usadas en el arte del tatuaje. Este trabajo
establece la siguiente hipétesis: si las tintas utilizadas para tatuar contienen
componentes quimicos como mercurio, cadmio, plomo, hidrocarburos aromaticos
policiclicos, etc., a los cuales se les ha atribuido cierto grado de citogenotoxicidad
para la salud humana, entonces su aplicacién en cultivo de linfocitos humanos y en
células de sangre periférica de ratbn macho cepa CD-1 produciran un efecto
genotoxico. El ensayo de micronucleos se realizd exponiendo a los ratones a dosis
de extractos de pigmento negro y blanco de 30, 60 y 90 mg/kg en una sola ocasion
via subcutanea y durante los siguientes cinco dias se obtuvieron las muestras de
sangre para efectuar los conteos necesarios y obtener el indice de genotoxicidad y
toxicidad. Por otro lado, para la prueba de aberraciones cromosomicas se
expusieron linfocitos de humano en cultivo celular a concentraciones de extracto de
pigmento negro de 70, 100 y 130 mg/mL y de pigmento blanco de 10, 30 y 50
mg/mL. Después de la cosecha de las células en cultivo se procedio a realizar
preparaciones para observacion. Se analizaron 50 metafases para detectar dafo
genotéxico. También se efectué un conteo de 1000 células (entre nucleos y
metafases) para obtener el indice mitético. Los resultados obtenidos sefialan que
los pigmentos de tintas tienen efectos citogenotoxicos en células sanguineas de
ratbn CD1. Por otro lado, con excepcion de la concentracion de 10 mg/mL de
pigmentos de tinta blanca ninguno de los demas tratamientos de ambas tintas
produjo efectos genotdxicos en cultivo de linfocitos.



Abstract

This study is considered an antecedent that focuses on providing some answer on
the genotoxic effect of the inks used in the art of tattooing. This work establishes the
next hypothesis: if the inks used for tattooing contain chemical components such as
mercury, cadmium, lead, polycyclic aromatic hydrocarbons, etc., which have been
attributed a degree of toxicity to human health, then their application in human
lymphocyte cells and peripheral blood cells of male mouse strain CD-1 will produce
a genotoxic effect. The micronucleus test was performed exposing the mice to doses
of black and white pigment extracts of 30, 60 and 90 mg / kg in a single occasion via
subepidermal and during the following five days the blood samples were obtained to
make the counts necessary and obtain the index of genotoxicity and toxicity. On the
other hand, for the chromosomal aberration test, human lymphocytes in cell culture
were exposed at concentrations of black pigment extract of 70, 100 and 130 mg /mL
and of white pigment of 10, 30 and 50 mg / mL. After harvesting the cells in culture,
preparations were made for observation. Fifty metaphases were analyzed to detect
genotoxic damage. A count of 1000 cells (between nuclei and metaphases) was also
performed to obtain the mitotic index. The results obtained indicate that the pigments
of inks have cytogenotoxic effects in blood cells of mouse CD1. On the other hand,
except for the concentration of 10 mg / mL of white ink pigments, none of the other

treatments of both inks produced genotoxic effects in lymphocyte culture.



Introduccién.

Las tintas para tatuaje son un producto liquido constituidas de varios pigmentos
acompafados de otros ingredientes como adyuvantes, aglutinantes o solventes
(Jacobsen et al., 2012).

A pesar de que la mayoria de las tintas modernas contienen pigmentos organicos,
los metales pesados siguen siendo altamente utilizados, ya sea como cromoéforos,
aditivos de sombreado o contaminantes. Titanio, bario, aluminio y cobre son los
principales elementos utilizados en tintas comerciales, mientras que antimonio,
arsénico, cadmio, cromo, cobalto, plomo tienden a ser contaminantes. Inclusive
algunos 6xidos metalicos (6xido de aluminio, 6xido de titanio) se anaden como
nanoparticulas con la intencién de crear diversos efectos sobre las tintas. Sin
embargo, su destino y sus efectos sobre el cuerpo humano siguen siendo inciertos
(Forte et al., 2009 A; Jacobsen et al., 2012). Ademas, para algunos colores, como
el negro, se ha determinado la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos
los cuales ya han sido reportados como agentes capaces inducir efectos negativos

sobre la salud (Resensburger et al., 2010)

Hasta la fecha, no existe ningun tipo de regulacién sobre la composicion de las tintas
de tatuaje. Inclusive la Food and Drug Administration (FDA) no ha aprobado ningun
tipo de tinta para su uso en tatuajes y el Consejo Europeo en el 2003 hizo hincapié
sobre la necesidad de regular este mercado (Baumler et al., 2003). Al no existir una
regulacion sobre este tipo de productos se desconocen los posibles efectos
genotdxicos que puede causar sobre la salud humana. El principal problema para
establecer un veredicto es la falta de estudios quimicos sobre su composicion y
evaluacién de su toxicidad por su exposicion tanto in-vivo como in-vitro (Wenzel et
al., 2013). La FDA ha establecido una bateria de pruebas que deben realizarse para
evaluar la genotoxicidad de cualquier alimento o droga la cual consta de: A) Pruebas
de dosis agudas a corto plazo como la prueba de Ames; ensayo de aberraciones

cromosomicas in vitro en mamiferos; ensayo in vitro de mutacion de genes en



linfoma de ratén por timidina quinasa y el ensayo de induccion de micronucleos en
eritrocitos de mamiferos; B) las dosis subcrénicas y C) las pruebas de dosis
cronicas, que utilizan las mismas pruebas toxicologicas que los estudios a corto

plazo pero varian el tiempo de exposicion (FDA, 2007).

Considerando las pruebas in vivo, el ensayo de micronucleos (MN) sobre eritrocitos
de sangre periférica de ratones ha sido ampliamente utilizado para detectar agentes
clastogénicos (rompimiento de cromosomas) y aneuploidogenos (que afectan el
huso mitético alterando el numero cromosdmico) mediante la identificacion de
fragmentos acéntricos y/o cromosdmicos que se rezagan en la mitosis, los cuales
quedan fuera del nucleo y forman dichos MN (Flores et al., 2013). El ensayo de MN
tienen gran importancia debido a que se puede realizar simultdneamente con un
estudio general toxicolégico y permite la obtencion de resultados de una forma
relativamente rapida (Hayashi et al., 2001). Por otro lado, se han establecido
pruebas in vitro para detectar aberraciones cromosdémicas, asi como alteraciones
en el indice mitotico (IM) siendo manejado en el modelo de cultivo de linfocitos
humanos (Gomez Arroyo et al., 1995; Calderon Segura et al., 1999; Albertini et al.,
2000).

A pesar de que el uso de tatuajes se ha vuelto una practica altamente popular, no
estan establecidos los posibles efectos genotdxicos de los pigmentos de las tintas
para tatuaje. Dentro de la poca informacion que ha sido recabada por Peta et al.
(2015) determinaron que especificamente para la tinta negra, los hidrocarburos
aromaticos policiclicos son responsables solamente de un 0.06% del estrés
oxidativo que se genera, de tal manera que la mayoria del dafio generado es debido

a compuestos no identificados.



Marco Tedrico

Tatuajes: Epidemiologia.

Los tatuajes pueden definirse como la introduccién de pigmentos y colorantes
exogenos a nivel dermis (capa intermedia de la piel la cual no renueva sus células
garantizando que la tinta para tatuaje se mantenga) cuya finalidad es obtener un
disefio permanente sobre la piel. Para esto, es necesario la utilizacion de una
maquina creada por el artista/inventor estadounidense Samuel O’Reilly a fines de
1800 la cual mediante una aguja esterilizada penetra la piel aproximadamente de
50 a 3000 veces por minuto (Kluger, 2010; Ballén y Castillo, 2015).

En los ultimos 20 afos esta practica ha incrementado de una forma increible su
popularidad tanto en mujeres como hombres de todo el mundo, pasando de ser algo
que solia asociarse a presos, pandillas o subculturas especificas, a ser utilizados
ahora por celebridades, deportistas, estudiantes, entre otros (Heywood et al., 2012).
La prevalencia y rango de edad de los individuos tatuados varia segun la regién. En
Estados Unidos se estima que alrededor del 25 % de la poblacién entre los 18-50
afos poseen un tatuaje (Laumann y Derick, 2006) de los cuales el 29.6% son
jévenes universitarios, resaltando que esta practica es mas comun en mujeres (King
y Vidourek, 2013). Basandose en estudios epidemioldgicos, en Europa se estiman
100 millones de adultos tatuados (aproximadamente el 10 % de la poblacion)
mientras que en Australia se calcula que el 14.5 % de la poblacion posee un tatuaje
siendo hombres quienes suelen tatuarse un poco mas, pero ambos sexos dentro
del rango de los 20 a los 39 anos (Fig. 1) (Laumann, 2009; Klugl et al., 2010;
Heywood et al., 2012; Kluger y Baumler, 2015) y para el caso de México segun el
CONAPRED uno de cada 10 habitantes posee un tatuaje, es decir, 12 millones de
habitantes de los cuales la gran mayoria esta por encima de los 20 afios (Fig. 2)
(CONAPRED, 2015).
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Fig. 1. Prevalencia de tatuajes por edad y Fig. 2. Prevalencia de tatuajes por edad y
sexo en Australia (Heywood et al., 2012). sexo en México (Parametria.com.mx).

Las tintas para tatuaje: composicion.

Las tintas para tatuaje son un producto liquido que contienen uno o mas pigmentos
que suelen ir acompafados de otros ingredientes en forma de adyuvantes,
aglutinantes aditivos y solventes. Estas al término de su produccion pueden llegar
a tener tanto impurezas quimicas como microbianas, las cuales pueden tener su
origen por la materia prima utilizada o durante el proceso de manufactura (Jacobsen
etal., 2012).

Las tintas son una suspension de particulas de pigmento en un medio acuoso con
adicion de isopropanol, el cual actua como disolvente puesto que la mayoria de los
pigmentos no son solubles en fluidos tisulares, agua o medios lipofilicos comunes.
Estas particulas pueden tener un tamafio aproximado mayor a los 800 nm, pero en
algunos casos (pigmentos negros) pueden ser de un tamano menor a 100 nm

siendo consideradas como nanoparticulas (Hogsberg et al., 2011).

En los ultimos 20 afos la composicion de las tintas ha cambiado, esto como
consecuencia en los procesos de manufactura, investigacion, legislacion, entre
otros. Actualmente, es menos probable que las tintas contengan algun tipo de sal
inorganica de metales como mercurio, cadmio y cobalto (Baumler et al., 2003). El



titanio, aluminio, oxigeno y carbono son ingredientes comunes de las tintas

independientemente del color que se trate (Beute et al., 2008; Forte et al., 2009 B).

Desde un punto de vista quimico, los pigmentos de las tintas para tatuaje pueden
dividirse en dos grupos principales: colorantes organicos y colorantes inorganicos
sintéticos. Dentro de los pigmentos organicos encontramos el negro carbon,
sustancias azo (tintas rojas, amarillas y verdes) y ftalocianinas (tintas azules, verdes

y moradas).

Los colorantes azo son un término genérico para un grupo de colorantes, sintéticos
u organicos, que tienen como caracteristica principal la presencia del “grupo azo” el
cual consiste en dos atomos de nitrdgeno en el centro de una estructura molecular
(ejemplo es el colorante rojo 22. Fig. 3 A). Ademas, del uso de colorantes azoicos
en tatuajes, estos se encuentran presentes en una gran gama de productos como
pinturas esmaltadas, colorantes de cuero o textiles y alimentos procesados. Las
ftalocianinas es un término otorgado a un grupo, ya sea organico o sintético, de
colorantes que pueden formar complejos con casi todos los elementos de la tabla
periodica. Consisten en la unién de cuatro grupos isoindol mediante cuatro atomos
de nitrogeno, donde el centro de la molécula puede coordinarse con algun atomo
metalico dando lugar a diferentes derivados (un ejemplo es la ftalocianina de cobre
Fig. 3 B) (Baumler et al., 2000).

Aunque la mayoria de las tintas para tatuaje modernas contienen pigmentos
organicos, los metales pesados siguen estando presentes de forma predominante.
El color del pigmento suele estar condicionado por el estado de cristalizacion de la
sal metalica. Los pigmentos inorganicos mas usados suelen ser negro carbon
(negro), 6xido de hierro (rojo, negro y café), didxido de titanio (blanco), sulfuro de
cadmio (amarillo), sulfuro de mercurio (cinabrio y marrén rojizo), 6xido de mercurio

(amarillo, naranja y rojo) y éxido cromico (verde) (Forte et al., 2009 B).
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Fig. 3. Estructura de algunos compuestos presentes en las tintas para tatuaje.

Las tintas suelen contener otros adyuvantes como agentes aglutinantes como el
sulfato de bario; aditivos que se unen débilmente al pigmento para modificar un
poco sus propiedades; y conservadores. También suele agregarse glicerina con la

finalidad de lograr condiciones de manejo adecuadas (Jacobsen et al., 2012).



El producto final de las tintas puede contener impurezas quimicas las cuales pueden
provenir de la materia prima o del proceso de manufactura, siendo los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) y las aminas aromaticas primarias (AAP) las
impurezas mas frecuentementes. Mediante estudios de cromatografia liquida de
alto rendimiento y analisis de espectrometria de masas en 19 tintas para tatuaje
negras se detectd la presencia de HAP a concentraciones de 0.14-201ug/g de tinta

(Regensburger et al., 2010).

Los HAP conforman una familia de compuestos quimicos que se caracterizan por
contener dos o mas anillos de benceno unidos entre si. Son producto de
combustiones incompletas de combustibles fésiles, madera, carbén y tabaco
(Vazquez et al., 2016). Algunos estudios quimicos han detectado como minimo la
presencia de seis HAP en tintas negras dentro los que se destacan el naftaleno
(carcinégeno humano) (Fig.3 C), pireno, fluoranteno, benzo [g, h, i] perileno (Fig.3
D), acenaftileno, y fenantreno. La cantidad de HAP presentes en la tinta para tatuaje

puede variar segun las diferentes marcas (Peta et al., 2015).

Por otro lado, las AAP es un término otorgado a un tipo de compuestos donde el
grupo amino primario (NH2) esta unido a un anillo de benceno. Algunos ejemplos
pueden ser la anilina (Fig. 3 E) u otras AAP mas complejas como la bencidina (Fig.
3 F). Los colorantes azoicos pueden liberar AAP a través de descomposicion

quimica (Laux et al., 2016).

Tintas para tatuaje: toxicologia y regulacion.

Hasta la fecha, la composicién quimica precisa que deben tener las tintas para
tatuaje no esta regulada. Organizaciones internacionales como la Food and Drug
Administration (FDA) en Estados Unidos, no ha autorizado ninguna tinta para su uso

en tatuajes. Fue hasta el 2003 cuando el Consejo Europeo mostrd interés por



regularizar este mercado. Algunos paises como Francia han legislado que como
minimo cada manufacturera brinde la composicion precisa de la tinta que estan
produciendo, mientras que en Alemania la utilizacion de pigmentos azoicos los
cuales pueden llegar a ser considerados peligroso es ilegal (Kluger y Koljonen,
2012). Para el caso de México, unicamente, mediante un comunicado del Diario
Oficial de la Federacion sobre el reglamento de control sanitario de productos y
servicios, se sefiala que para el caso de tatuajes las tintas deberan ser

biocompatibles con el cuerpo (DOF, 2018).

Estudios sobre tintas en el mercado europeo han mostrado que la mayoria de sus
componentes son pigmentos azoicos o compuestos policiclicos. Sobre los
colorantes organicos identificados el 60 % son compuestos azoicos, de los cuales
algunos de ellos estan clasificados como carcinogénicos, entre estos: anisidina, 3,3’

diclorobenzidina, nitro-o-toludina (Baumler et al., 2003).

Las tintas para tatuaje no han sido evaluadas por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer, sin embargo, algunos de sus componentes ya han sido
clasificados. Mercurio, sulfato de cobalto, otras sales de cobalto y negro carbén se
clasifican dentro del Grupo 2B (posibles carcindbgenos para los humanos), mientras
que el cadmio y otros derivados de este se clasifican en el Grupo 1 (carcinégenos
humanos). Subproductos, no presentes de forma inicial en la tinta, pueden
generarse por exposiciones a luz ultravioleta y algunos de ellos se sabe son
carcindgenos en modelos animales: 4-clorotoluidina, 5-nitrotoluidina, 2-metil-5-
nitroanilina, 4-nitrotolueno, 2,5-dicloroanilina y 1,4-diclorobenceno (Vasold et al.,
2004).

Estudios sobre la composicion quimica de tintas negras han detectado la presencia
de HAP los cuales algunos pueden ser posiblemente clasificados como
carcindgenos, mutagénicos o generadores de especies reactivas de oxigeno bajo
irradiacion ultravioleta, sin embargo, se desconoce si estos HAP presentes en la

tinta negra contribuyen al riesgo carcinogénico de individuos tatuados
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(Resensburger et al., 2010). Ademas, en la tinta negra se han encontrado otros
compuestos como dibultilftalato, hexacloro-1,3-butadieno, dibenzofurano,
benzofenona, 9-fluorenona y metenamina, siendo algunos de estos genotoxicos,
citotoxicos o generadores de especies reactivas de oxigeno bajo exposicion a luz
(Hogsberg et al., 2011).

Para el caso de algunos metales estos han sido encontrados en las tintas para
tatuaje en concentraciones por encima de las recomendadas por el Consejo
Europeo: niquel, cromo, cobre, bario, plomo, cadmio y zinc. Cabe considerar que
las tintas al ser mezclas complejas pueden contener no solo un compuesto si no
conformase por varios de ellos (Forte et al., 2009 A; Jacobsen et al., 2012). Algunos
de estos metales como el cadmio, cromo y niquel han sido clasificados segun la
IARC dentro del Grupo 1 (carcindgenos humanos), pero no se ha demostrado una
relacion directa con el desarrollo de cancer en personas tatuadas. De igual forma,
el plomo ha sido clasificado segun la IARC dentro del grupo 2A (probables

carcinbgenos humanos).

Se deben tomar medidas internacionales de forma urgente para asegurar que las
tintas para tatuaje no representan un producto de riesgo para la salud humana. Es
necesario conocer de forma exacta la composicion de las tintas para tatuaje y
disefiar experimentos con los cuales se pueda evaluar el riesgo que pueden llegar

a presentar (Laux et al., 2016).

La mayoria de la investigacion realizada sobre las tintas para tatuaje esta dirigida a
determinar la composicion quimica de las mismas, con la finalidad de recabar
informacion sobre las sustancias potencialmente peligrosas para el ser humano.
Aunque dicha informacién varia segun la marca y colores comunmente los

componentes suelen rebasar los limites establecidos (Jacobsen et al., 2012).
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Muchos de los componentes de las tintas para tatuaje representan un riesgo para
la salud, siendo considerados como genotoxicos. Sin embargo, sin la realizacion de
estudios tanto in-vitro como in-vivo no se puede determinar con exactitud el peligro

que estos representan (Laux et al., 2016).

Pruebas para deteccion de genotoxicidad

El potencial genotdoxico de cualquier compuesto puede evaluarse mediante
diferentes pruebas tanto citogenéticas, moleculares o toxicoldgicas (Plant, 2003).
Dentro del area de la toxicologia genética existen muchas pruebas de

genotoxicidad, como lo son (FDA, 2007):

e Prueba de Ames, la cual permite detectar dafio por sustituciones, adiciones
y deleciones de algunos pares de bases del ADN utilizando como modelo
bioldgico bacterias como Salmonella typhimurium o Escherichia coli

e Ensayo in vitro de aberraciones cromosémicas en cultivo de linfocitos
humanos

e Prueba SMART en Drosophila melanogaster, que permite detectar
mutaciones y recombinaciones somaticas.

e Ensayo de micronucleos en eritrocitos de ratdén, para evaluar efectos

clastogénicos y aneuploidogénicos
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Pruebas in vivo: Ensayo de micronucleos.

La presencia de micronucleos (MN) en cualquier tipo celular es un indicativo de
pérdida de material genético, ya que los MN son corpusculos intracitoplasmaticos
de cromatina separados del nucleo principal los cuales se formaron por
clastogénesiso por aneugénesis, es decir, cromosomas que sufren un rezago
anafasico (Fig. 4). Lo anterior conduce a la aparicién de un pequefio nucleo en
algunas células que puede ser anucleadas (como los eritrocitos) o bien en el
citoplasma de células nucleadas como linfocitos o espermatogonias (Mavournin et
al., 1990)

Fig. 4. Micronucleos inducidos por cicloheximida
en sangre periférica de ratén. Tincién
Hematoxilina-eosina (Foto tomada por Norberto
Alarcon Herrera, 2013)

El fundamento de la técnica se basa en el siguiente principio: en células en anafase,
fragmentos de cromosomas que no poseen centromero o este se haya inactivado,
no podran integrarse al nucleo principal puesto que carecen del caracter primario
de orientacién en el huso mitético. Esto mismo ocurre cuando el huso mitético esta

dafiado o hay algun rezago anafasico (Fig. 5). Terminada la telofase, los
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cromosomas normales, asi como los fragmentos que posean centromero daran
origen al nucleo de las células hijas, mientras que los elementos rezagados quedan
inmersos en el citoplasma de las células hijas y un considerable numero de estos
fragmentos se convierten en nucleos secundarios, que por regla seran de una talla

menor al nucleo principal, de ahi el nombre de MN (Schmid, 1975).

Fig. 5. Esquema
sobre la formacioén
de micronucleos.

La presencia de MN se ha reconocido desde hace muchos afios y ha estado
asociada con un dafo cromosomico desde los primeros trabajos con radiacion.
Evans et al., (1959), utilizaron por primera vez a los MN como marcadores de dafio
genético. Ellos utilizaron en ensayo de induccién de MN para cuantificar el dafio
genotdxico inducido por neutrones y rayos gama en presencia y ausencia de

oxigeno (cit in MacGregor et al., 1990).

Hacia la década de los 60 Schmid y colaboradores; asi como Hededle en los 70
realizaron estudios para determinar qué parametros considerar en la evaluacion de
la genotoxicidad en médula dsea in vivo. Concluyeron que la presencia de eritrocitos
policromaticos micronucleados (EPMN) es un buen indicador de dafo y logaron que
se estableciera como una prueba para evaluar el dafio citogenético (Fig. 6) (Schmid,
1975).
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Algunas ventajas del ensayo de MN son: no es necesario conocer el cariotipo del
modelo bioldgico, asi como ser de rapido y facil manejo. Ademas, esta prueba
citogenética se puede realizar tanto de forma in vivo como in vitro en una gran
variedad de especies (humano, raton, rata, entre otros), asi como tejidos (eritrocitos,
células germinales, cultivo de linfocitos, células de mucosa bucal). La condicion
esencial para poder llevar a cabo este ensayo es que el tejido que se utilice este en

constante proliferacion (Hayashi, et al., 2001).

Hayashi et al., propusieron la sangre periférica como un tejido apto para realizar el
ensayo de micronucleos puesto que aporta ciertas ventajas al estudio: permite la
obtencion de una curva de tiempo-repuesta, evaluar los sistemas de reparacion del
organismo de forma indirecta y permite realizar estudios crénicos e inclusive

llevarlos a siguientes generaciones (Hayashi et al., 2000).

Fig. 6. Mecanismos de formacién
de micronucleos inducidos por
agentes clastogénicos (Krishnay
Hayashi, 2000).
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Prueba de micronutcleos en ratén.

Para el ensayo de micronucleos, independientemente cual sea el modelo biolégico
que se ocupe, es necesario conocer ciertos aspectos esenciales como lo son: su
ciclo eritropoyético y condiciones de su sistema reticulo endotelial. Para raton,
MacGregor et al., (1990), establecieron que el tiempo de vida de un eritrocito es de
aproximadamente 30 dias, que su ciclo celular dura alrededor de 12 a 20 h, el tiempo
que ocurre desde la division hasta la enucleacion es alrededor de seis horas y el
tiempo en que los eritrocitos policromaticos (EP) son liberados en la médula 6sea
es de 24h. Todo lo anterior cobra relevancia al momento de realizar el disefio
experimental, ya sea si son tratamientos agudos, cronicos o semicronicos. Para el
caso de estudios crénicos es recomendable incluir el analisis de los eritrocitos

normocromaticos (MacGregor et al., 1990).

Eritropoyesis

El eritrocito, hematie o glébulo rojo es una célula anucleada (no tiene nucleo)
transportadora de hemoglobina (Hb), que es necesaria para incrementar la
capacidad de transporte de oxigeno en la sangre. Se considera que ciertas
influencias micro ambientales inducen a la célula madre hematopoyética
pluripotencial para convertirse en la progenie eritroide diferenciada. Diferentes
sistemas de cultivo han demostrado que los progenitores eritroides tienen diferente
potencial proliferativo. Los progenitores eritroides mas primitivos son denominados
unidades formadoras de brotes eritroides (BFU-E), las cuales mantienen una alta
tasa de proliferacion en respuesta a citocinas (IL-3) y a la eritropoyetina. Estas
células daran origen a los progenitores eritroides maduros, denominados Unidades
Formadoras de Colonias Eritroides (CFU), dichas células tienen un potencial
proliferativo limitado, aunque para su division no es indispensable la eritropoyetina
(Mayani et al., 2007).
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Las CFU daran origen a los pronormoblastos o proeritoblastos, que son las primeras
células morfolégicamente diferenciables. Aumentan dos veces su tamafo (20-
25um), contienen un gran nucleo de cromatina laxa, con uno o dos nucléolos
evidentes. Tienen citoplasma basdéfilo ya que presentan polirribosomas, ademas de
vesiculas de clatrina. El proeritoblasto tiene 4-8 divisiones mitoticas y da lugar a dos
normoblastos basdfilos o eritroblastos basofilos. Estas células presentan un tamafio
menor (18-20 um). Tienen un nucleo redondo de tamafio menor, con cromatina laxa
y condensada. Siguen mostrando dos nucléolos, ademas del citoplasma basdfilo,
pero menos intensificado, frecuentemente tiene un halo palido alrededor del nucleo.
Después de la mitosis del normoblasto basofilo se da lugar a una policromasia en
la célula debido a la produccién de Hb, por lo que a las células hijas se les denomina
normoblastos policromaticos o eritroblastos policromatofilos. Son células mas
pequefias (15-18 um) con un nucleo de cromatina condensado donde no se pueden
observar los nucléolos. Presentan un citoplasma con mezcla de colores basofilos y
eosindfilos. Son las primeras células que ya han sintetizado hemoglobina y que aun
presentan polirribosomas. Por medio de dos divisiones mitéticas dan lugar al
eritroblasto normocromatico el cual mide entre 12-15 pm, con el nucleo mas

pequefio, redondo y excéntrico. El citoplasma es eosindfilo debido a la hemoglobina.
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Fig. 7. Esquemas sobre las diferentes etapas de maduracién celular en
la eritropoyesis (Mayani et al., 2007). 17



El eritroblasto normocromatico se desglosa: mediante movimientos ondulantes el
nucleo es expulsado y es fagocitado por el siderocito, mientras que el resto de la

célula recibe el nombre de reticulocito (Fig. 7) (Henry, 1993).

El reticulocito mide entre 9 y 10 micras y es anucleado. En ellos aun se sintetiza Hb
por lo que presentan una coloracién policromatica, ya que ademas contienen
ribosomas residuales, mitocondrias y otros organulos que son eliminados hasta la
maduracion eritrocitaria. Pueden salir a la circulaciéon (1%) a terminar su proceso de
diferenciacion en un periodo de 24 a 48 h. Si se quedan en la médula 6sea
terminaran alli su maduracion y originaran el eritrocito de unas 7.5 micras de
diametro (Mayani et al. 2007).

En roedores adultos, los 6érganos hematopoyéticos son la médula ésea y el bazo,
los cuales contienen las células principales de la eritropoyesis en estado de
proliferacion y maduracion. Durante la proliferacion las células continuaran
dividiéndose, si en este momento se administra algun xenobidtico éste puede actuar
y causar dafio cromosoémico, generando clastogénesis, translocaciones, o puede
interactuar con macromoléculas relacionadas con la funcién de disyuncion de la
cromatida. Durante la maduracion del eritroblasto pueden llegar a generarse
eritrocitos policromaticos donde el nucleo principal ha sido expulsado y cualquier
micronucleo formado puede llegar a permanecer en alguna parte del citoplasma.
Con la maduracion del reticulocito perdera RNA y contendra primordialmente Hb,

convirtiéndose en un eritrocito normocromatico (Krishna y Hayashi, 2000).

Eritrocitos policrométicos

El evaluar la presencia de micronucleos en eritrocitos policromaticos se debe a que
son células jovenes (reticulocitos) que han sido recientemente liberados a la
circulacion que aun contienen RNA, asi como parte del aparato ribosémico lo cual
nos permite identificarlos claramente por medio de tincion y a que se puede detectar

de forma muy facil la presencia de micronucleos debido a que son células
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anucleadas. Los eritrocitos policromaticos presentan una coloracion mezclada entre
basdfila y eosindfila que cambiara dependiendo el estado de madurez de la célula.
Generalmente son de un tamafio mayor que los eritrocitos normocromaticos y
proceden de normoblastos que pierden su nucleo antes de la hemoglobinizacion
total del protoplasma (Hayashi et al., 2000). EI aumento en su proporcion con
respectos a los valores estandar indica una eritropoyesis aumentada, y de forma
contraria si hay un descenso en su valor es indicativo de una inhibicion en la

proliferacion celular (MacGreror et al., 1990).

El numero de eritrocitos policromaticos en circulacion generalmente suele ser muy
bajo, en humanos representa del 2-4%, sin embargo, cuando existe un aumento
considerable se pueden llegar a tener alteraciones como casos de anemia graves,
eritropoyesis aumentada por pérdida celular causada por hemorragias. En el ensayo
de micronucleos el aumento o descenso en los valores estandar puede deberse al

efecto citotoxico del xenobidtico (Velasco, 2011).

La eritropoyetina (EPO) actua como una de las principales citocinas reguladoras de
la eritropoyesis. La principal funcion de la EPO es controlar la producciéon de las
células eritroides a través de la promocion de la sobrevivencia, proliferacion y
diferenciacion de progenitores eritroides en la médula 6sea. Es importante destacar
que ademas de EPOQO, citocinas como Interleucina 3 (IL-3), la tromboyetina (TPO), el
ligando de tirosina fetal 3(FLT-3L) y el factor de células seminales (SCF) participan
también en la eritropoyesis; estas citocinas son capaces de sinergizar la

diferenciacion celular con la EPO (Mayani et al, 2007).
Sistema reticulo endotelial: papel del bazo.
El sistema reticulo endotelial tiene la funcidén de eliminar a los eritrocitos viejos y los

que presenten alteraciones (incluidos los micronucleos), ya que filtra la sangre y los

elimina mediante células fagociticas (Banales, 2009).
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Existen especies que tienen sistema reticulo endotelial con alta eficiencia para
eliminar a los eritrocitos anormales. Esto dificulta la posibilidad de observar
eritrocitos policromaticos micronucleados en sangre periférica. El sistema reticulo
endotelial puede ver afectada su actividad en relacion con la madurez que tenga el

organismo (Zufiga et al., 2001).

Pruebas in vitro: aberraciones cromosémicas en cultivo de linfocitos.

La finalidad de la prueba de aberraciones cromosémicas in vitro es identificar todo
tipo de agentes que pueden provocarlas, ya sean estructurales o numéricas en
células cultivadas de mamifero (Evans, 1976; Galloway et al., 1987). Las
aberraciones cromosémicas y sus implicaciones suelen ser la causa de muchas
enfermedades genéticas humanas. Ademas, hay evidencia sustancial que estas
pueden provocar alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumor lo cual
podria conducir al desarrollo de cancer en el humano y animales de
experimentacion (OECD, 2013).

El principio de la técnica es el siguiente: En cultivos celulares ya sea de origen
humano y otro mamifero, los cuales han sido activados para su proliferacién en
presencia de un mitdégeno, estan expuestos a la sustancia a evaluar con y sin una
fuente exdgena de activacion metabdlica (a menos que se utilicen células con una
capacidad metabolizadora adecuada). A intervalos predeterminados segun el
disefo experimental, los cultivos se exponen a una sustancia capaz de detener las
metafases (colchicina o colcemida), se cosecha, y realiza tincion (varia segun lo que
se pretende evaluar) finalmente las células en metafase se analizan al microscopio

para detectar la presencia de aberraciones cromosémicas ((OECD, 2013).

En la prueba de aberraciones cromosémicas in vitro se pueden emplear cultivos de
lineas celulares o cultivos de células primarias ya sean de origen humano o de
roedor. Sin embargo, por razones bioéticas es preferible el uso de células primarias

de origen humano (células sanguineas). Las células a utilizar se seleccionan
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considerando la capacidad de su crecimiento en cultivo, la estabilidad del cariotipo,
la diversidad cromosoémica y la frecuencia espontanea de aberraciones

cromosomicas (Lorge et al., 2016).

Algunas consideraciones para tomar en cuenta es que en pruebas realizadas de
forma in vitro comunmente se requiere el uso de alguna fuente exdgena de
activacion metabdlica como la fraccion microsomal S9 (aunque esto puede variar
segun el disefio experimental). Cabe considerar que este sistema de activacion no
imita por completo las condiciones in vivo. También debe de tenerse cuidado en
evitar factores que pueden genera3 un falso positivo (dafio cromosémico que no es
causado por la sustancia en evaluacion). Dichos factores pueden ser cambios de
pH, interaccion con componentes del medio o una citotoxicidad excesiva (Long et
al., 2007; Scott et al., 1991).

En la prueba de aberraciones cromosomicas también es necesario determinar la
citotoxicidad para poder evaluar de forma adecuada la muerte y crecimiento celular.
La evaluacion de la citotoxicidad puede ser una prueba inicial muy util para
determinar de mejor manera las concentraciones que se utilizaran en el ensayo
principal. Para linfocitos en cultivos primarios suele utilizarse el indice mitético (IM)
a pesar de ser una medida indirecta de efecto citotoxico/citostatico es aceptable
puesto que otras medidas de citotoxicidad pueden llegar a ser engorrosas e

impracticas (Galloway et al., 1994).

Bandeo G

Los 23 pares de cromosomas que conforman el genoma humano pueden ser
identificados a nivel citolégico con ayuda de diversas técnicas de tincion (Fig. 8). El
descubrimiento de las técnicas de bandeo cromosdmico ha permitido un progreso
en el area de la citogenética ya que, al poder obtener imagenes reproducibles de la
existencia de estructura cromosomicas transversales (bandas) a lo largo de los

cromosomas, ha sido posible contar con una herramienta de identificacion de cada
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cromosoma humano. Ademas, la utilizacion de esta metodologia ha permitido
identificar con total certeza los puntos de fractura observados en la mayoria de los
reordenamientos estructurales y asi determinar que cromosomas estan
involucrados en dichas aberraciones. La gran estabilidad estructural de las bandas
en los cromosomas es tan alta que, cualquier cambio inducido o espontaneo
ocurrido, se expresa como una mutacion no deseada la cual, en el humano, o se
elimina por muerte del individuo, o impide su reproduccion o da origen a una
enfermedad hereditaria (Drets, 2002).

La técnica de bandeo G se emplea de forma rutinaria para el analisis de
aberraciones cromosomicas. La técnica consiste en exponer a los cultivos de
linfocitos a una digestion enzimatica con tripsina y posteriormente a una tincion con
Giemsa, lo cual permite la obtencién de bandas claras y oscuras. Las bandas
positivas (mas oscuras) son regiones del cromosoma mas ricas en A-T puesto que
son bases mas resistentes a la digestion de la tripsina. El patréon de bandeo es
diferente para cada cromosoma y el grado de resolucién dependera del

procedimiento empleado (Gallego, 2011).

Fig. 8. Cariotipo femenino
normal mediante bandeo G
por  técnica estandar
Gallego, 2011
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Aberraciones cromosémicas

Las mutaciones se clasifican en dos tipos: 1) mutaciones puntuales, que se basan
en la alteracion de un par de nucledtidos, y 2) las aberraciones cromosoémicas:
modificaciones que generan cambios cromosomales que involucran miles de
millones de nucledtidos. Estas ultimas variaciones puedes ser de dos tipos:
alteraciones numeéricas y estructurales. Las numéricas pueden originarse por el
resultado de un fenémeno denominado no disyuncion o no separacion cromosomica
(se presenta cuando uno de los cromosomas, junto con su homologo, pasan al
mismo polo o se incorporan a la misma célula), por un rezago anafasico en la
migracion de los cromosomas hacia los polos celulares (estos dos fendmenos
pueden originarse en alguna de las dos divisiones meiéticas, o presentarse en la
division mitética) y por el cambio en el numero de cromosomas, lo que implica la
repeticion de varios sets o conjuntos haploides de cromosomas (Maloy y Hughes,
2013).

Si los cambios generados en los cromosomas llevan a la presencia de un numero
que es multiplo exacto del numero haploide, se denomina euploidia, pero cuando
s6lo uno o algunos cromosomas se ven involucrados, a la alteracion se le llama
aneuploidia. Las aneuploidias en gametos o embriones son mas conocidas por su
relacion con el origen de malformaciones congénitas en el nacimiento, como las
trisomias en recién nacidos, cuando hay un cromosoma adicional como el caso del
Sindrome de Down (21, 47, XY o XX,+21), las monosomias que se dan por la falta
de un cromosoma como en el Sindrome de Turner (45X), las dobles trisomias, que
es cuando se encuentran dos cromosomas adicionales de distinto par como en
personas con tres cromosomas X y Sindrome de Down (48XXX,+21) y las
Tetrasomias o presencia de dos cromosomas adicionales del mismo par como en
el Sindrome de Klinefelter (48XXXY). Si la no separacién cromosémica se genera
en una etapa temprana de la mitosis, después de la formacién del cigoto (falla
postcigotica), durante la formacion de las primeras blastomeras, se originan los

mosaicos o mixoploidias, donde el organismo tendra dos o mas lineas celulares
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siendo una normal y la otra u otras se encontraran afectadas en su numero
cromosomico. Es importante sefialar que no todas las lineas celulares que se
forman son viables, ya que algunas pueden llegar a quedar sin la informacion

genética necesaria para seguir multiplicandose y desaparecen (Salamanca, 1988).

Las alteraciones estructurales son provocadas por agentes clastogénicos (tanto de
naturaleza fisica, quimica o biolégica), los cuales provocan la fractura o rompimiento
del cromosoma. Existen mecanismos de reparacion celular que tratan de reparar el
dafo, pero puede que llegue a ser tan grave o que los mecanismos no son tan

eficientes y se produzcan dichas alteraciones (Velasco, 2011).

Dentro de las alteraciones intracromosomicas se encuentran las deleciones,
inversiones, anillos, etc. Las deleciones se dan cuando un segmento del cromosoma
se pierde, éstas pueden ser terminales o intercalares, si la delecion ocurre en los
dos extremos del cromosoma, la porcion que porta el centromero une sus extremos
rotos y forma una estructura circular o cromosoma en anillo. Las inversiones se
generan cuando un segmento cromosomico rota 180° sobre si mismo y se coloca
nuevamente en el cromosoma, y por ende la secuencia de genes queda alterada.
La inversién puede ser paracéntrica, si el segmento que se invirtid no incluye el
centromero, o pericéntrica si el centrdmero queda incluido. Por otro lado, dentro de
las aberraciones intracromosémicas se tienen las translocaciones simples,

reciprocas y robertsoniana (Luca y Seoane, 2008).
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Antecedentes

Peta et al., en el 2015, mediante estudios enfocados a evaluar la
citotoxicidad, genotoxicidad y vias de respuestas al estrés oxidante de las
tintas para tatuaje determinaron que todas las tintas estudiadas, extraidas
con hexano, causaron efectos en todos los bioensayos, siendo la tinta roja y
amarilla las que indujeron mayor genotoxicidad y estrés oxidante.

Por otro lado, el analisis quimico de la tinta negra revel6 la presencia de
algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos: naftaleno (carcinégeno
humano), pireno, fluoranteno, benzo [g, h, i] perileno, acenaftileno, y
fenantreno. Todos ellos presentes en concentraciones dos veces superiores
a los niveles recomendados. Los HAP detectados solo explicaron el 0.06%
de la respuesta al estrés oxidativo de la tinta negra para tatuar, por lo que la

mayoria del efecto tuvo que ser causado por componentes no identificados.

Hogsberg et al., 2013, determinaron si las especies reactivas de oxigeno
(ROS) inducidas por las tintas de tatuaje tenian una relacion con la
composicién quimica del pigmento, propiedades fisico-quimicas de las
particulas de la tinta y el contenido de aditivos quimicos.

Determinaron que dos tintas negras (de diferente marca) produjeron grandes
cantidades de ROS (mediante ensayo de diclorofluoresceina). Donde los
radicales peroxilo conformaban el 72% de los radicales libres generados,
mientras que los hidroxilo y el H202 representaban menos del 14% y 16%
respectivamente.

Diez de las 11 tintas negras evaluadas tenian concentraciones de HAP que
excedian los niveles recomendados por el Consejo Europeo y las 11

excedieron el nivel recomendado para benzo (a) pireno.
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Justificacion

En anos recientes, tatuarse se ha vuelto una actividad altamente popular en muchos
paises tanto para hombres como mujeres. Un estudio realizado en Australia sehala
como la cantidad de adultos que han tenido tatuajes alguna vez en su vida
incrementd del 10.1% al 14.5% en un periodo aproximado de 7 afios (Heywood et
al., 2012; Braithwaite et al., 2001; Deschesnes et al., 2006). Para el caso especifico
de México una de cada 10 personas posee un tatuaje, es decir 12 millones, de las
cuales la gran mayoria no sobrepasan los 20 afios (CONAPRED, 2015). De igual
forma que en México, en Estados Unidos los jovenes tienen una mayor incidencia
de tatuajes como lo sefiala un estudio con estudiantes universitarios de los cuales
el 29.9% poseian algun tatuaje (King y Vidourek, 2013).

Ademas de las preocupaciones sobre la transmision de enfermedades bacterianas
y viricas que se generan en torno a la practica de tatuajes, actualmente existe una
creciente preocupacion sobre la composicidn quimica de las tintas empleadas y sus
posibles efectos adversos (Peta et al., 2015). La mayoria de las tintas consisten
practicamente en pigmentos insolubles mezclados en agua, ademas de contener
dispersantes, adyuvantes y conservadores (Beute et al., 2008). Mientras que las
tintas tradicionales contienen algun tipo de metal, los avances en quimica han
generado un incremento en el uso de colorantes organicos como una alternativa en
la produccién de tintas (Laux et al., 2016).

El proyecto tiene el siguiente planteamiento del problema: Si exponiendo ratones
machos a las tintas para tatuaje con tratamientos agudos ¢ Cual de los colores de
las tintas tendra un mayor efecto genotoxico? De esta forma, los resultados
publicados de esta investigacién tendran un impacto sobre la regulacién en la
fabricacion quimica de las tintas y en la extrapolacién de los efectos de estos
pigmentos en la salud humana. Este antecedente quedara para futuros trabajos de
investigacién, que deberan ser atendidos inmediatamente, por ejemplo, en el
analisis de los efectos genotdxicos en personas tatuadas en un 25 a un 100% de su

superficie corporal.
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Hipotesis

Si las tintas utilizadas para tatuar tienen una base quimica de compuestos como
mercurio, cadmio, plomo, hidrocarburos aromaticos policiclicos, etc., a los cuales se
les ha atribuido cierto grado de citogenotoxicidad para la salud humana, entonces
su aplicacion en células de linfocitos humanos y en ratones macho cepa CD-1
produciran un efecto en el incremento de aberraciones cromosomicas y

micronucleos en eritrocitos de sangre periférica, respectivamente.

Objetivo General

e Determinar el efecto genotoxico de los pigmentos negro y blanco que son de
uso comun para tatuar la piel humana mediante en ensayo de micronucleos
en células de eritrocitos de ratbn macho cepa CD-1 y la prueba de

aberraciones cromosomicas estructurales en cultivos de linfocitos humanos.

Objetivos Particulares

e Obtener el indice de genotoxicidad y toxicidad segun Hayashi et al. 2000, en
ratones machos de la cepa CD-1.

e Analizar el efecto de los pigmentos negro y blanco sobre el indice mitético de
linfocitos humanos de sangre periférica en cultivo.

e Evaluar la induccion de genotoxicidad de los pigmentos negro y blanco
mediante la prueba de aberraciones cromosomicas estructurales con bandeo

G en cultivo de linfocitos humanos.
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Material y Método

Extraccion de Pigmentos.

Frascos de tinta profesional negra y blanca marca Dragonhawk de 2 oz.

Ambos lotes obtenidos en Mercado libre México.

Los pigmentos se separaron de cada una de las tintas para tatuaje 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, después se sonicaron en bafio durante una hora.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 2500 rpm a 14°C durante 10 min.
Terminada la centrifugacién se recuperaron las tres fases y mediante evaporaciéon
se eliminaron los restos de solvente. Para ambos colorantes se prepararon

soluciones stock con base a la cantidad de pigmento obtenido.

Ensayo de micronucleos.

Material Biologico.

Se usaron ratones machos de la cepa CD-1 de 8 semanas de edad con un peso
aproximado entre 25-30 g (siguiendo los criterios establecidos por Hayashi et al.,
2000). Los ratones fueron proporcionados por el Bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores lIztacala 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.
Diserio experimental.
Para determinar las dosis a utilizar se forman tres grupos con 6 ratones cada uno y

asi obtener la DL50. Al primero se le administré una dosis de 90 mg/kg, al segundo

una dosis de 240 mg/kg y al ultimo una de 500 mg/kg. Una vez obtenida la DL50
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para los ensayos de genotoxicidad y toxicidad se procedio a administrar 1/8, 1/4 y

3/8 de la dosis seleccionada.

Se establecieron 9 lotes (marcando a los animales previamente) con cinco
organismos machos. Los primeros lotes correspondieron a cada uno de los
pigmentos negro y blanco extraidos de las tintas marca Dragonhawk con las
siguientes dosis: tres lotes por pigmento, uno con dosis de 30 mg/kg, el segundo
con dosis de 60 mg /kg y el ultimo con dosis de 90 mg/kg. A dichos lotes se les
administraron los pigmentos en una sola ocasion via subcutanea. Los tres lotes
restantes se distribuyeron de la siguiente manera: un testigo negativo al cual solo
se le proporcion6 agua y el alimento especial para roedores; un testigo positivo al
cual se le aplicoé una sola ocasion 0.3 ml de Ifosfamida via intraperitoneal con una
dosis de 60 mg/Kg y finalmente otro testigo negativo con 0.3 mL con el vector

(agual/etanol 3:1).

Posterior a la administracion, se procedioé a extraer sangre realizando una puncion
en la zona caudal de los ratones a las 24, 48, 72, 96 y 120 h. La gota de sangre se
colocé sobre una laminilla y se realizé un frotis (se elaboraron tres laminillas por
ratén). Inmediatamente se fijaron las muestras con metanol. Las laminillas se
sometieron a un tren de tincién de hematoxilina y eosina por 10 min.

Las células policromaticas y normocromaticas de la sangre periférica de los ratones
se contabilizaron auxiliandose de un microscopio Optico Leica (100x) vy
posteriormente se fotografiaron utilizando una camara digital Moticam acoplada a
una computadora. Se contabilizaron un total de 2000 células entre policromaticas
(CP) y normocromaticas (CN) y la frecuencia de eritrocitos policromaticos

micronucleados (MNCP) por ratén y por dia.
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Analisis estadistico.

Los indices de genotoxicidad (%) y toxicidad (%) se calcularon mediante el método
propuesto por Hayashi et al. (2000). Para ambos indices se considero un total de
1000 eritrocitos. Las formulas para calcular ambos indices son las siguientes:

% Toxicidad: [No de CP/2000] X 100

% Genotoxicidad: % MN= No. de MN en CP /2000 células totales X 100.

Los datos se organizaron en tablas. Por cada dia de muestro se realiz6 una prueba
paramétrica (ANOVA de un factor) con los datos individuales de cada lote
experimental. Para los resultados globales se calculd6 ANOVA de un factor utilizando
como datos individuales el promedio de cada lote experimental por dia de muestreo.
Ademas, en ambos casos se aplicé la prueba de comparacion multiple de Dunnett
(p<0.05) si es que la prueba de ANOVA mostraba diferencias significativas.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron mediante el programa Minitab 16

Prueba de aberraciones cromosémicas

Obtencion de sangre y preparacion de soluciones.

Las muestras de sangre se obtuvieron de dos donadores hombres de 25 y 22 afios.
Los criterios de inclusion fueron: sin ningun tipo de enfermedad, bajo ningun
tratamiento médico y ausencia de tatuajes.

Se prepararon soluciones stock para ambos extractos de los pigmentos a una
concentracion de 10mg/10mL, las cuales se disolvieron en agua/etanol con

proporcion 9:1.

Cultivo de linfocitos y tratamientos directos.

Para determinar las concentraciones por usar se realizaron ensayos preliminares
de citotoxicidad a diferentes concentraciones calculando el indice mitdtico,

considerando para el resultado final aquellas donde hubiera una toxicidad menor al
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20% vy asi evitar posibles sesgsos. Para la tinta negra se realizaron cultivos con
concentraciones desde los 50 hasta los 200 mg/mL y para la tinta blanca desde 1
hasta 100 mg/mL. En ambos casos las concentraciones aumentaban en 10 mg/mL

por cada experimento.

A los frascos de cultivo se les agregd 5 mL de medio Biowest (RPMI 1640) con 0.1
pI de fitohematoglutinina al 4% (Microlab) mas 0.5 mL de sangre heparinizada de 2
donadores sanos. 48h después se adiciono por cultivo 100 pl con las siguientes
concentraciones de pigmentos de tinta: negra 70, 100 y 130 mg/mL y blanca 10, 30
y 50 mg/mL, ademas, se designaron cultivos para un testigo negativo al cual
unicamente se le adiciono la fitohematoglutinina, un testigo negativo sometido a 100
pL de agual/etanol (9:1) y un testigo positivo tratado con 200 pL de bleomicina a una
concentracion de 13 ug/ml. 24 horas después se les aplicé 0.2 mL de colchicina al
0.05% (Sigma). Durante todo este proceso se incubaron a 37 °C y finalmente a las

72 horas realizo la cosecha.

Cosecha

Los tubos de cultivo se centrifugaron a 1500rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Se elimind el sobrenadante e inmediatamente el botén se resuspendid
con solucion hipoténica a 37°C, dejandolo reposar durante 20 minutos en la
incubadora. Transcurrido este tiempo se sacaron los tubos y se les agregd 1 mL de
filador Carnoy 3:1 frio (prefijacion), se agité por inversion y se centrifugd a 1500 rpm
durante 10 minutos. Después se desecho el sobrenadante y el boton se resuspendid
nuevamente con 10 mL de fijador Carnoy y agité rapidamente por inversion (para
no perder el botdn por aglutinacién). El paso anterior se repitié hasta completar tres
lavados para después elaborar las laminillas las cuales fueron hechas por goteo a
1.0-1.5 metros de altura, realizando como minimo tres, dejandolas secar al aire.
Finalmente, las laminillas se procesaron para bandeo G (tren: tripsina/amortiguador

libre de Ca++ y Mg++/ amortiguador libre de Ca++ y Mg++/Giemsa/Agua).
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Evaluacion de la genotoxicidad e indice mitdtico.

Para el analisis de aberraciones cromosomicas, se utilizo la técnica de doble ciego
para 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 entre 44 a 47 cromosomas contabilizando las
aberraciones cromosomicas detectadas.

El indice mitotico (IM) se determiné por medio del analisis de 1000 células
estimuladas, células en interfase con grandes nucleos que se teiiran claramente ya
que en las no estimuladas los nucleos son muy pequefios y presentan coloracion
azul muy intensa al ser observadas al microscopio consecutivas considerando la
cantidad que se encontraron en mitosis (Husgafvel-Pursiainen, 1987). La férmula
para obtener el porcentaje del IM que se utilizé en el estudio fue IM = No. de
metafases/1000 y %IM = IM x 100.

Analisis estadistico.

El mismo procedimiento estadistico se realizé para el ensayo de micronucleos que

consistiéd en ANOVA de un factor y una prueba a posteriori si es que era requerida.
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Resultados

Extraccion de pigmento
Considerando las tres fases: agua, hexano y disolventes de las tintas, se obtuvieron

por cada 2 mL 100 mg de pigmento de tinta blanca y 45 mg de negro

Ensayo de micronucleos en raton CD-1
Se uso agual/etanol en una proporcién de 3:1 como disolvente para ambos casos
de los pigmentos. La concentracion de la solucidén Stock del pigmento negro fue de

43 mg/mL y de 80 mg/mL para el pigmento blanco.

Toxicidad (Graficas en anexo I)

El analisis estadistico se realizé por cada dia de muestro (24, 48, 72, 96 y 120h)
para evaluar el comportamiento toxico de ambos pigmentos a dosis de 30, 60 y 90
mg/kg. Ademas, se evalué si el medio agua-etanol donde se disolvieron los
pigmentos también provocaba toxicidad (Fig. 9).

Para las 24 h se obtuvo un valor de Fobs=3.66>F{3;°= 2.313, es decir, existen
diferencias significativas con relacién a la proporcion de células policromaticas y
normocromaticas. Mientras que la comparacién multiple de Dunnett (p<0.05) indico
que solamente el tratamiento con pigmento blanco de 60 mg/kg mostré dicha
diferencia.

A las 48 h el valor de Fobs=12.69>F{;>= 2.313 también mostré diferencias
significativas y mediante la prueba de Dunnett (p<0.05) se observa que ambos
extractos de pigmentos en sus tres dosis indujeron toxicidad con excepcion del
tratamiento de agua-etanol.

Para las 72 h el valor calculado fue de Fobs=9.42>F{;¢= 2.313, lo cual denotd que
existen diferencias significativas entre las medias. Sin embargo, la comparacién
multiple de Dunnett (p<0.05) demostrd que las tres dosis de pigmentos blanco y los

de pigmento negro con dosis de 60 y 90 mg/kg mostraban dichas diferencias.
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A las 96 h el valor calculado fue de Fobs=12.58>F{ 5= 2.313, demostrando que
hubo diferencias significativas y mediante la comparacién multiple de Dunnett
nuevamente todos los grupos expuestos a los pigmentos mostraban diferencia con
respecto al testigo negativo (el grupo agua-etanol no mostro).

El ultimo muestreo a las 120 h arrojo un valor de Fobs=7.50>F{9;°= 2.313,

indicando que existen diferencias significativas. Utilizando la prueba de
comparacion multiple de Dunnett (p<0.05) se observé que otra vez todos los grupos
expuestos a ambos pigmentos presentaron dicha diferencia en comparacién con el
testigo negativo.

Por ultimo, se realiz6 un analisis estadistico contemplando los cinco dias de
muestreo para poder observar un resultado global (Fig. 10). De este modo los
valores promedio del efecto toxicolégico (Tabla 1) evaluados de manera global
mostraron un valor calculado de Fobs 6.46>F7‘f§'2°5= 2.313, es decir, los valores
promedio de los tratamientos presentaron diferencias significativas con relacién a la
proporcion de células policromaticas y normocromaticas. La comparacion multiple
de Dunnett (p<0.05) indicé que todos los tratamientos empleado los pigmentos,

excepto el grupo de agua-etanol, fueron los que mostraron diferencias significativas.

TABLA.1 Medias del porcentaje de toxicidad para cada tratamiento, evaluando con un conteo de
2000 células la proporcion de eritrocitos policromaticos y normocromaticos en sangre periférica
de raton macho (Mus musculus) cepa CD-1. Diferencias significativa p<0.05 en prueba de
ANOVA de un factor y *comparacion multiple de Dunnett con respecto al testigo negativo.

Tratamiento Toxicidad (Media) Desuv. Est.
Control Negativo 0.164 0.0502
Ifosfamida 0.92 0.5272
Agua-etanol 0.142 0.035
Pigmento negro 30 mg/kg *0.544 0.132
Pigmento negro 60 mg/kg *0.684 0.121
Pigmento negro 90 mg/kg *0.808 0.178
Pigmento blanco 30 mg/kg *0.564 0.235
Pigmento blanco 60 mg/kg *0.616 0.168
Pigmento blanco 90 mg/kg *0.622 0.230
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Genotoxicidad (Graficas en anexo )

Se efectud el mismo analisis estadistico que en la toxicidad, pero en este caso se
evaluo el potencial genotdxico (induccidon de micronucleos) para ambos extractos
de pigmento, de tal forma que los valores promedio por cada dia de muestro

mostraron lo siguiente:

A las 24h (Fig. 11) se obtuvo un valor de Fobs=18.13>F{);°= 2.313. Es decir,
existen diferencias significativas en la presencia de células policromaticas
micronucleadas con respecto al control negativo. La comparacion multiple de
Dunnett (p<0.05) indicd que solo los tratamientos de pigmento negro de 60 y 90

mg/kg son los que presentaron dicha diferencia significativa.

Para las 48h el valor fue de Fobs 22.24>F{)*= 2.313, indicando que existen
diferencias estadisticamente significativas. Mediante Dunnett (p<0.05) se puntualizé
que todos los tratamientos con pigmentos, con excepcion del grupo tratado
solamente con agua-etanol, generaron una induccidon de micronucleos

estadisticamente significativa con respecto al control negativo.

El andlisis estadistico a las 72h arrojo un valor de Fobs=19.88>F3;)5=2.313,
demostrando que existen diferencias significativas y mediante la comparacion
multiple de Dunnett nuevamente todos los grupos expuestos a los pigmentos

poseen diferencia significativa.

Para las 96h el valor obtenido fue Fobs16.62>F$3 5= 2.313 lo cual indicoé que
existen diferencias estadisticamente significativas en las medias con respecto a la
induccién de micronucleos y por medio de la comparacion multiple de Dunnett
(p<0.05) se obtuvo que al igual que las 48 y 72 h todos los tratamientos con los

pigmentos generaron diferencias estadisticamente significativas.
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Finalmente, a las 120h el analisis estadistico mostr6 un valor de
Fobs35.98>F{9;°=2.313. Es decir, nuevamente se presentaron diferencias
significativas. Por medio de la comparacion multiple de Dunnett (p<0.05) se observé
que de igual forma a los dias anteriores todos los tratamientos expuestos a los
pigmentos provocaron un aumento estadisticamente significativo en la induccién de

micronucleos.

Como ultimo andlisis de la genotoxicidad se calcul6 ANOVA de un factor
contemplando los primeros cinco dias de muestreo para poder observar un
resultado global (Fig.12). De este modo los valores promedio del efecto genotdxico
(Tabla 2) evaluados de manera global mostraron un valor calculado de
Fobs=11.19>F#05= 2.313, confirmando diferencias estadisticas en la induccion
micronucleos en eritrocitos de sangre periférica de raton. Mediante la prueba de
comparacion multiple de Dunnett (p<0.05) se observé que todos los tratamientos,
exceptuando el grupo tratado con agua-etanol, produjeron dichas diferencias

estadisticamente significativas.

TABLA.2 Medias del indice de genotoxicidad para cada tratamiento, evaluando la induccién de
micronucleos en eritrocitos policromaticos en sangre periférica de ratén (Mus musculus) cepa
CD-1. Diferencias significativa p<0.05 en prueba de ANOVA de un factor y *comparacién multiple
de Dunnett.

Tratamiento Genotoxicidad (Media) Desv. Est.
Control Negativo 0.16 0.05
Ifosfamida 0.92 0.52
Agua-etanol 0.14 0.03
Pigmento negro 30 mg/kg *0.54 0.13
Pigmento negro 60 mg/kg *0.68 0.12
Pigmento negro 90 mg/kg *0.80 0.17
Pigmento blanco 30 mg/kg *0.56 0.23
Pigmento blanco 60 mg/kg *0.61 0.16
Pigmento blanco 90 mg/kg *0.62 0.23
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Aberraciones cromosdmicas (Graficas en anexo 1)
indice mitético

El indice mitético se obtuvo para cada uno de los tratamientos, contemplado las

muestras de ambos donadores (Tabla 3).

El analisis de ANOVA mostré que existen diferencias significativas entre los
tratamientos donde la Fobs=94.14>F70f§'°5= 3.50. Mediante la comparacion multiple
de Dunnett (p<0.05) indicé que los tratamientos que presentaron diferencias con
respecto al testigo negativo fueron: los tres tratamientos de pigmentos de tinta negra
y los tratamientos con pigmentos de tinta blanca con concentraciones de 30 y 50
mg/ml. Por lo anterior, podemos deducir que estos tratamientos estan siendo

citotéxicos (Fig. 15).

TABLA.3 Medias del indice mitdtico para cada tratamiento, contabilizando la cantidad de células
encontradas en mitosis. Diferencias significativa p<0.05 en prueba de ANOVA de un factor y
*comparacion multiple de Dunnett.

Tratamiento '”9",‘3‘?‘ Desv. Est.
mitotico
Testigo negativo 17.35 0.35
Testigo positivo (bleomicina) 10.1 0.42
Agua/metanol 16.95 0.07
Pigmento negro 70 mg/mL *15.95 0.49
Pigmento negro 100 mg/mL *14.60 0.28
Pigmento negro 130 mg/mL *8.25 0.49
Pigmento blanco 10 mg/mL 16.60 0.42
Pigmento blanco 30 mg/mL *15.80 0.56
Pigmento blanco 50 mg/mL *15.75 0.49
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Aberraciones cromosémicas

De igual forma que para el indice mitético, se obtuvo el valor promedio del numero
de aberraciones cromosomicas estructurales para cada tratamiento tomando en

cuenta las muestras de ambos donadores (Tabla 4) (Fig. 17).

El analisis de ANOVA mostro diferencias significativas entre los tratamientos, donde
la Fobs=8.33>F{3°>= 3.50. Mediante la comparacién multiple de Dunnett (p<0.05)

se determind que el Unico tratamiento que mostré una diferencia estadisticamente
significativa en la induccion de aberraciones cromosomicas estructurales fue el de

pigmentos de tinta blanca de 10 mg /ml (Fig. 16).

TABLA. 4. Medias de la induccion de aberraciones cromosémicas estructurales para cada
tratamiento, contabilizando la cantidad de aberraciones detectadas en 50 metafases analizadas.
Diferencias significativa p<0.05 en prueba de ANOVA de un factor y *comparacion multiple de
Dunnett.

Tratamiento No. De
. Desv. Est.
aberraciones

Testigo negativo 1 0
Testigo positivo (bleomicina) 5 1.41
Agua/metanol 0.5 0.70
Pigmento negro 70 mg/mL 1.5 0.70
Pigmento negro 100 mg/mL 1 0
Pigmento negro 130 mg/mL 0 0
Pigmento blanco 10 mg/mL *2.5 0.70
Pigmento blanco 30 mg/mL 0 0
Pigmento blanco 50 mg/mL 0 0
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Discusioén

El analisis estadistico sobre los valores promedio de la proporcidon de células
policromaticas y normocromaticas (toxicidad) y del mismo modo los valores
promedio de la frecuencia de eritrocitos policromaticos micronucleados de ratones
expuestos a las diferentes dosis de los dos pigmentos utilizados en este
experimento, deja en clara evidencia que ambos pigmentos causan efecto
citogenotoxico. Esto estaria asociado principalmente a los componentes quimicos
integrados a los pigmentos. Peta et al., 2015, determinaron seis hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) especialmente en tintas de color negro: naftaleno,
acenaftileno, fenantreno, fluoranteno, pireno y benzo (g,h,i) perileno. Siendo el
pireno y fluoranteno detectados en concentraciones mayores a las que estan
permitidas por el Consejo Europeo. También se ha demostrado que el fluoranteno

es un inductor de intercambio de cromatidas hermanas en cultivos de linfocitos.

De acuerdo con la literatura el efecto genotdoxico de cualquier agente quimico
comunmente suele observarse a las 48 h posteriores a su administracion, hecho
ocurrido en este estudio (Hayashi et al., 2000; Flores et al., 2013). Sin embargo, el
efecto mayor se detectd a las 72 h y 96 h postratamiento, esto pudiendo deberse a
dos causas: la primera que la via de administracion fue subcutédnea y la segunda
los HAP anteriormente mencionados actuan como promutagenos, es decir, deben
pasar por un proceso de metabolizacion. Cabe considerar que especificamente el
fluoranteno ha demostrado in vitro tener la cualidad de aumentar la expresion de
CYP450 enzimas necesarias para la biotransformacion de los promutagenos
(Huang et al., 2011) con lo cual, este hidrocarburo contenido en la tinta negra podria

estar implicado en su capacidad genotdxica.

La tinta blanca primordialmente estd elaborada a base de dioxido de titanio
(inclusive en forma de nanoparticulas) o a base de éxido de zinc, plomo y cadmio
(Eghbali et al., 2014). Estudios previos sobre la genotoxicidad de nanoparticulas de

dioxido de titanio no han mostrado que este sea un inductor de micronucleos. Sin
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embargo, otros estudios in vitro (ensayo de micronucleos e intercambio de
cromatidas hermanas) han demostrado que el dioxido de titanio puede inducir
genotoxicidad (Chen et al., 2014). Los resultados del presente trabajo podrian estar
asociados a la presencia de dioxido de titanio, plomo y cadmio en la tinta blanca
que podrian ser los causantes del efecto citogenotdxico sobre los eritrocitos de la

sangre periférica del raton.

En el caso de las aberraciones cromosomicas encontramos que ambos pigmentos
de las tintas en la mayoria de sus concentraciones tienen un efecto citotoxico pues
se observa una disminucion en el indice mitético, pero en contraste, casi ninguno
de los tratamientos produce un aumento en la generacion de aberraciones

cromosomicas.

Para el caso especifico de la tinta negra su composicion se basa en compuestos
derivados de carbon e HAP, los cuales, como sefala Hogsberg et al., en el 2013
tienen la capacidad de provocar un aumento en la generacion de especies reactivas
de oxigeno, lo cual desembocaria en un aumento en la produccién de estrés
oxidante y a su vez esto se podria ver reflejado como generacién de mutaciones
puntuales y de aberraciones cromosdmicas. Se sabe que la mayoria de los HAP
actuan como promutagenos, es decir, deben pasar por un proceso de metabolismo
para ser capaces de inducir dafio genético. En este caso los cultivos de linfocitos,
al no contar con una fuente externa para la metabolizacién, no tienen la capacidad
de activar a los HAP y estos a su vez al no ser metabolizados no son capaces de
inducir dafo genético detectable en los cultivos celulares. Por lo cual, a pesar de
que la tinta negra contiene muchos compuestos no determinados se deduce que el
dano que pudiesen provocar estaria completamente relacionado a los HAP, como
ejemplo de esto, en el ensayo llevado a cabo en ratones machos los cuales poseen
una fuente de metabolizacién como lo es el higado fue posible la deteccion de
micronucleos. Por otro lado, las tres concentraciones de tinta negra produjeron una
baja en el indice mitético lo cual es clara muestra de un efecto citotdéxico. Como

sefala Peta et al., en el 2015, los HAP presentes en la tinta negra solo pudieron

40



explicar un porcentaje muy bajo del estrés oxidante generado, por lo cual dicha
toxicidad podria ser derivada de algunos de los compuestos no identificados que

forman parte de la composicién quimica de la tinta.

Para la tinta blanca, como ya se establecio, esta conformada principalmente por
dioxido de titanio u 6xido de zinc y en algunos casos plomo y cadmio, Chen et al.,
en el 2014 senalaron que las nanoparticulas de dioxido de titanio tienen la
capacidad de provocar dafno genético mediante la generacion de estrés oxidante
aunque en este estudio no se indujeron aberraciones cromosomicas en el cultivo de
linfocitos, lo cual como los indican podria estar relacionado con el tamafo, forma de
la nanoparticula y a la concentraciéon expuesta. Sin embargo, se infiere que también
dentro de la tinta blanca hay compuestos no detectados que podrian jugar un papel
en la induccién de dafio genético pero que tuvieran que pasar por un proceso de
activacion metabolica. Ademas, Jugan et al., 2012 reporta que la capacidad que
tienen las nanoparticulas de diéxido de titanio es via fotocatalitica, por ende, para
que haya una produccion de especies reactivas de oxigeno es necesario la

exposicion a luz.
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Conclusiones

Los pigmentos de las tintas empleadas en el arte del tatuaje de color blanco

y negro tienen efectos citogenotdxicos en células sanguineas de ratéon CD1.

En una concentracion de 10 mg/ml de pigmento blanco se produce

genotoxicidad en cultivo de linfocitos.

El pigmento negro produce una disminucion en el indice de toxicidad en

ratones machos cepa CD-1 e indice mitético en el cultivo de linfocitos.

El pigmento blanco produce efectos genotdxicos y toxicos en modelos in vivo,

pero no asi en modelos in vitro.
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Anexo |. Resultados.
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Fig.9. Se observan los valores de toxicidad a las por cada tratamiento durante los cinco dias de muestreo. A Flgmentonca 0me/ie

las 24h unicamente el pigmento blanco a 60 mg/kg indujo dafio. De las 48 h en adelante todos los tratamientos
con pigmentos indujeron toxicidad disminuyendo la proporcion de eritrocitos policromaticos, que a pesar de 8 Pamerto blanao 30 mafke
decrecer conforme pasan los dias sigue siendo estadisticamente significativa. *Tratamientos con diferencias ;..o bianco 60 ma/ke
estadisticamente significativas mediante comparacion multiple de Dunnett (p<0.05). & Pigmento blanco 50 me/kg

B Pigmento negro 60 mg/kg

B Pigmento negro 90 mg/kg
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Fig.10. Porcentaje de toxicidad global calculado a utilizando las medias de cada dia de muestreo para todos los tratamientos.
Se observa que todos los tratamientos con pigmentos indujeron toxicidad con respecto al testigo negativo y que él grupo
tratado unicamente con agua-etanol no fue factor en la disminucién de la proporcidon de eritrocitos policromaticos y
normocromaticos. *Tratamientos con diferencias estadisticamente significativas mediante comparaciéon multiple de Dunnett
(p<0.05).
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Fig.11. Se observa el valor del indice de Genotoxicidad por cada tratamiento durante los cinco dias de
muestreo. A las 24h solo el pigmento negro a dosis de 60 y 90 mg/kg indujé un aumento en la
produccion de micronucleos, pero de las 48 h en adelante todos los grupos mostraron diferencias
significativas con respecto al control negativo. *Tratamientos con diferencias estadisticamente
significativas mediante comparacion multiple de Dunnett (p<0.05).
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Fig.14. indice de genotoxicidad global obtenido para cada tratamiento. Se observa que todos los
tratamientos expuestos a pigmentos negro y blanco produjeron un aumento en la induccién de
micronucleos. *Tratamientos con diferencias estadisticamente significativas mediante comparacion

multiple de Dunnett (p<0.05).
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Fig.15. indice de mitdtico para cada tratamiento. Se observa que todos los tratamientos expuestos
pigmento negro y los expuestos a 30 y 50 mg/ml de pigmento blanco produjeron una disminucion la
division celular con respecto al testigo negativo. *Tratamientos con diferencias estadisticamente
significativas mediante comparacion multiple de Dunnett (p<0.05).
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Fig.16. Promedio de aberraciones cromosdmicas para cada tratamiento. Se observa que Unicamente el
tratamiento con pigmento blanco a una concentracién de 10 mg/ml produjo aberraciones cromosémicas
estructurales con una diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo.
*Tratamientos con diferencias estadisticamente significativas mediante comparacién multiple de Dunnett
(p<0.05).
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Fig. 17. Tres metafases observadas a un
aumento de 100X. no se observa ninguna
alteracion.

Superior Izquierda- Control Negativo.
Superior Derecha- Pigmento negro 90 mg/kg.

Inferior. Pigmento blanco 60 mg/kg.
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Anexo Il. Preparacion de reactivos para el cultivo de linfocitos.

Medio de cultivo para linfocitos.

500 ml de medio RPMI1640 (biowest).
10 ml de fitohematoglutinina PHA (microlab).

Bajo condiciones de esterilidad se agrega la fitohematoglutinina (PHA) al medio y
se procede a mezclar bien. Si el medio de cultivo no sera usado al momento este
debera guardarse en congelacion hasta su uso con su respectiva etiqueta la cual
debe contener los siguientes datos: sustancia de la que se trata, nombre de quien

la preparo y fecha de elaboracién.

Solucién hipotonica de KCI (0.075M).

2.796 g de KCL
500 ml de H20 desionizada

Colocar el agua en un matraz aforado y afiadir el KCI, mantener bajo agitacién hasta
que se disuelvan en tu totalidad los cristales. Cada que se vaya a utilizar solo se
debe tomar lo necesario y poner a 37 °C, la solucién restante debe mantenerse a
temperatura ambiente. Antes de su utilizacion se debe revisar la ausencia de
cristales. La solucién deberd ser desechada a los seis meses. Debe estar
debidamente etiquetada sefnalando a que sustancia se refiere, quien la prepard y la

fecha.
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Colchicina (solucién de trabajo).

0.005 g de colchicina en polvo (Sigma).

25 ml de solucion salian inyectable.

Mezclar la colchicina con la solucion salina hasta que se disuelva por completo. La
solucion debe mantenerse bajo congelacion en dos o tres recipientes separados.
Descongelar 30 min antes que se vaya a utilizar para que alcance temperatura
ambiente. Debe agregarse a los tubos de cultivo bajo condiciones de esterilidad.
Cada tubo de solucién debe estar debidamente etiquetado con el nombre de la

sustancia, nombre de quien preparo y fecha de elaboracion.

Fijador Carnoy fresco.

75 ml de metanol absoluto.

25 ml de acido acético glacial.

En un frasco de cristal verter el acido acético y el metanol. Mantenerlo en
refrigeracion antes y durante su uso. El fijador esta preparado en proporciones de

3:1 pero puede ser preparado en proporcion 5:2 o 1:1 segun sea la situacion.
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Amortiguador Sorensen.

6.63 g de KH2PO4
2.56 g de Na2HPO4
1000 ml de H20 desionizada

En un recipiente de cristal, mezclar todos los reactivos y mantener bajo agitacion
hasta que se disuelvan por completo. Se debe ajustar el pH a 7 y se debe mantener
a temperatura ambiente. Debe etiquetarse adecuadamente con el nombre de la
sustancia, quien lo prepar6 y cuando elabordé. Debe ser desechado

aproximadamente a los 6 meses o cuando se detecte la formacion de cristales.

Colorante Giemsa (solucion de trabajo).
10 ml de colorante Giemsa

40 ml de amortiguador Sorensen.

Mezclar el amortiguador con el colorante filtrado y una vez hecha la mezcla se debe
quitar la primera capa de colorante cada 30 min con ayuda de un papel filtro. Debe

preparase cada vez a usarse y mantenerse cubierto de la luz.
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