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As letras e a ciéncia sd tomardo seu verdadeiro
lugar na obra do desenvolvimento humano no
dia em que, livres de toda serviddo mercenria,
forem cultivadas pelos que as amam e para 0s
que as amam.

(Piotr Kropotkine, 1892)






RESUMO

Na ultima década o nimero de pessoas que aderiram a tendéncia de
tatuar o corpo aumentou significativamente. Isto elevou a producdo e o
desenvolvimento de tecnologias aplicadas as tintas de tatuagem.
Entretanto, as exigéncias das agéncias reguladoras para essas tintas sdo
pouco rigidas e alguns componentes podem ser prejudiciais tanto para
0s humanos como para 0 meio ambiente. Neste sentido, foram estudadas
quatro tintas comerciais de tatuagem (azul, verde, vermelho e preto)
para identificar a composicao e possiveis efeitos toxicoldgicos. A fim de
caracterizar as tintas de tatuagem foram realizadas analises térmicas,
microscopia eletrénica de transmissdao (TEM), potencial zeta (PZ),
didmetro hidrodindmico (DH), difracdo de raios X (DRX), microscopia
eletrénica de varredura e espectroscopia de energia dispersiva (MEV-
EDS), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e espectroscopia de emissdo Optica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES). A avaliacdo toxicoldgica in vivo foi realizada
com testes de germinacdo e crescimento em Lactuca sativa e efeitos
agudos e cronicos em Daphnia magna. A avaliac¢do in vitro consistiu em
analises de viabilidade celular, inducdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e apoptose em células HaCat. A analise da composicdo das
tintas de tatuagem confirmou os grupos funcionais dos veiculos e
pigmentos organicos, indicou a presenca de particulas nanométricas e
alguns elementos quimicos ndo descritos na embalagem em quantidades
inferiores a 5%, caracterizando-os como aditivos. A avaliagdo
toxicoldgica indicou toxicidade significativa para as tintas de tatuagem,
com resultados distintos nos parametros testados para tintas azul e
verde, apesar dos niveis semelhantes de metais. A tinta vermelha
apresentou maior toxicidade, devido as concentracdes analisadas serem
menores do que as utilizadas para as outras tintas e mesmo assim mais
significativas. A maior toxicidade das tintas vermelha, seguida pela
verde, possivelmente é relacionada aos pigmentos azo. A tinta preta se
mostrou a mais segura toxicologicamente. Este estudo contempla uma
visdo geral da composicdo e dos efeitos toxicolégicos das tintas de
tatuagem em células epidérmicas e no meio ambiente.

Palavras-chave: Tinta de tatuagem, nanoparticulas, toxicologia, Daphnia
magna, Lactuca sativa , células HaCat






ABSTRACT

In the last decade the number of people who have adhered to the global
trend of tattooing the body has increased significantly. This has raised
the production and development of technologies applied to tattoo inks.
However, regulatory agency requirements for these inks are poorly
enforced and some components can be harmful to both humans and the
environment. In this sense, four commercial tattoo inks (blue, green, red
and black) were studied to identify the composition and possible
toxicological effects. In order to determine the composition and size of
the particles contained in the inks thermal analyzes, transmission
electron microscopy (MET), zeta potential (PZ), hidrodinamic diameter
(DH), X-ray diffraction (DRX), scanning electron microscopy coupled
to dispersive energy spectroscopy (MEV-EDS), Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) and inductively coupled plasma optical
emission spectroscopy (ICP-OES) were performed. In vivo toxicological
evaluation was performed through germination and growth tests in
Lactuca sativa and acute and chronic effects in Daphnia magna. The in
vitro toxicological evaluation consisted of cellular viability analyzes,
induction of reactive oxygen species (EROs) and apoptosis in HaCat
cells. The analysis of the composition of the tattoo inks confirmed the
functional groups of vehicles and organic pigments, indicated the
presence of nanometric particles and some chemical elements not
described in the packaging in quantities of less than 5%, characterizing
them as additives. The toxicological evaluation indicated significant
toxicity to tattoo inks, with distinct results in the parameters tested for
blue and green inks, despite the similar levels of chemical elements. The
red ink presented higher toxicity, due the analyzed concentrations were
smaller than those used for the other inks and even more significant. The
increased toxicity of green and red inks is possibly related to azo
pigments. The black ink proved to be the safest toxicologically. This
study provides an overview of the composition and toxicological effects
of tattoo inks in epidermal cells and environment.

Keywords: Tattoo ink, nanoparticles, toxicology, Daphnia magna,
Lactuca sativa, HaCat cells
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1. INTRODUCAO

As tatuagens podem ser definidas como a introducdo de
pigmentos exdgenos na derme, a fim de produzir uma pigmentagéo
permanente. Na Europa, foram encontrados registros de tatuagens com
motivos espirituais e tribais em torno de 3300 a. C. Ao longo do tempo
essa pratica evoluiu, representando uma pratica cosmética comum em
todo 0 mundo (LAUX et al., 2015).

Na ultima década, o nimero de pessoas que aderiram a pratica de
tatuar o corpo aumentou significativamente, com aproximadamente 36%
das pessoas com menos de 40 anos com pelo menos uma tatuagem.
(LAUX et al., 2015). No Brasil, apesar de nenhuma pesquisa estimar a
populacdo adepta da prética, um censo publicado pela revista Super
Interessante em marco de 2014 (KIST, 2014) mostrou o perfil das
pessoas tatuadas no pais. Esta pesquisa entrevistou mais de 80 mil
pessoas, a maioria das regides sudeste e sul e verificou que 60% das
pessoas que possuiam tatuagens eram mulheres, 48% dos entrevistados
possuia idades entre 19 e 25 anos, 61,2% ensino superior completo ou
cursando e 37% possui renda média 3 mil reais mensais.

As tintas de tatuagem movimentam um mercado crescente na
economia mundial, englobando os setores de prestagdo de servigos e
fabricacdo de insumos. Os pigmentos encontrados nas tintas de
tatuagem em geral apresentam didmetros nanométricos e alguns metais
em sua composicdo. Apesar do desenvolvimento de tecnologias para
obter novos pigmentos organicos e elevar a durabilidade deste produto,
estudos sobre esse produto ainda sdo escassos. Segundo dados da Web
of Science® (fevereiro 2018), até o momento apenas 472 trabalhos
foram publicados a respeito de tintas de tatuagem (tattoo ink), porém
destes apenas 19 trabalhos estudaram os efeitos tdxicos (toxicity), 20
trabalhos fizeram estudos in vitro e 18 se relacionam a presenca de
metais (metals) na composi¢do deste produto.

O processo de insercdo de pigmentos na camada dérmica depende
do tatuador, que pode utilizar instrumentos como espinhos, dentes
afiados, pentes, agulhas ou, na maioria dos casos, maquinas elétricas
(LAUX et al., 2015). Atualmente, a introducdo de normas de higiene
estritas, como 0 uso de agulhas descartdveis e procedimentos de
assepsia, bem como requisitos para o licenciamento de estidios de
tatuagem diminuiu o risco de doengas infecciosas, tornando as reacGes
adversas raras, com predominancia de reagbes imunomediadas e
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infeccbes de pele, causadas principalmente pigmentos, que
correspondem a maior fragdo das tintas de tatuagem (LAUX et al.,
2015).

No entanto, a utilizagdo de pigmentos ndo testados, a potencial
contaminacdo de tintas comerciais, e a utilizacdo de tintas de tatuagem
ndo regulamentadas sdo um problema nessa pratica devido a
vulnerabilidade da regulamentacdo e fiscalizacdo da composigdo das
tintas (ISLAM et al., 2016). Isso remete a necessidade de uma maior
compreensdo sobre a composicdo e efeitos toxicoldgicos das tintas no
tecido cutdneo e no meio ambiente, uma vez que as tintas podem conter
componentes com relevante toxicidade.

Neste estudo foi identificada a composi¢do quimica de quatro
cores de tintas de tatuagem através de técnicas de caracterizacdo
térmica, potencial zeta (PZ), didmetro hidrodindmico (DH), microscopia
eletronica de transmissdo (MET), espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios X (DRX),
microscopia eletrbnica de varredura e espectroscopia de energia
dispersiva (MEV-EDS) e espectrometria de emissdo Optica por plasma
acoplado indutivamente (ICP-OES). A toxicologia global foi
determinada utilizando organismos das espécies Lactuca sativa, e
Daphnia magna, frequentemente utilizados em testes de toxicologia
ambiental. Os experimentos a nivel celular foram realizados com a
linhagem celular HaCat, avaliando viabilidade mitocondrial e
lisosssomal, espécies reativas de oxigénio (EROSs), apoptose e atividade
proliferativa, a fim de identificar efeitos toxicos especificos das tintas
analisadas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Identificar a composicao quimica de quatro tintas de tatuagem e
determinar a toxicidade geral e especifica desse material.

2.2. Objetivos especificos

« Determinar a estabilidade das particulas de tinta em suspenséo e
verificar o diametro e morfologia das mesmas;

« Identificar a composicdo da tinta de tatuagem e quantificar os
principais elementos presentes;

» Verificar a toxicidade desse material na planta Lactuca sativa e
no microcrustaceo Daphnia magna enfatizando a questdo
ambiental;

« Avaliar a viabilidade celular, a producdo de EROs, apoptose e
atividade clonogénica em células HaCat expostas a tintas de
tatuagem in vitro.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Tintas de Tatuagem

A composicdo das tintas de tatuagem varia de acordo com o
fabricante. Em sua maioria sdo misturas complexas compostas por
veiculos (dgua, glicerina e outros derivados oxigenados), aditivos
(polimeros, surfactantes, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA), nanoparticulas (NP) e polimeros) e pigmentos (complexos
organicos ou inorganicos e NP) (HAGSBERG et al., 2011). O quadro a
seguir mostra o0 tamanho destas estruturas, confirmando que todas as
tintas, exceto para a branca, tem uma porcdo significativa de
componentes que se enquadram na faixa de nanoescala.

Figura 1. Perfis de tamanhos de particulas obtidas por difragdo a laser, a partir de
seis cores de tintas de tatuagem (Ft Lauderdale, FL, EUA). Cada tinta contém um
tipo de pigmento exceto a tinta verde que consiste de uma mistura dos pigmentos
verde e amarelo. Fonte: (HOGSBERG et al., 2011).
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Devido a maior concentragdo nas tintas de tatuagem os pigmentos
dominam o foco analitico em tintas de tatuagem, no qual os
conservantes e impurezas podem ser considerados o menor dos
problemas (LAUX et al., 2015). Os pigmentos empregados nas tintas de
tatuagem podem ser organicos, compreendendo pigmentos azoicos,
hidrocarbonetos aromaticos contendo heteroatomos (nitrogénio (N),
oxigénio (O) ou cloro (ClI)) ou grupos funcionais (amina, amida,
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hidroxila, etc.) ou complexos de centros metalicos e ligantes organicos.
Ja a tinta preta, formada a partir da combustdo incompleta de
hidrocarbonetos é composta basicamente por nanoparticulas de carbono
(C) e a tinta branca é formada basicamente por diéxido de titanio (TiOy)
(HZGSBERG et al., 2011, 2013; REGENSBURGER et al., 2010).

Os pigmentos inorganicos sdo geralmente 6xidos metalicos (por
exemplo, 6xido de aluminio, 6xido de titdnio) que sdo adicionados
intencionalmente como nanoparticulas para criar base ou efeitos de cor
(LAUX et al., 2015). Misturas entre pigmentos organicos e metais sao
comumente utilizados para criar diferente matiz, brilho ou tom das cores
(FORTE et al., 2009).

Dessa forma, os metais podem estar presentes, dependendo da
concentragdo, como pigmentos, aditivos ou contaminantes na forma de
sais de metais ou NP. A andlise de tintas comerciais mostra que o titanio
(Ti), béario (Ba), aluminio (Al) e cobre (Cu) sdo predominantemente
utilizados como corantes, enquanto o antimonio (Sb), arsénio (As),
cadmio (Cd), cromo (Cr), cobalto (Co), chumbo (Pb) e niquel (Ni)
tendem a ser contaminantes (LAUX et al., 2015). No estudo de Forte e
colaboradores (2009) foi relatado que ha contribuicdo significativa de
metais na composi¢do de tintas de tatuagem, e que o arranjo de metais
era altamente varidvel entre marcas e mesmo entre pigmentos
semelhantes sendo que os principais metais encontrados em todas as
amostras foram Al, Ba, Cu, ferro (Fe) e estroncio (Sr). Entre 0s metais
alergénicos presentes nas tintas de tatuagem estudadas, o cromo (Cr) era
0 que se apresentava em concentra¢fes mais elevadas (0,315-147 pg/g),
seguido por Ni (0,037-9,59 ug/g) e Co (0.0028-6,43 pg/g). Em 56 tintas
de tatuagem, Cr, Ni e Co excederam o limite alergolégico seguro de 1
ng/g em 62,5%, 16,1% e 1,8% de casos, respectivamente.

As concentragdes destes elementos podem ser consideradas
bastante elevadas, uma vez que as tintas de tatuagem sdo misturas
toxicologicamente indefinidas com pureza de pigmentos inferiores a
80% (ENGEL et al., 2010). E importante ressaltar que os pigmentos
foram desenvolvidos para utilizagdes industriais em tintas, vernizes ou
plasticos (LAUX et al., 2015) e alguns estudos retratam a similaridade
da matriz de cores em tintas para diversas utilizagdes como esmalte,
serigrafia e tatuagem (BENTLIN; POZEBON; DEPOI, 2009).

Os aditivos ndo ultrapassam 5% da composi¢do, mas influenciam
significativamente na manufatura, estabilidade, aplicabilidade,
qualidade e aspecto da tinta. Os aditivos podem ser adicionados para
atuar como espessantes, dispersantes, biocidas, conservantes e
estabilizantes de ultravioleta, dependendo da aplica¢do requerida para o
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produto (ANGHINETTI, 2012). Em adicdo aos metais, os surfactantes
sdo adicionados como agentes dispersantes, mantendo 0s pigmentos
dispersos e estabilizam a tinta, evitando a separacdo dos componentes.
A literatura cita que os surfactantes sdo empregados em baixos
percentuais (0,2 a 0,3%) (ANGHINETTI, 2012).

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas, na qual a porcéo apolar
¢ frequentemente composta por uma cadeia de hidrocarbonetos,
enquanto a porcdo polar pode ser idnica (anibnica ou catibnica), ndo-
ibnica ou anfotérica. A principal propriedade dos surfactantes é
promover uma mistura com determinada estabilidade entre fases de
diferentes polaridades. Alguns exemplos de surfactantes i6nicos
utilizados comercialmente incluem ésteres sulfatados ou sulfatos de
acidos graxos (aniénicos) e sais de aménio quaternario (catibnico).
Quando os surfactantes sdo providos de carga é necessario que seja
adicionado a solugdo contra ions a fim de promover a estabilizacdo das
micelas, alguns aditivos utilizados como contra ions sdo: Na*, K*, Br e
CI" (SOUZA; PERES; MORAES, 2010).

Os surfactantes anfotéricos apresentam diferentes cargas na sua
estrutura, sendo considerados menos agressivos, pois causam menor
irritacdo e, por isso sdo utilizados em formulagfes que necessitam
surfactantes mais suaves. Os surfactantes ndo idnicos sdo utilizados em
guase todos os tipos de produtos cosméticos. Dentre as principais
caracteristicas dos surfactantes ndo iénicos pode-se destacar a melhor
eficacia na remogdo de gorduras e estabilizacdo de espuma. Mesmo ndo
sendo o principal surfactante atuam como cosurfactantes, alterando de
maneira significativa algumas propriedades do produto final como
desempenho, viscosidade e estabilidade (DAVE; JOSHI, 2017).

Além dos surfactantes, as tintas de tatuagem podem conter
pequenas quantidades de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA). Os HPA sdo formados pela combustdo incompleta de matéria
organica e podem estar presentes principalmente na tinta preta como
residuos apés a formacédo das NP de carbono (CARUSO; ALABURDA,
2008; HOGSBERG et al., 2013). Esses contaminantes sdo resistentes a
biodegradacdo e podem causar efeitos toxicos em longo prazo, tais
como mutagenicidade e carcinogenicidade (HARITASH; KAUSHIK,
2009). Um estudo que analisou 19 tintas comerciais de tatuagem na cor
preta mostrou a presenga desses contaminantes em concentragbes de
0,14 - 201 pg g* (REGENSBURGER et al., 2010). Apesar disso, a
presenca deste material ndo esta relacionada a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), moléculas que em excesso podem
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acarretar em danos celulares (HOGSBERG et al., 2013; NEALE et al.,
2015).

O nlmero de pessoas que possuem VArias tatuagens aumenta
constantemente e os corantes e pigmentos utilizados tradicionalmente
estdo sendo substituidos por materiais que ainda ndo foram testados
anteriormente para este fim. Esta substituicdo de materiais coincide com
um aumento nos relatérios de reacBes adversas e, portanto, representa
um desafio para a regulacdo e avaliacdo de risco de tintas de tatuagem
em todo o mundo. (LAUX et al., 2015).

3.2. Nanomateriais

Os nanomateriais (NM) sdo definidos com materiais que possuem
pelo menos uma das trés dimensées menores que 100 nm e em razédo do
tamanho reduzido exibem propriedades e comportamentos Unicos, que
permitem aplicagdes nas mais diversas &reas como: medicamentos,
cosmeéticos, construcdo civil, militares, comunicacdo, entre outras
(ISO/TR, 2010). Controversias a respeito da definicdo podem ser
encontradas na literatura, levando em conta que a escala nanométrica
enquadra particulas de 1 a 1000 nm, especialmente quando os materiais
formam agregados (KHAN; FULEKAR; PATHAK, 2015).

A producéo e comercializacdo de produtos contendo NM, sem
um estudo prévio para avaliar os possiveis efeitos toxicos, pode resultar
em danos irreversiveis a sallde humana e ao meio ambiente. Tais danos
podem ocorrer, pois os NM apresentam caracteristicas fisicas e quimicas
diferentes dos compostos em escalas convencionais (ISO, 2010). Esses
efeitos sdo dificeis de predizer a partir das propriedades conhecidas da
mesma matéria em escala microscdpica ou de extrapolacbes tedricas
com base em propriedades atbmicas ou moleculares. As investigacdes
no ambito fisico-quimico avancam rapidamente; contudo, a
compreensao dos efeitos bhioldgicos dos NM na salide humana e o meio
ambiente ainda é limitada. Tais preocupacdes sdo expressas pela
comunidade cientifica e também pelo plblico em geral (KHAN;
FULEKAR; PATHAK, 2015).

As propriedades fisico-quimicas dos NM podem variar conforme
a reducdo de tamanho (area de superficie e a distribuicdo de tamanho),
composicdo quimica (pureza, cristalinidade, propriedades eletrdnicas,
etc.), estrutura de superficie (reatividade da superficie, grupos de
superficie, revestimentos organicos ou inorganicos, etc.), solubilidade,
morfologia e agregacdo (NEL et al., 2006). Os NM mais estudados e
utilizados séo: nanofibras, nanofolhas, nanotubos e NP.
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Devido suas propriedades fisico-quimicas, 0s NM promovem o
aumento da capacidade de penetrar as barreiras fisioldgicas, e deslocar-
se pelo organismo através da corrente sanguinea, e sua grande area
superficial é relacionada a reatividade desses materiais, pela maior
guantidade de &tomos ou moléculas disponiveis em sua superficie
(BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007).

Embora muitas NP possam interagir com as células sem respostas
toxicas agudas, as NP de 6xido metalico sdo mais propensas do que
outras em induzir a autofagia devido a sua capacidade de aumentar o
estresse oxidativo e os danos catibnicos (ZHANG et al., 2012). A
autofagia é um processo evolutivamente conservado de controle da
qualidade celular que tem como objetivo a degradacdo de organelas
danificadas e proteinas pelos lisossomos (STERN; ADISESHAIAH;
CRIST, 2012).

Frequentemente, a toxicidade de NM metalicos esta associada a 3
mecanismos principais: () liberacdo de ions tdxicos no meio de
exposicdo, como no caso de NP de zinco (Zn) e prata (Ag), que liberam
suas respectivas formas idnicas (Zn** e Ag") em meio aquoso; (I1)
interacdo da superficie da NP com o meio produzindo substancias
toxicas, como radicais quimicos e EROs e (I11) interacdo da superficie
dos NM com membranas e DNA (BRUNNER et al., 2006).

Os NM séo amplamente utilizados na indUstria cosmética, onde a
maior parte dos produtos sdo desenvolvidos com base na
nanotecnologia. A versdo em nanoescala dos ingredientes proporciona
uma melhor protecdo contra a radiacdo ultravioleta, penetracdo profunda
da pele, maior estabilidade de ingredientes ativos e efeitos duradouros,
além de aumentar a cor e a qualidade na finalizac&o do produto (RAJ et
al., 2012).

Dessa forma, podem ser adicionados a constituicdo dos produtos
NP de éxidos metélicos, onde destacam-se o SiO, comumente utilizado
para controlar a viscosidade do produto, adicionar massa e reduzir a
transparéncia de uma formulacdo, Al,O3 é utilizado para dar brilho e a
adicdo de TiO, se deve as propriedades antifungicas e antibacteriais
(BOROWSKA; BRZOSKA, 2015; RAJ et al., 2012).

Outros trabalhos ja verificaram que as particulas de tintas de
tatuagem possuem diametros nanométricos e elementos metalicos em
sua composicdo, evidenciando assim a incerteza toxicol6gica da
utilizacdo desse produto (BEUTE et al., 2008; FORTE et al., 2009;
GRANT et al., 2015; HIGSBERG et al., 2011).
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3.3. Toxicologia das tintas de tatuagem e relagdo com a derme e
epiderme

3.3.1. Procedimento de implantacéo e respostas iniciais

Em tatuagens e maquiagens permanentes 0s pigmentos sdo
depositados na derme por meio de uma agulha (Figura 2). Este processo
garante que 0s pigmentos ndo possam ser removidos e, dessa forma o
organismo € exposto aos componentes das tintas de tatuagem de uma
forma direta e por tempo prolongado (FORTE et al.,, 2009). A
guantidade de tinta depositada na derme depende das caracteristicas da
agulha, da tinta, da pele, da profundidade e da densidade das
penetracbes (GOPEE et al., 2005), sendo usualmente in;'etada uma
quantidade de pigmento que varia entre 0,60 a 9,42 mg/cm®, sendo em
média 2,5 mg/cm® (ENGEL et al., 2008). Apesar do usual tamanho
nanométrico das particulas, quando é realizada uma biopsia da pele
cicatrizada é possivel visualizar os agregados de pigmentos a olho nu
(LAUX et al., 2015).

O procedimento causa ruptura da base epidérmica, causando
necrose em algumas células dérmicas e epidérmicas e tal como acontece
com qualquer tipo de trauma para a derme, a primeira resposta é formar
um coagulo a fim de cessar o sangramento resultante. Apds
aproximadamente 2 h, ocorre 0 edema seguido por uma migragdo de
células do sistema imune para o local (neutréfilos e macréfagos) com
objetivo de fagocitar substancias estranhas, restos de células e micro-
organismos (GRANT et al., 2015; ISLAM et al., 2016), redirecionando
algumas particulas para os nddulos linfaticos (ZIRKIN; AVINOACH;
EDELWITZ, 2001). Depois de 24 h, sdo observados agregados de
pigmento em fagossomas citoplasmaticos de queratinocitos,
macréfagos, mastocitos e fibroblastos. Apdés um més, a eliminacéo
transepidérmica ainda estd ocorrendo e o pigmento é encontrado em
queratindcitos, macréfagos e fibroblastos (ISLAM et al., 2016).

Qualquer matriz extracelular danificada na derme papilar ferida é
entdo reparada através da acdo dos fibroblastos, o qual forma o tecido da
cicatriz, onde os pigmentos ficam alocados (GRANT et al., 2015). Com
a membrana basal da pele restaurada, presumivelmente ndo ocorre mais
eliminacdo transepidérmica (ISLAM et al., 2016), porém apds longos
periodos de tempo, as particulas de tinta de tatuagem podem mover-se
gradualmente para a derme profunda (ou seja, derme reticular), o que da
a tatuagem uma aparéncia desbotada e turva (GRANT et al., 2015).



30

Figura 2. Imagem representando a insercéo da tinta de tatuagem na pele.

Em um experimento utilizando camundongos com a mesma
concentracdo de tinta utilizada em humanos, observou-se que apds 42
dias a concentracdo de tinta diminuiu 32%. As biopsias mostraram que
as células carregadas de pigmento se aglomeravam em torno de
pequenos vasos, presumivelmente, em uma tentativa de eliminar
pigmento da tatuagem como numa reac¢do normal de reconhecimento de
corpo estranho através do sistema linfatico, corrente sanguinea e rota
transepidérmica (ENGEL et al., 2010).

3.3.2. Toxicidade das tintas de tatuagem

A toxicidade de tintas de tatuagem ¢é relacionada a infeccbes de
pele geralmente causadas por Staphylococcus sp. e reagdes
imunomediadas (ISLAM et al., 2016). Também s&o reportadas como
condi¢des menos frequentes o desenvolvimento de condigdes cutaneas,
como reagles pseudolinfomatosa e hiperplasia pseudoepiteliomatosa.
Como condicBes raras e dependentes de uma condigdo genética pré-
existente, pode ocorrer a evolugdo no linfoma neoplasico, carcinoma de
células escamosas e queratoacantoma (BASSI et al., 2014).

A exposicdo as tintas de tatuagem pode induzir a formacdo de
EROs, que em excesso pode causar danos em macromoléculas como
lipideos, proteinas e/ou DNA e consequentemente nas funcdes celulares
(XIA et al., 2014). Ja foi relatado inducdo de EROs ap6s exposicao a
diferentes cores de tinta de tatuagem (BOURDON et al., 2012;
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HOGSBERG et al., 2013; NEALE et al., 2015). Apesar da literatura
citar os HPA como potenciais causadores dessa resposta, foi confirmada
que a producdo de EROs em tintas pretas comerciais é varidvel
conforme a marca e com o estado de agregacdo das particulas, mas ndo
com a quantidade desse composto (HOGSBERG et al., 2013).

Em outro trabalho, que estudou duas tintas comerciais das cores
amarela e preta, usando como modelo para respostas fisiologicas de
tatuagem em humanos ratos da linhagem SKH-1 foi verificado que esses
animais além de produzirem respostas histologicas similares a da pele
humana também houve aumento da concentracdo da proteina fator
nuclear kappa B (NF-KB), envolvido em respostas transcricionais
relacionadas a estimulos como o estresse, no tecido cuténeo.
Biomarcadores relacionados a inflamacéo e proliferacdo celular também
tiveram seus niveis elevados apo6s o procedimento tais como a proteina
ornitina descarboxilase, ciclo-oxigenase-1, ciclo-oxigenase-2. Estes
foram elevados nos 4 primeiros dias ap6s o procedimento e retomaram a
normalidade ap6s 14 dias. Os niveis de interleucina-1 beta e
interleucina-10 se elevaram somente nos linfonodos dos animais, mas
ndo na pele tatuada. Ainda neste mesmo estudo, foi constatado que apés
0 terceiro dia, 0s animais tatuados apresentaram pigmentacdo nos
nodulos linfaticos aumentando a incidéncia no 14° dia posterior ao
procedimento nos linfonodos inguinais e axilares (GOPEE et al., 2005).
Apesar de alguns estudos relatarem a presencga de pigmentos de tinta de
tatuagem em noédulos linfaticos, nenhum relata a presenca em outro
orgao distante (GOPEE et al., 2005; LEHNER et al., 2014; ZIRKIN;
AVINOACH; EDELWITZ, 2001).

As razdes pelas quais acontecem reagdes inflamatorias ainda ndo
estdo elucidadas, porém o principal efeito crénico adverso desse
procedimento sdo reacdes alérgicas, onde a cor vermelha se mostra mais
problematica, podendo ir de ulceracdo nas alergias severas até excessiva
hiperplasia epidérmica, levando a dermatite interfasica e infiltragdo de
linfocitos T (LAUX et al., 2015).

A tinta reportada como maior risco toxicoldgico é a vermelha,
por possuir grupamentos azo e quinacridonas em seus pigmentos
(GAUDRON et al., 2015). A toxicidade pode ser relacionada a reac6es
especificas com as aminas aromaticas, as quais sdo produtos da
clivagem dos pigmentos azoicos, porém em estudos histolégicos com
produtos téxteis essa hipotese também néo foi confirmada (LAUX et al.,
2015). Juntos, esses estudos apoiam a ideia de que o alérgeno é formado
dentro da pele, provavelmente pelo metabolismo, haptenizagdo ou
ambos (LAUX et al., 2015).
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Para avaliagdo da toxicidade de um material podem ser utilizados
estudos in vitro com diferentes tipos celulares, para posterior
comparagdo com estudos in vivo. Os testes com células sdo eticamente
mais aceitaveis, sendo menos dispendiosos e mais faceis de controlar e
reproduzir. Para avaliacdo da citotoxicidade, o controle das condi¢des
experimentais é crucial para garantir que a resposta celular corresponda
a toxicidade do material adicionado, pois as culturas celulares séo
sensiveis a mudancas no seu ambiente tais como variagbes de
temperatura, pH, nutrientes e concentracdo de residuos (LEWINSKI;
COLVIN; DREZEK, 2008).

3.4. Regulamentacéo das tintas de tatuagem

Nos Estados Unidos as tintas de tatuagem sdo consideradas
cosméticas e a legislagdo ndo exige aprovacdo e revisdo pré-mercado.
Quando um aditivo de cor se destina a ser injetado, a legislacdo
determina que se deve “EXxistir provas convincentes que estabelecam
com razoavel certeza que nenhum dano resultara do uso pretendido
desse pigmento”, todavia, ndo existe uma lista indicando quais
pigmentos sdo seguros, 0 que resulta em incerteza. Com o aumento dos
eventos adversos, a Food and Drug Administration (FDA) esta
reconsiderando a abordagem na investiga¢do dos relatos para tomar as
medidas apropriadas quando os problemas sdo identificados e também
educar consumidores, industria e profissionais de salde sobre as fontes e
problemas associados com tintas de tatuagem e maquiagem permanente
(LAUX et al., 2015).

As agéncias reguladoras europeias adotam, principalmente, a
resolucdo ResAP de 2008, a qual fornece instrugdes gerais sobre
composi¢do e rotulagem bem como listas negativas de produtos
guimicos perigosos que ndo devem estar presentes em tintas de
tatuagem, porém a fiscalizacdo do mercado ¢ um grande desafio. A
Suica tem tido restri¢des legais para tintas usadas para tatuagens e
maquiagem permanente desde 2006. No entanto, uma pesquisa nacional
de 2011 mostrou que 37% de 167 tintas e 9% de 23 produtos de
maquiagem permanente ndo estavam em conformidade com a
regulamentacéo vigente (LAUX et al., 2015).

Na Nova Zelandia, onde a tatuagem é uma questdo tradicional,
sendo tratadas como patriménio cultural. Os problemas séo similares
aos dos outros paises, sendo as infeccfes um dos maiores problemas
com técnicas tradicionais de tatuagem. Neste pais, a preocupacdo tem
sido levantada contra tintas que contém ingredientes muitas vezes
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importados através da internet sem restrigdes e com esterilidade incerta.
Todavia pelo contexto especial envolvendo as tintas de tatuagem as
autoridades desse pais sdo a favor de uma regulacdo branda. Estas
medidas incluem procedimentos praticos sobre esterilizagdo, lesdes e
sangramento e gestdo de residuos biol6gicos e questdes de informacéo e
documentagdo (LAUX et al., 2015).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
regulamenta a respeito do registro, alteracdo, revalidacdo e
cancelamento do registro de produtos médicos através da RDC
185/2001, sendo as tintas de tatuagem, pertencentes a esse grupo
devendo ser comercializadas apenas na sua forma estéril. A tinta de
tatuagem segundo essa resolucdo é considerada um produto médico
implantavel definido por “Qualquer produto médico projetado para ser
totalmente introduzido no corpo humano ou para substituir uma
superficie epitelial ou ocular, por meio de intervencdo cirdrgica, e
destinada a permanecer no local apés a intervencdo. Também &
considerado um produto médico implantavel, qualquer produto médico
destinado a ser parcialmente introduzido no corpo humano através de
intervencdo cirlrgica e permanecer ap0s esta intervencdo por longo
prazo” (ANVISA, 2001). Outra resolugdo é a RDC 55/2008 que dispde
sobre o registro de produtos utilizados no procedimento de pigmentacdo
artificial permanente da pele, e da outras providéncias, definindo
pigmentagdo artificial permanente da pele como “pigmentagdo exogena
implantada na camada dérmica ou na camada subepidérmica da pele
com o objetivo de embelezamento ou correcdo estética” enquadrando os
pigmentos, veiculos e solventes utilizados para esse fim na regra 8
classe III definida por “produtos de alto risco ao individuo e/ou médio
risco a saude publica, sujeitos a registro” (ANVISA, 2008).

Segundo a RDC 55/2008, para a demonstragdo de seguranca e
eficacia dos produtos implantaveis devera ser apresentado relatorio de
gerenciamento de risco, conforme norma NBR I1SO 14971 (ABNT,
2009), a qual analisa o risco para o paciente, operador, outras pessoas e
equipamentos relacionados com aquele produto. Também devem ser
apresentados relatérios de avaliagdo bioldgica e revisdo de literatura
conforme norma NBR 1SO 10993-1 (ABNT, 2013), que propde uma
andlise de seguranca biolégica mais completa, evidenciando a
necessidade de testes de citotoxicidade, sensibilizacdo e irritacdo ou
sensibilidade intracutanea para produtos que entram em contato com a
pele ou superficie rompida por periodo prologado ou permanente.

Os estudos in vivo e in vitro com tintas de tatuagem tém foco na
salde humana e quase nenhum apresenta resultados sobre 0s possiveis
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danos ambientais causados por tintas de tatuagem, porém os materiais
contaminados pelas tintas de tatuagem, como a agua utilizada para
limpar as agulhas durante o procedimento, embalagens utilizadas, o
descarte das tintas apds o vencimento e a eliminagdo de uma quantidade
consideravel de tinta da pele tatuada no banho apds o procedimento
podem acarretar na contaminacdo do meio ambiente. No &mbito
ambiental os corantes mais estudados sdo os alimenticios e téxteis, no
caso destes ultimos, as legislacdes exigem tratamento previamente ao
lancamento nos corpos de agua (JHA; JOBBY; DESAI, 2016; P.
RAJAGURU, K. KALAISELVI, K. PALANVELI, 2000).

Neste contexto, estudos epidemioldgicos prospectivos de
composicdes de tintas sdo necessarios para identificar o efeito potencial
das tintas de tatuagem nas células que estardo em contato com esse
material apds o procedimento de tatuagem e no meio ambiente. Este
estudo determina a composicdo e o tamanho das particulas de quatro
cores das tintas de tatuagem e realiza avaliacGes toxicoldgicas in vivo e
in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais utilizados

Foram obtidas tintas de tatuagem estéreis (azul, verde, vermelha e
preta) de procedéncia comercial devidamente registrada na ANVISA.
Consta no rotulo das embalagens das tintas que as mesmas S0
compostas por: agua deionizada, surfactantes ndo ibnicos, glicerina
vegetal, propileno glicol e pigmentos. A Tabela 1 mostra os pigmentos
descritos nos rotulos das embalagens das tintas de acordo com cada cor
e as formulas moleculares destes componentes podem ser observadas no
Anexo A. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Toxicologia Ambiental localizado no Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

Tabela 1. Férmulas quimicas e composi¢des dos pigmentos descritos nos rétulos das
embalagens das diferentes cores de tinta de tatuagem

Pigmento Formula Metais
(Color Index) molecular descritos
. Cl 77891 TiO, .
Amostra 1 Tinta azul Cl 51319 CasHrsClN,O, Ti
Cl 11741 C1gH18N4Og
. Cl 74260 C3,H3ClisCuNg -
Amostra 2 Tinta verde Cl 74160 CapHisCuN, Cu, Ti
Cl 77891 TiO,
Tinta Cl 12475 Ca6H2N4O4
Amostra 3 vermelha C1 73915 Cx»H1sN,0, -
C151319 Cs4H2CILN,O,
Amostra 4 Tinta preta CI 77266 C -

4.2. Caracterizagao das tintas de tatuagem
4.2.1. Determinacéo da fragéo sélida

As tintas de tatuagens apresentam aspecto fisico de suspensdo
viscosa, sendo necessario realizar tratamentos térmicos para determinar
as porcentagens de fracfes de componentes sélidos nas diferentes cores.
Esse teste foi realizado em duplicata.

e Determinacdo dos solidos totais (ST): A tinta bruta (10 g) foi
seca na estufa a 50 °C por 48 h. Depois de seca, a porcentagem
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de massa dos ST resultante foi determinada para cada uma das
tintas.

e Determinacdo dos s6lidos volateis (SV) e sélidos fixos (SF): O
T2 consistiu em medir a massa e calcinar as amostras obtidas
em ST na mufla a 500 °C por 3 h.

4.2.2. Potencial zeta (PZ) e Diametro hidrodindmico (DH)

O PZ é relacionado a estabilidade do material em suspensdo e a
carga superficial do mesmo (MURDOCK et al., 2008) e o diametro
hidrodindmico representa o diametro efetivo das particulas quando
solvatadas com as particulas do meio. As medidas de PZ e DH foram
realizadas em suspensdes coloidais de tinta de tatuagem previamente
diluidas a uma concentracéo de 10 pL-L™. As analises foram realizadas
no LABTOX — UFSC, utilizando o equipamento Nanobrook 90Plus
(Brookhaven, New York, USA). No software do equipamento o modo
de operagdo Dynamic Light Scattering (DLS) foi utilizado para
determinar o DH e 0 modo Phase Analysis Light Scattering (PALS) para
determinar o PZ. Os meios utilizados para determinar esses parametros
foram agua de osmose reversa (OR) com 0,1 uS/cm de condutividade,
ISO, M4 e DMEM.

4.2.3. Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

A anélise de MET consiste na emisséo de um feixe de elétrons e
um conjunto de lentes eletromagnéticas, que controlam o feixe,
encerrados em uma coluna evacuada com uma pressao cerca de 10-5
mm Hg e com faixa de magnificacio entre 50 a 600.000 vezes. E uma
das técnicas mais importantes na caracterizacdo de NM, possibilitando
uma resolucéo capaz de determinar o diametro e morfologia dos NM.

A identificacdo do didmetro e morfologia dos NM contidos nas
tintas de tatuagem foi realizada no LCME da UFSC, no microscépio
eletrénico de transmissdo modelo JEOL-JEM 1011, com diferenca de
potencial elétrico de aceleracdo de 100 kV. As suspensfes das amostras
de tinta ST e SF foram preparadas através de diluicdo em OR e
sonicadas em ultrassom Q500 Sonicator — Q Sonica 500W, a 150W de
poténcia por 2 min. Apds as suspensdes foram gotejadas em uma grade
de cobre e recobertas com uma filme de carbono.
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4.2.4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Para obter informagfes sobre a estrutura quimica e grupos
funcionais presentes nas tintas foi realizada a analise de FTIR. Os
espectros de IR das regides entre 4000 a 400 cm™ foram obtidos no
espectrofotdmetro Bruker FT-IR Alpha da Central de Analises do
Departamento de Quimica da UFSC. As amostras de tintas na forma ST
foram preparadas em pastilha com KBr por método de transmissdo, com
excecdo da tinta preta, preparada por refletancia total atenuada, em
contato fisico com o cristal ZnSe.

4.25. Difracdo de raios X (DRX)

Através da analise de DRX so identificadas fases com estruturas
cristalinas e amorfas. No caso de materiais cristalinos, os difratogramas
permitem identificar os elementos quimicos. As analises foram
realizadas em um difratbmetro de raios X da marca Philips, modelo
X’Pert. O angulo de difracdo 20 ¢é registrado de 3° a 120° em
temperatura ambiente. A fonte dos raios X utilizada foi o cobre, CuKa,
com A = 1,54056 A. A analise foi realizada no Laboratério de
Caracterizacdo Microestrutural (LCM), do Departamento de Engenharia
Mecanica (EMC) da UFSC.

4.2.6. Microscopia eletronica de transmissdo acoplado a um
espectrometro de energia dispersiva (MEV-EDS)

A analise de MEV-EDS foi realizada para qualificar os elementos
guimicos contidos nas tintas. A metodologia de preparacdo das amostras
consistiu em colocar as amostras sobre uma fita dupla face de carbono
colada sobre os stubs. Posteriormente, as amostras foram recobertas com
ouro (para SF) ou carbono (para ST) utilizando o metalizador marca
Baltec, modelo CED 030. Para a analise, raios-x sdo emitidos e
recolhidos a 20 kV a uma distancia de trabalho de 15 mm e o tempo de
aquisicdo para os espectros foi 30-120 s. Os sinais de raios-x no espectro
de EDS foram registrados como picos de energia dos elementos
presentes nas tintas. Para isso, foi utilizado o detector EDS-
Thermoelectro, aparelho acoplado ao microscépio de varredura modelo
MEV JEOL JSM-6390LV (JEOL Ltd., Téquio, Japdo) localizado no
LCME da UFSC.
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4.2.7. Espectrometria de emissdo 6ptica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES)

A andlise quantitativa dos elementos contidos nas tintas foi
realizada via técnica de espectrometria de emissdo Optica por plasma
acoplado indutivamente (ICP-OES) no Instituto Oceanogréfico da USP
através do equipamento da marca Varian modelo 710-ES. Esta técnica
analitica é utilizada para determinacdo de elementos maiores, menores e
em niveis de traco baseada nos espectros de emissdo Optica dos
elementos. Previamente as andlises foi realizada a abertura das amostras
via digestdo acida, realizada no FIESC - unidade Blumenau 3. A
digestao consistiu em adicionar 4 mL HNO;z e 1 mL de H,O, e proceder
um gradiente de aquecimento em micro-ondas modelo Ethos-UP de: 5
min a 250 W; 5 min a 400 W; 10 min a 600 W. Apos o esfriamento as
amostras foram avolumadas para 50 ml. O teste foi realizado em
duplicado e a validacdo do método foi realizada por padrédo de referéncia
certificado de solo contaminado SS-1 (EPA, 1992).
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4.3. Toxicologia geral
4.3.1. Fitotoxicidade em sementes de Lactuca sativa

Popularmente conhecida como alface, a L. sativa representa 0s
ecossistemas terrestres e as informacgdes geradas a partir dos estudos de
fitotoxicidade proporcionam conhecimento a respeito do possivel efeito
dos contaminantes nas comunidades vegetais das margens dos corpos de
adgua contaminados. A espécie também € interessante por sua
importdncia no setor agricola, sendo também uma das principais
espécies vegetais empregadas na avaliagio da germinacdo, pela
facilidade de obtencdo das sementes e por oferecer resultados rapidos e
faceis de avaliar (SOBRERO, 2004).

Para avaliar a fitotoxicidade, foram adquiridos pacotes de
sementes de alface da espécie L. sativa em um Unico estabelecimento
comercial de Florian6polis/SC. As sementes utilizadas foram da marca
FELTRIN® com 99,7% de pureza e validade até agosto de 2017. Os
testes foram realizados com base nas Regras para andlise sementes
(RAS) (BRASIL, 2009). Para L. sativa, as condi¢des propostas nas RAS
recomendam a realizacdo do teste sobre papel filtro no interior de placas
tipo petri, a temperatura variando entre 15 °C e 20 °C. A duracdo do
teste foi de 7 dias.

Os testes foram realizados em placas tipo petri de vidro com
dimensdes de 15 cm de didmetro e 2,5 cm de altura. As placas petri
foram forradas com dois discos de papel filtro com porosidade 28 um,
sendo dispostas 10 sementes espacadas igualmente em cada uma delas.
Os papéis foram umedecidos com as solucfes das tintas em agua de OR
no inicio e na metade do teste. A quantidade de amostra (em ml)
aplicada, conforme recomendado pela RAS, foi de 2 a 3 vezes o peso do
substrato (em mg). A partir de testes preliminares, optou-se por
investigar as concentracdes 1, 10, 50 e 100 mL L™ de cada cor de tinta
estudada realizando ao todo 4 réplicas de experimento. O controle
negativo foi realizado somente com agua de OR. No sétimo dia o
tratamento foi finalizado e a quantidade de sementes germinadas, ou
seja, que apresentaram emergéncia no desenvolvimento das estruturas
essenciais do embrido foi avaliada. Ainda, mediu-se o tamanho da
radicula (raiz primaria da planta) para analisar estatisticamente se
ocorreu comprometimento no desenvolvimento.
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4.3.2. Ensaios de toxicidade com Daphnia magna (D. magna)

D. magna sdo microcrustdceos planctdnicos de agua doce
pertencentes a subclasse Phyllopoda, amplamente distribuida por todo o
hemisfério norte e na Africa do Sul. Esses organismos s30 comumente
utilizados em estudos evolutivos e ecotoxicoldgicos, devido o amplo
conhecimento sobre seu ciclo de vida e facilidade de cultivo em
laboratério.

4.3.2.1. Cultivo do microcrustaceo D. magna

A manutengdo do cultivo de D. magna foi realizada de acordo
com a NBR 12713 (ABNT, 2016) e ISO 6341 (ISO, 1996). Grupos de
25-35 animais adultos foram mantidos em recipientes de vidro contendo
em média 1,5 L de meio de cultura composto por agua destilada
reconstituida de nutrientes (M4), em incubadora com temperatura de 20
+ 2 °C e fotoperiodo de 16/8 h claro-escuro. A manutencdo do cultivo
foi realizada trés vezes por semana, na qual os frascos foram limpos e os
meios renovados. A alimentacdo dos lotes consistiu-se de algas verdes
Sceqedesmus subspicatus em uma concentragdo de 3,5 x 10’ células
mL™.

4.3.2.2. Ensaios de toxicidade aguda com D. magna

A metodologia para realizacdo dos testes de toxicidade aguda
seguiu a norma NBR 12713 (2016). As amostras de tinta de atuagem
foram avaliadas baseando-se na exposi¢cdo de neonatos de D. magna
(filhotes com idade entre 2 e 26 h em diferentes diluicbes da amostra,
por um periodo de 48 h de exposicdo a fim de determinar a concentracdo
efetiva (ECso48n) Onde 50% do efeito de imobilidade é observado. As
diluigdes foram preparadas em meio ISO descrito na norma ISO 6341
(IS0, 2012), com precisdo volumétrica a partir de uma solu¢do mae com
concentracdo de 1 mL L™ Para cada diluicdo foram preparadas duas
réplicas, contendo 10 individuos em cada. Os testes foram realizados na
mesma temperatura do cultivo, no escuro e sem alimentag&o.

4.3.2.3. Ensaio de toxicidade crénica com D. magna
A avaliacdo da toxicidade cronica seguiu a norma ISO 10706

(ISO, 2000), que consiste em expor durante um periodo de 21 dias
neonatos (filhotes com idade entre 2 e 26 h) de D. magna a diferentes
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diluicBes da amostra, em meio de cultivo (M4) nas mesmas condi¢fes
do cultivo (luminosidade, alimentagdo e troca de meio).

A fim de avaliar os efeitos subletais como longevidade,
reproducdo, crescimento e alteragBes morfoldgicas, foram utilizadas
concentracBes diferentes para cada amostra de tinta de tatuagem
baseando-se na CEsg,gn Obtida no ensaio de toxicidade aguda. A
concentracdo mais elevada utilizada nesse ensaio foi de 1/3 da CEsg 4gn,
seguido por 1/10 posteriormente utilizando o fator de diluicdo 2. Para
cada diluicdo 10 frascos contendo um organismo em cada foram
avaliados. Exceto para a cor preta que em testes preliminares mostrou
efeitos aleatdrios sem reprodutibilidade, o que influenciou a escolher um
fator de diluicdo maior que nas outras cores.

O parametro de reproducdo consistiu em contar o nimero de
filhotes de cada réplica ao longo dos 21 dias. O parametro de
crescimento consistiu em obter imagens de cada individuo sobrevivente
no teste através de um Estereomicroscépio Olympus SZX16 localizado
no LAMEB/UFSC e avaliar o tamanho dos individuos através do
software Image J. e o parametro de longevidade consistiu em analisar a
taxa de sobrevivéncia ap6s 21 dias, estimando a concentracdo de efeito
observado (CEO) e concentracdo de efeito ndo observado (CENO) do
agente toxico.

4.4. Toxicologia especifica
44.1. Culturacelular

A linhagem HaCat (queratindcitos humanos imortalizados) € tida
como ndo-tumorigénica, e se caracteriza por um processo de
diferenciacdo altamente conservado e uma elevada estabilidade genética
(BOUKAMP, 1988). Esta linhagem fusiforme cresce aderida na placa
de cultivo, e se apresenta como células achatadas quase completamente
preenchidas pelo nicleo e formando uma arquitetura epidérmica quase
regular (JAEGER et al., 2012).

A linhagem foi cedida pela Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz
(CPQBA - UNICAMP) e cultivada em frascos de cultura de 25 ou 75
cm? em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) enriquecido com 5% Soro Fetal
Bovino (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 100 ug mL™ de penicilina e
100 pug mL™? de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e
mantidos em estufa a 37 °C e 5% CO, em atmosfera Umida. O


http://lameb.ccb.ufsc.br/microscopio/microscopio-estereoscopico-olympus-szx16/
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crescimento celular foi monitorado, 0 meio de cultura trocado de duas a
trés vezes por semana e as células tripsinizadas quando necessario
utilizando uma solucéo de tripsina a 0,25% EDTA 0,53 mM (Vitrocell)
para desprendimento. As células foram utilizadas até a 10% passagem, e
guando necessario se procedia descongelamento de um novo clone.

4.4.2. Quantificacdo da viabilidade celular através do ensaio
de NRU

Este ensaio baseia-se na capacidade de células vidveis em
incorporar o corante NR (Neutral Red - Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA). Esse corante fracamente catidbnico penetra nas membranas
celulares por difusdo passiva ndo-iénica e concentra-se nos lisossomos,
onde se liga através de ligagBes hidrofdbicas eletrostaticas a anions e/ou
grupos fosfato da matriz lisossomal (REPETTO; DEL PESO; ZURITA,
2008).

Para este ensaio, células HaCat foram semeadas em placas de 96
pogos nas sequintes densidades: 4x10” cel/pogo para o tempo de 24 h,
2x10* cel/poco para a exposicdo de 48 h e 1x10* cel/poco para a
exposicdo de 72 h. As placas foram incubadas a 37 °C com CO, a5% e
umidade saturada por um periodo de 24 h para adesdo. Apos, 0 meio foi
retirado e procedeu-se a exposicdo as tintas de tatuagem nas
concentracdes 1, 10, 100 e 100 pg mL™ nos tempos 24, 48 e 72 h. O
controle negativo foi exposto ao meio de cultivo. Apods a exposicao as
células foram incubadas com a solucdo de NR (0,04 mg/mL) por 12 h
nas condicGes de cultivo. Apds este periodo, o NR foi removido e 150
pL de uma solucdo de &cido acético/etanol/dgua (1:50:49, viviv) foi
adicionado para que os cristais criados fossem dissolvidos. Esse ensaio
foi analisado espectrofotometricmente em 540 nm UV-visivel em leitora
de placas (BIOTEC- ILX800) localizado no LABTOX - UFSC
utilizando o software Gensb.

4.4.3. Quantificacdo da viabilidade celular pelo ensaio MTT

O principio deste método consiste na absorcdo do sal MTT
{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio]} (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA). pelas células, sendo reduzido no interior da
mitocéndria por desidrogenases a um produto chamado formazan. Este
produto, acumulado dentro da célula, é extraido através da adi¢do de um
solvente apropriado, neste caso, dimetil sulféxido (DMSO)
(MOSMANN, 1983).
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As células HaCat foram semeadas em placas de 96 pogos nas
seguintes densidades: 4x10*células / poco para o tempo de 24 h, 2x10*
células / poco para a exposicdo de 48 h e 1x10* células / poco para a
exposicdo de 72 h. As placas foram incubadas a 37 °C com CO, a5% e
umidade saturada por um periodo de 24 h para adesdo. Apds, 0 meio foi
retirado e procedeu-se a exposicdo as tintas de tatuagem nas
concentracdes 1, 10, 100 e 100 pg mL™ nos tempos 24, 48 e 72 h. O
controle negativo foi exposto ao meio de cultivo. Apos a exposicdo, as
células foram incubadas com uma solugdo de MTT 0,5 mg/mL por 2 h
nas mesmas condicdes do cultivo. Apds este periodo, o MTT foi
removido e 150 uL de DMSO foi adicionado para que os cristais de
formazan criados fossem dissolvidos. Esse ensaio foi analisado
espectrofotometricmente em 570 nm UV-visivel em leitora de placas
(BIOTEC- ILX800) localizado no LABTOX — UFSC utilizando o
software Gens5. O teste MTT foi utilizado para encontrar as
concentracdes adequadas para realizar a andlise da inducdo de EROs,
apoptose e ensaio clonogénico (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragdes utilizadas, com base nos resultados do teste de MTT, nas
andlises de inducdo de EROs, apoptose e ensaio clonogénico.

1Cs0.24n/10 1Cs0.24n
(ug mL™) (ug mL™)
Azul 30 300
Verde 29 290
Vermelha 8,4 84
Preta 100 1000

4.4.4. Producdo de EROs

A formacdo de EROs foi quantificada através da sonda 2°,7 -
diclorofloresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), a qual permite medir a quantidade de EROs na célula por
fluorescéncia devido a sua oxidacdo. Para este teste 4 x 10* células
foram semeadas em placas de 96 pocos e ap6s 24 h de fixacdo as células
foram lavadas com PBS e a intoxicagdo com as tintas nas concentraces
ICs0, 24n € 1C 50 2410 (Tabela 2) foi realizada por 3, 6, 12 e 24 h sendo o
controle negativo exposto apenas ao meio de cultivo. Apos o tratamento
as células foram incubadas com DCFH-DA por 30 min para que as
enzimas esterases realizem a lise formando a 2°,7” - diclorofloreceina
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(DCFH) ndo fluorescente, que em contato com EROs é oxidado
revelando fluorescéncia (WANG; JOSEPH, 1999). A leitura da
flourescéncia foi realizada utilizando a multileitora Spectramax
Paradigm (480 nm de excitacdo e 525 nm de emissdo) localizado no
LAMEB - UFSC.

4.45. Coloracao IP/LA

Este método baseia-se na revelagdo diferencial das células por
fluorescéncia, na qual é utilizada coloracdo pelo iodeto de propidio e
laranja de acridina para diferenciar células vidveis daquelas em processo
de morte por apoptose ou necrose O corante laranja de acridina (LA)
tem a capacidade de permear todas as células e tornar os nicleos verdes
enquanto que o iodeto de propidio (IP) sé é absorvido quando a
integridade da membrana citoplasmatica é perdida, tornando o nicleo
vermelho. Dessa maneira, as células vidveis apresentam nucleo
uniformemente corado de verde pela LA. As células em apoptose
(membrana ainda integra) apresentam manchas verdes brilhantes
(condensacdo da cromatina e fragmentagdo nuclear) e somente sdo
marcadas por IP na apoptose tardia. As células necroticas possuem
nicleos normais, porém vermelhos, devido ao IP (RENVOIZE et al.,
1998; RIBBLE et al., 2005). Para este teste 5 x 10* células foram
semeadas em placas de 96 pocos e ap6s 24 h de fixacdo as células foram
lavadas com PBS e a intoxicacdo com as tintas nas concentragdes ICsq
2an € 1C s, 24010 (Tabela 2) e controle negativo foi realizada por 24 h.
Apds o tratamento as células foram tripsinizadas, centrifugadas a 1500
rpm por 5 e ressuspensas em 100 pL de PBS. Nestas suspensdes foram
adicionados 10 pL da solucdo LA 100 pg/mL e PI 100 pg/mL e
incubadas por 5°. A analise foi realizada no microscopio Olympus
BX31 e um minimo de 200 células foram avaliadas por amostra. Os
corantes IP/LA foram obtidos da Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA.

4.4.6. Ensaio Clonogénico

O ensaio clonogénico ou ensaio de formacdo de coldnias é um
ensaio de sobrevivéncia celular in vitro baseado na capacidade de uma
Unica célula crescer numa coldnia de pelo menos 50 células. O ensaio
essencialmente testa cada célula na populacéo para a sua capacidade de
sofrer divisGes ‘“ilimitadas”. Para este teste, duas mil células da
linhagem HaCat foram semeadas em placas de 12 pogos e ap6s 24 h,
com as células aderidas, foram realizados os tratamentos com as tintas
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de tatuagem nas concentracdes ICsy 24n € 1C 50, 24n10 (Tabela 2) e
controle negativo por 7 dias com renovacdo do meio na metade deste
periodo. Apbs o tratamento o meio foi descartado, as células lavadas
com PBS, fixadas com metanol gelado e coradas com cristal violeta
0,1%. Os pocos foram fotografados no Estereomicroscopio Olympus
SZX16 localizado no LAMEB/UFSC e as colénias com mais de 50
células foram contabilizadas.

4.5, Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad
Prism. Primeiramente, foram realizados testes de normalidade
Kolmogorov—Smirnov e para as amostras consideradas normais foram
realizadas analises de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
teste post hoc de Tukey ou ANOVA duas vias seguido pelo teste post
hoc Newman-Keuls. A porcentagem de germinacgdo da planta Lactuca
sativa, bem como o teste cronico com D. magna foram estatisticamente
avaliados através de teste ndo paramétrico Kruskall-Wallis e o teste
agudo com D. magna foi analisado através de regresséo linear. Os dados
foram apresentados como média e erro padrdo, utilizando o nivel de
significancia de 5% (p < 0,05), 1% (p < 0,01) e 0,1% (p < 0,001%).


http://lameb.ccb.ufsc.br/microscopio/microscopio-estereoscopico-olympus-szx16/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizagdo das tintas de tatuagem

5.1.1. Determinacéao dos solidos

Apos o tratamento térmico mais brando, em que foi removida a
umidade das tintas de tatuagem, foram obtidas as porcentagens de
massas nomeadas neste trabalho como solidos totais (ST). Os ST
obtidos passaram por um tratamento térmico mais severo que resultou as
porcentagens de massas dos solidos volateis (SV) e sélidos fixos (SF)
das tintas. Os SV sdo representados por hidrocarbonetos, polimeros e
pigmentos organicos. Ja os SF representam as massas restantes dos
compostos inorganicos, geralmente de 6xidos inorganicos.

As tintas azul e verde apresentaram as maiores porcentagens de ST,
e SF resultantes, indicando maior presenca de pigmentos inorganicos
e/ou NP. A tinta preta seguida pela vermelha apresentaram maiores
porcentagens de SV. Isto sugere que estas tintas possuem maiores
fragbes de pigmentos orgéanicos em relagdo aos inorganicos. O mesmo
ndo ocorreu com a tinta azul, que apresentou maior fracdo de SF do que
SV, caracterizando mais pigmentos inorganicos do que organicos nesse
material. A tinta preta, que basicamente é composta por carbono,
apresentou menos de 1% de SF. Estes poucos SF presentes séo
representados pelos aditivos inorganicos adicionados a composicdo da
tinta (Tabela 3). Portanto, nas composicGes das tintas azul e verde foram
obtidas as maiores porcentagens de SF, ou seja, nestas duas tintas existe
maior probabilidade de encontrar NP inorganicas na composi¢ao.

Tabela 3. Porcentagem de massas de sélidos totais (ST), umidade, sélidos volateis
(SV) e solidos fixos (SF) das tintas de tatuagens ap0s tratamento térmico.

Massa total: 10 g (100%6)

Tinta ST (%) Umidade (%) | sv (9% ST) SF (% ST)
Azul 51,51 48,49 42,13 57,87
Verde 49,98 50,02 70,35 29,65
Vermelha 35,27 64,73 96,47 3,53
Preta 33,37 66,63 99,14 0,86
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5.1.2. Microscopia eletrdnica de transmissédo (MET)

As imagens de MET das tintas de tatuagem nas formas de ST e
SF sdo mostradas na Figura 3 e 4. Nestas imagens foram observadas
misturas de nanoestruturas com morfologias variadas, que volatilizaram
e/ou sofreram modificagcbes morfoldgicas. Os ST sdo compostos por
componentes organicos (veiculos, pigmentos, polimeros) e inorganicos
(NP). Nas imagens dos ST da tinta azul foram identificadas as
nanoestruturas organicas como sendo as NP de coloracdo cinza clara,
pois estas volatilizaram ou sofreram modificacdes e desapareceram. As
nanoestruturas organicas apresentaram morfologias irregulares e
diametros variados menores que 100 nm. As nanoestruturas inorganicas
também presentes nos ST foram identificadas com sendo as NP de
coloracdo cinza escura ou preta com morfologia tendendo a esférica e
didmetros médios de 200 nm. As imagens dos SF da tinta azul
mostraram somente as NP inorganicas, ja visualizadas nas imagens da
ST, com diametro médio de 179 nm. As imagens da tinta verde também
apresentaram as mesmas caracteristicas descritas para a tinta azul quanto
a presenca de nanoestruturas organicas e inorganicas nos ST, porém foi
observado gue as NP inorgéanicas representadas pelas cores cinza escura
e/ou preta com diametro médio de 238 nm, formando dominios
aglomerados nos ST da tinta verde, que podem chegar a dimensdes
micrométricas. Nos SF apareceram somente as NP inorganicas dispersas
com didmetro médio de 186 nm (Figura 3).

As imagens dos ST da tinta vermelha (Figura 4) mostraram
predominantemente nanoestruturas de cor cinza claro, provavelmente
dos veiculos e pigmentos organicos. Estas nanoestruturas possuem
didmetros micrométricos e morfologia irregular, sendo em sua maior
parte alongadas formando grandes aglomerados. A quantidade reduzida
de NP pretas encontrada dentro dos aglomerados indicou menor
guantidade de NP inorganica na tinta vermelha, essas estruturas
possuem diametro médio de 68 nm. Isso concorda com a reduzida
porcentagem de SF (3,5%). Ja nas imagens dos SF da tinta vermelha
foram visualizadas NP escuras com diametro médio de 262 nm, que
representam a pequena porcentagem de NP inorgéanicas contido nesta
tinta. Foi observado NP menores de cor cinza escuro, contendo 67 nm e
maiores com 300 nm.

Nas imagens de MET dos ST da tinta preta (Figura 4) foram
visualizadas NP esféricas de carbono, com didmetro médio de 34 nm,
caracteristicas do Unico pigmento desta tinta. Ndo foram visualizadas
outras formas de NP, indicando minima fragdo de inorgénicos presentes
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na composicdo da tinta. Nas imagens dos SF foi possivel verificar
formas irregulares com resquicios de particulas esféricas de carbono,
provavelmente devido combustdo incompleta. A fracdo de SF da tinta
preta, composta basicamente por carbono resultou em uma quantidade
muito pequena (0,86%) de residuo, a qual pode ser atribuida aos aditivos
introduzidos na composicao da tinta.
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Figura 3. Imagens de MET das nanoestruturas das tintas de tatuagem azul e verde na
forma de ST e SF.
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Figura 4. Imagens de MET das nanoestruturas das tintas de tatuagem vermelha e
preta na forma de ST e SF.

VERMELHA
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5.1.3. Potencial zeta (PZ) e Diametro hidrodinamico (DH)

As medidas de pH e PZ em 4gua de osmose reversa (OR)
mostradas na Tabela 4 indicaram que as particulas suspensas apresentam
carater catidnico devido ao PZ resultar em valores negativos, sugerindo
gue anions sédo atraidos pela carga superficial das particulas. Os pH das
suspensdes resultaram em valores proximos da neutralidade, porém a
tinta verde apresentou pH levemente acido, ou seja, pH 5. A andlise de
PZ indicou que a tinta preta apresentou elevada estabilidade em
suspensdo coloidal devido ao seu menor DH, conforme verificado nas
imagens de MET (Figura 3). Para as demais tintas, em agua de OR, o0 PZ
ficou entre -24 e -27 mV, indicando menor estabilidade em suspenséo
comparativamente a tinta preta. A tinta preta pode ser considerada
estavel de acordo com a teoria, pois segundo a mesma, suspensdes com
valores acima de -30 mV séo consideradas estaveis (JO et al., 2012).

O valor de pH no meio DMEM foi constante para todas em tintas,
e 0s meios 1ISO e M4 também mostraram essa tendéncia, porém a tinta
azul mostrou-se levemente mais basica que as outras cores. A
estabilidade das tintas foi significativamente reduzida nos meios 1SO,
M4 e DMEM em relagdo a0 meio aquoso, resultando em valores
considerados instaveis de acordo com Jo (2012). Adicionalmente, no
meio DMEM, foi verificado que as tintas que contem maior fracdo de
ST e SF sdo mais instaveis, ou seja, as tintas azul e verde, que contém a
maior fracdo de NP inorgéanicas apresentaram as menores estabilidades.

As tintas azul, verde e vermelha apresentaram DH acima de 200
nm em todos os meios avaliados (Tabela 4). Isso mostra que 0s
componentes destas tintas estdo em nanoescala, entretanto apresentam
quase o dobro do DH da tinta preta, justificando a menor estabilidade
verificada no PZ. A maior estabilidade em suspensdo para tinta preta
decorre do tamanho reduzido da NP em relacdo ao tamanho dos
componentes das demais tintas.
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Tabela 4. pH, potencial zeta (PZ) e didmetro hidrodinamico (DH) das tintas de tatuagem em agua de osmose reversa (OR), meios
de cultivo do microcrustaceo D. magna ISO e M4 e meio de cultura celular Dulbecco (DMEM).

Azul Verde Vermelha Preta

Meio y o PZ DH H Pz DH H Pz DH H Pz DH

analisado P (mv) (m) P mv) (m) P mv) (mm) P mv)  (hm)
26,17 220,13 2424 240,94 2416 265,86 315 11544
OR 65 45 4582 °  +204 576 °% 416 x371 0 1167 1306
36+ 232,60 363+ 256,62 516+ 318724 6,96 20556
150 8 o44  s0ss P 184 +4p2 4 201  +661 % 1186 +359
24+ 23131 593+ 26241 374+ 341,69 42+ 16853
M4 T om  +318 ° 20 511 4 103 +538 4 147  +4,88

224,49

48 ' 6,14 257,48 10,82 274,86 10,49 183,17
DMEM 7.7 946 _* LT yoa w842 T za91 +139 1T 1392 +2949

29.26
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5.1.3. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

No FTIR de todas as tintas de tatuagem com T1 foram
identificados os grupos funcionais dos componentes indicados na
embalagem como veiculos e pigmentos (Anexo A). Os veiculos
contidos na tinta de tatuagem sdo constituidos de hidrocarbonetos
hidroxilados e, desta forma seus espectros apresentam bandas
vibracionais em torno de 3600 a 3200 cm™ referentes & banda de OH. As
bandas em aproximadamente 2870 e 2940 cm™ sdo atribuidas ao
alongamento vibracional das ligagdes de CH alifatico, entre 1630 e 1700
cm™ bandas caracteristicas de C=0, entre 1470 a 1360 cm™ séo devidas
as vibragbes da deformacdo angular das Ilgagoes CH, e CHg
respectivamente. A regido proxima a 1050 a 1300 cm™ mostram bandas
caracteristicas das vibracdes da deformacdo angular de CO ou CN
(Figuras 5 e 6).

No espectro de FTIR da tinta azul (Figura 5) na regido
compreendida entre 3400 e 3200 cm™ foram observadas as bandas da
hidroxila, as quais estdo sobrepostas pelas bandas de amina e amida. Em
3060 cm™ aparecem as bandas referentes ao -C=CH da dupla ligag&o
(sp) dos anéis aromaticos existentes nos pigmentos. As bandas
localizadas entre 1590 e 1180 cm™ foram atribuidas s vibracdes da
deformagao angular da ligagdo NH,, NO, NO,, NH e NC. Em torno de
900 cm™ a vibrago angular se referente & presenca de anéis aromaticos.
Entre 790 e 730 cm™ verifica-se a vibracéo dos grupos etila e propila.
Abaixo de 900 cm™ observam-se algumas deformacées angulares que
podem ser referentes as ligagdes metalicas presentes no material.

No caso das ligacdes metalicas, em FTIR as bandas metalicas
geralmente aparecem abaixo de 900 cm™, podendo ocorrer nesta regido
sobreposi¢do das bandas de vibragcbes da deformacdo angular de
ligacGes de CH fora do plano, dificultando a identificacdo das mesmas.
Além disso, algumas tintas possuem baixas concentracdes de metal,
dificultando a identificacdo das bandas. O 6xido de cobre (CuO)
apresenta uma banda em 700 cm™ caracterizada a Iigagao Cu-0O, ja para
as vibragcdes Cu-O-H é verificada em torno de 839 cm™. Para o TiO, na
fase cristalina anatase € comum encontrar bandas em 669 cm™ e para a
fase rutilo em aproximadamente em 920 cm . As ligagdes de Al-O séo
encontradas na faixa entre 500 700 cm™, sendo para o Al puro uma
banda Iocallzada em 912 cm™. O Fe exibe bandas em aprOX|madamente
570 cm™ As ligacdes de 6xido de silicio (SiO,), que ndo é metal,
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aparecem em 1100 cm™ para Si-O-Si e em 900 cm™ para Si-OH (Figura
3).

No espectro de FTIR tinta verde (Figura 5) na regido compreendida
entre 3400 e 3200 cm™ foram observadas as bandas & hidroxila e
sobrepostas a elas as bandas de amina e amida. Em 3060 cm™ também
aparecem as bandas referentes ao CH de alcenos dos anéis aromaticos.
As bandas localizadas entre 1590 e 1180 cm™ foram referentes a
vibragdes da deformacdo angular da ligagdo NH,, NO, NH e NC. A
bandas finas localizadas em 1520 e 1505 cm™ foram atribuidas ao
composto azo presente no pigmento organico. As bandas entre 900 e
710 cm™ também foram observadas e podem ser referentes as vibragdes
dos anéis aromaticos. Entre 620 e 430 cm™ as bandas vibracionais foram
relacionadas as ligacdes metalicas presentes nesse material.

No espectro de FTIR da tinta vermelha (Figura 6) foram
identificadas as bandas referentes aos veiculos e também dos grupos
funcionais dos pigmentos. Na regido compreendida entre 3400 e 3200
cm foram observadas as bandas & hidroxila e sobrepostas a elas as
bandas de amina e amida. Em 3060 cm™ aparecem as bandas referentes
ao CH de ligacéo dupla dos anéis arométicos. Entre 1675 e 1645 cm™
aparece a banda da carbonila, C=C, as bandas localizadas entre 1590 e
1180 cm™ séo referentes a vibragdes da deformacéo angular da ligagdo
NH,, NO, NH e NC. As bandas dos compostos azo foram identificadas
em aproximadamente 1520 e 1505 cm™. Em torno de 800 cm™ também
pode-se observar a vibragdo referente aos anéis aromaticos. As bandas
compreendidas entre aproximadamente 730 e 790 cm™ podem ser
atribuidas ao grupo propila e ligacdo C-Cl e também na regido de 540 e
420 cm™ observam-se algumas deformacdes angulares que podem ser
referentes as ligagcdes metalicas presentes na tinta.

No espectro da tinta preta (Figura 6) foi observado além das
bandas em 2932 e 2875 cm-1 de CH alifatico também foi identificado as
bandas intensas caracteristicas dos grupamentos CO, CN, S=0 situados
entre 1040 a 1420 cm™. Dessa forma, esse dado confirma, que
observado no EDS, a tinta preta tem em sua composic¢ao S. Abaixo de
900 cm-1 sdo observadas as bandas referentes as deformagdes angulares
caracteristicas de ligagdes CH.
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Figura 5. Espectros no FTIR e tabelas com as absor¢des vibracionais dos principais
grupos funcionais das tintas de tatuagem azul e verde.
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Figura 6. Espectros no FTIR e tabelas com as absor¢des vibracionais dos principais
grupos funcionais das tintas de tatuagem vermelha e preta.
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5.1.4. Difratometria de raios X (DRX)

Os difratogramas dos ST das tintas (Figura 7) permitiram
identificar a presenca de fases amorfas e cristalinas. Nos difratogramas
dos ST das tintas foi observado um halo amorfo em 26 entre 20° ¢ 30 °
atribuido a presenca de hidrocarbonetos, polimeros e pigmentos
organicos. Importante ressaltar que, estes resultados confirmam o que
foi verificado nos resultados de determinacdo dos sélidos (Tabela 3),
onde a tinta preta possui a maior porcentagem de SV, ou seja, carbono.
Isso é indicativo de que o difratograma deveria mostrar um halo amorfo
caracteristico de carbono, exatamente como o evidenciado no
difratograma da tinta preta. A tinta azul mostrou o menor halo amorfo
no DRX dos ST e isso também confirma o observado na Tabela 3 dos
solidos. Nesta tabela, a tinta azul apresentou a menor porcentagem de
SV e maior porcentagem de SF. No difratograma dos ST da tinta azul
foi verificada além da presenca do halo amorfo o dos picos cristalinos
das NP inorgénicas de Ti e Cu. As tintas vermelha e verde também
mostraram que em suas composigdes estdo presentes materiais nas fases
amorfas e cristalinas, sendo os cristalinos NP inorganicas,
principalmente, de Ti, Cu e Al.

Nos DRX dos SF (Figura 7) foram observados somente picos
cristalinos dos sélidos cristalinos (Ti, Cu e Si) para as tintas azul, verde
e vermelha. O difratograma da tinta preta continuou mostrando o halo
amorfo do carbono com alguns picos da fase de Si cristalino. Estes
resultados indicam que o tratamento térmico realmente removeu a parte
organica das tintas azul, verde e vermelha, restando apenas os sélidos
inorganicos.
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Figura 7 DRX dos solidos totais (ST) e solidos fixos (SF) presentes nas tintas

tatuagem.
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5.1.5. Microscopia eletronica de varredura e espectroscopia

de energia dispersiva (MEV- EDS)

A identificacdo qualitativa dos elementos quimicos presentes na
composicdo das tintas foi realizada através de MEV-EDS (Figura 8).
Para as tintas de tatuagem os rotulos das embalagens comerciais citam
além dos componentes organicos, somente a presenca de Ti na tinta azul
e Ti e Cu na composicdo da tinta verde. Nas tintas vermelha e preta ndo
consta elementos inorganicos no rétulo, entretanto, segundo a andlise
EDS, a tinta azul também contém os elementos inorgénicos Cu, Al e
silicio (Si) nos ST, que ndo estdo descritos no rétulo. Ja a tinta verde
também identificou também Al, molibdénio (Mo), Fe e Si nos ST. Na
andlise de EDS dos SF para a tinta azul foi verificado somente a
presenca de Ti e Cu. Nos SF da tinta verde restou Al, Ti, Si e Cu.
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Apesar das tintas vermelha e preta apresentarem o0 menor
percentual de elementos inorgénicos, a andlise de EDS identificou a
presenca desses elementos em ST e SF. Na tinta vermelha foram
identificados Al e célcio (Ca) nos dois tratamentos, e acrescidos de
sodio (Na) e C pela combustdo incompleta da amostra. No ST da tinta
preta aparecem os elementos Na, magnésio (Mg), Al, Si e enxofre (S) e,
em SF com excegdo do S, foram encontrados esses mesmos elementos
acrescidos de Ca e potéssio (K). Uma possivel explicacdo para justificar
a presenca destes elementos nas tintas estad no fato destes componentes
serem introduzidos em pequenas quantidades como aditivos para
melhorar as propriedades das tintas. Vale ressaltar que na analise de
DRX também foram identificados alguns dos elementos encontrados na
andlise de EDS.
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Figura 8. Identificagdo qualitativa dos elementos quimicos presentes na composicgao
das tintas de tatuagem através de MEV-EDS para as cores azul, verde vermelha e
preta em ST e SF.
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5.1.6. Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP-OES)

Os elementos quimicos presentes nas tintas de tatuagem, ap6s um
tratamento de digestdo &cida, foram identificados qualitativamente e
guantitativamente pela técnica de ICP-OES (Tabela 5). Esta
identificacdo confirmou a presenga dos elementos identificados pelas
técnicas de DRX e EDS. O diferencial dessa técnica é a quantificacao
dos elementos, que permitiu verificar que todos os elementos avaliados
estdo presentes nas quatro cores avaliadas, porém em quantidades
diferentes. Essa técnica constatou que todos os elementos se encontram
em percentual abaixo de 5%, 0 que pode caracteriza-los como aditivos,
guando ndo declarada a utilizacdo como pigmento (LAUX et al., 2015).
E importante destacar que os elementos quantificados através dessa
técnica tem por base o encontrado no DRX e MEV-EDS e que os Unicos
elementos avaliados que estavam descritos nos rdtulos das tintas sao: Ti
na azul e Cu e Ti na verde (Tabela 1).

As tintas azul e verde apresentaram elevadas fragGes inorganicas
na composicao, com destaque para as elevadas massas de Al, Si, Ti e Cu
e as tintas vermelha e preta apresentaram quantidades reduzidas dos
elementos inorganicos, confirmando o encontrado no tratamento térmico
(Tabela 3). A presenca desses elementos metalicos em tintas de
tatuagem ja foi constatada em outros estudos (JACOBSEN et al., 2012;
TIMKO et al.,, 2001), e entre eles destacaram-se o Si, Al, Ti e Fe
(Tabela 5), que adicionados em baixos percentuais podem ser derivados
da adicdo de aditivos para controlar a viscosidade do produto, reduzir a
transparéncia da formulagdo ou conferir brilho (ANGHINETTI, 2012;
JACOBSEN etal., 2012; RAJ et al., 2012).

Destaca-se ainda a quantidade superior de Al em relacdo a de
Ti, que é indicado como pigmento nas embalagens das tintas azul e
verde e a mesma quantidade de Cu para as tintas azul e verde, e ndo é
descrito na embalagem da tinta azul. Neste estudo ndo foi reportado a
presenca de metais alergénicos como Ni, Cr e Co reportados por Forte e
colaboradores (2009) em tintas de tatuagem, porém é importante
ressaltar que a técnica de ICP-MS (espetroscopia de massa por plasma
acoplado indutivamente) utilizada para este caso é mais sensivel que a
técnica de ICP-OES, que tomou como base para a quantificacdo
elementos encontrados nas técnicas que qualificaram esse material,
listados na Tabela 5. Ainda de acordo com o estudo de Forte e
colaboradores (2009) foram encontradas altas concentracdes de Al, Fe e
Cu, reportados como principais componentes das tintas de tatuagem de
diversas cores e marcas estudadas.
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Tabela 5. Quantificagdo dos elementos quimicos presentes nas amostras através de
ICP-OES. Os resultados séo expressos como média e desvio médio.

Tinta

Elementos  Tintaazul  Tinta verde Tinta preta
quimicos  (ug/g) (g Vermelna (ug/g)
(ug/9)
2660,16 = 1323,54 +
Al 53,69 4.62 13,07+£1,04 13,16 £6,75
Ti 564 + 16,97 ng’ég * 59,41+2,87 274,11 +9,02
Fe 2097 +286 17,74+6,44 1579%184 9,29 +£0,19

658,03 £ 724,45 £

Cu 0,35+0,11 0,71 + 0,002

42,85 383,09
. 638,84 £ 295,17
Si 9.39 0.75 0,041 +£0,05 0,3+0,05
K 157+0,82 2668+216 2056%3,77 49,49 +3,42
Mg 2557+0,48 3991+205 4547+0,09 167,09+0,73
539,28 471,54 + 566,97 £
Na 109 9.16 7.48 241,5£5,07
Ca 1438 + 136,18 + 1490,25 + 63.58 + 8,99

12,72 73,84 8,27
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5.2. Ensaios toxicoldgicos
5.2.1. Toxicologia geral

5.2.1.1. Ensaios de fitotoxicidade em L. sativa

Conforme descrito na Regra de analise de sementes (RAS),
plantulas anormais sdo aquelas que ndo mostram potencial para
continuar seu desenvolvimento e dar origem a plantas normais, mesmo
crescendo em condicBes favoraveis. Taxas de germinacao superiores a
90% caracterizaram a integridade das sementes descartando a
possibilidade das mesmas serem consideradas duras moles ou dormentes
nesse estudo (Tabela 6).

Na tabela 6 é possivel observar que com exce¢do da tinta azul,
gue ndo apresentou diferenca nas taxas de germinacdo nas
concentracgOes testadas, as tintas verde, vermelha e preta apresentaram
diferenca significativa nesse pardmetro quando expostas a maior
concentracdo (100 mL LY.

Tabela 6. Germinacdo (%) de L. sativa expostas as tintas de tatuagem analisadas
atraveés do teste ndo-paramétrico Kruskall-Wallis (n = 40). Diferencas estatisticas em
relacdo ao grupo controle sdo representadas por *** p <0.001.

Germinacéo (%)

Concentragéo
-1
(mlL5) Azul Verde Vermelha Preta
Controle 90 100 100 97,5
1 90 100 100 92,5
10 77,5 97,5 97,5 95
50 80 95 95 95
100 77,5 67,5 *** 65 *** 72,5 **x*

O comprimento total das plantulas (Figura 9) foi afetada
independentemente da cor avaliada nas maiores concentracdes (50 - 100
mL L™, talvez pelo fato da forte coloragdo promovida pelos pigmentos
afetar a quantidade de luz incidente nos fotossistemas ou & presenca de
NP de TiO,, que afeta a transferéncia de elétrons e a absorcao de agua e
luz, consequentemente impactando o processo fotossintético
(ZUVERZA-MENA et al., 2017). Quando expostos as concentragdes
mais baixas das tintas preta e vermelha, as radiculas apresentam inducéo
de crescimento em relacdo ao controle, o que de fato pode acontecer
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visto que as solugdes de tinta apresentam elementos que atuam como
nutrientes para plantas. 1sso pode estar sendo inibido nas tintas azul e
verde pela alta concentracdo de Al e Cu, considerados inibidores do
crescimento radicular (HONG et al., 2015; SUN et al., 2010).

Figura 9. Comprimento total das plantulas de L. sativa ap6s exposicdo as tintas de
tatuagem. Os resultados estdo expressos como média e erro padrdo médio (n=30-
40). Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc
de Tukey. Diferencas estatisticas em relagdo ao grupo controle sdo representadas
como *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Dessa forma, o0s constituintes podem estar interferindo na
osmorregulacdo e nos fotossistemas, acarretando em anormalidades
fisicas nas plantulas expostas a tintas de tatuagem conforme o aumento
da concentracdo (Figura 10). A partir da concentracdo de 10 mL L™
foram observadas algumas deformagfes, de modo que a radicula
forma estruturas curvadas e resultando em pléntulas retorcidas como
em uma espiral. J& nas duas maiores concentragdes (50 e 100 mL L™
as tintas de tatuagem tornaram as plantulas mais finas, fracas, de cor
hialina, caracterizando o atrofiamento das radiculas. Na maior
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concentracgdo as plantulas rompem o tegumento, mas ndo conseguem se
desenvolver, impossibilitando inclusive o reconhecimento morfoldgico
das estruturas. Estas altera¢des na plantula L. sativa expostas as tintas de
tatuagem sdo descritas na RAS como deformidades abrangendo o
desenvolvimento fraco das pléantulas, disturbios fisioldgicos e
estruturas essenciais deformadas, ou desproporcionais (BRASIL,
2009).

O grau de germinacdo de certas espécies sensiveis e seu
desenvolvimento inicial na presenca de contaminantes potencialmente
téxicos sdo parametros comumente utilizados como indicadores de
toxicidade de contaminantes. Os efeitos de inibicdo observados em L.
sativa ocorrem apenas nas duas maiores concentracfes (10 e 100 mL L~
1, as quais produzem uma forte pigmentacdo e, ndo sdo encontradas no
meio ambiente. Entretanto, se o descarte das tintas de tatuagem for
realizado incorretamente, levando a uma forte contaminacdo da agua
utilizada pelas plantas, o processo germinativo sera ameacado.

Figura 10. Foto das plantulas de L. sativa ap0s 7 dias de exposi¢do as tintas de
tatuagem.
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5.2.1.2. Ensaios toxicoldgicos com D. magna

A toxicidade aguda das tintas de tatuagem para D. magna pode
ser observada na Tabela 7. A exposicdo a tinta de tatuagem vermelha
mostrou maior toxicidade entre as quatro cores estudadas seguida pela
azul e verde. A tinta preta ndo apresentou toxicidade aguda para esse
organismo nas concentragdes testadas. A tinta vermelha destacou-se
como a mais téxica por apresentar aproximadamente quatro vezes mais
toxicidade do que a tinta azul e sete vezes mais do que a tinta verde. A
tinta azul apresentou aproximadamente 1,8 vezes mais toxica do que a
tinta verde.

Tabela 7. Toxicidade aguda das tintas de tatuagem para o microcrustaceo D. magna
avaliada através do método estatistico de regressdo linear (n =3).

Tinta CExggn (ML LY
Azul 0,5605
Verde 1,075
Vermelha 0,1402
Preta Nao calculavel

Apos a definicdo da CEsgqgn para cada uma das tintas, foi
realizado o teste crénico (Tabela 8), partindo a principio de uma
concentracdo de 1/3 da CEspqs n €xceto para a verde, onde as
concentragGes tiveram que ser reduzidas. No tratamento com a tinta
azul ndo foi observado efeito na reproducdo e tamanho, porém quando
observada a longevidade na maior concentracdo (187 pL L™), apenas
30% dos organismos permaneceram vivos apos os 21 dias. A tinta verde
apresentou maior efeito crénico proporcional ao valor da CEsp4s n
comparado com as outras cores testadas, pois apresentou redugdo na
longevidade até mesmo na menor concentracio testada (13,3 pL L™
onde apenas 50% dos organismos permaneceram vivos. Os efeitos na
reproducdo puderam ser observados na concentracéo de 53,5 pL L™, na
gual ndo houveram filhotes durante todo o teste. Devido a alta
mortalidade nessa cor o tamanho ap6s 21 dias ndo pode ser avaliado em
todas as concentragoes.

A tinta vermelha, em relacdo a concentracdo com efeito foi a
segunda tinta com maior toxicidade para esse organismo, apresentando
efeito na longevidade na concentrago de 14 pL L™, préxima a resposta
desse mesmo pardmetro na tinta verde. Na reproducéo, a tinta vermelha
apresentou efeito significativo em trés das concentragdes testadas (3,5
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uL L™ 14 pL L™, 46 pL L), chegando a aproximadamente quatro
vezes menos filhotes do que o controle na maior concentragdo (46 pL L
1. Vale ressaltar ainda, que essa concentracdo na tinta vermelha foi a
Unica a apresentar efeito significativo no tamanho das D. magna
sobreviventes ap6s 21 dias (Tabela 8).

As tintas verde e vermelha foram testadas em niveis
relativamente baixos no teste crénico (Tabela 8), sem coloracdo
aparente no meio M4 e promoveu toxicidade ndo relacionada aos niveis
dos elementos quimicos avaliados através da técnica de ICP-OES
(Tabela 5), se assemelhando apenas a fracdo organica de pigmentos,
onde sdo encontrados compostos azo. Nos ecossistemas aquaticos esses
compostos sdo de dificil degradacdo em condicBes aerdbias (P.
RAJAGURU, K. KALAISELVI, K. PALANVELI, 2000) e tem
tendéncia a produzir respostas mais tardias que podem ser caracterizadas
em estudos cronicos (PARROTT; BARTLETT; BALAKRISHNAN,
2016).
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Tabela 8. Toxicidade cronica das tintas de tatuagem para o microcrustaceo D.

magna avaliada através do método estatistico ndo paramétrico Kruskall-Wallis.

. Longevidade: Reproducdo:
Tinta Concentl_'agao sobreviventes _total de Tamanho (cm)
(uLLh filhotes por
(%) f
émea
Controle 100 12,67 £2,92 0,63 + 0,021
7 80 12,88 + 6,08 0,61 + 0,026
Azul 14 60 10,5+ 3,94 0,64 + 0,023
28 50 14,86 £7,13 0,64 + 0,013
56 60 8,5+5,89 0,6 + 0,028
187 30 ** 6 +4,83 0,59 + 0,013
CEO 187 uL L*? ns ns
CENO 56 uL L? ns ns
Controle 90 10,38 + 3,99 0,55 + 0,056
13,3 50 * 9,6 £3,85 0,61 + 0,039
Verde 26,7 10 *** 3,33+4,93 0,46 + 0,081
53,5 Q *H** 0* 0,58
107 0 *hkkk - -
358 0 *kkk - -
CEO 133pL L*t 53,5uL L* ns
CENO <133puL L? 26,7 uL L* ns
Controle 100 13,89 + 3,44 0,6 + 0,035
1,75 90 11,33 +£4,33 0,6 + 0,069
35 80 7,14 +267* 0,59 + 0,061
Vermelha 7 90 943289 0,56 0,059
14 50 * 6,29 + 2,81 ** 0,57 + 0,038
46 80 3,5 £2,65 *** 0,48 £ 0,064 **
CEO 14 pL Lt 35puL L? 46 uL L?
CENO 46 pLL? 7pL Lt 14 pL LT
Controle 100 8,7+ 4,08 0,54 + 0,045
1,66 90 8,78 £2,22 0,56 + 0,028
Preta 3,32 90 7,89 2,76 0,56 + 0,03
6,65 90 6,44 + 3,05 0,57 £ 0,028
13,3 80 5,75+2,91 0,58 + 0,036
26,7 80 4,62 +2,77 0,58 + 0,036
CEO ns ns ns
CENO ns ns ns

As imagens das D. magna sobreviventes apds os vinte um dias de
exposicdo as tintas de tatuagem podem ser observadas na Figura 11. Nas
imagens é possivel observar as particulas de tinta no tubo digestivo e
adsorvidas no exoesqueleto das D. magna. A alta presenca de particulas
adsorvidas na carapaca pode limitar as atividades fisicas como natacdo e
filtragem. Na tentativa de eliminar os materiais aderidos ao seu
exoesqueleto, as D. magna podem aumentar seu comportamento de
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muda, o0 que tem alto custo energético e como consequéncia acarretar
em inibicdo do crescimento e reproducdo (BOZICH et al., 2014; FAN
etal., 2016).

Além disso, a ingestdo das particulas de tinta via filtracdo
também pode levar a toxicidade e baixas energéticas. Com o objetivo de
obter alimento, as D. magna ingerem elementos quimicos e NP contidos
no meio e a metabolizacdo desses materiais podem gerar compostos
potencialmente toxicos como a liberacdo de ions metélicos, aminas e
consequentemente producdo excessiva de EROs, capaz de causar
mortalidade (FAN et al., 2016; NASSER et al., 2016)

Em geral, em um contexto ambiental pouco se sabe a respeito do
carreamento e lixiviacdo de pigmentos de tintas de tatuagem para o0 meio
ambiente, porém a utilizacdo de pigmentos e compostos sintéticos em
tintas para diversos usos levanta a problematica dos poluentes
emergentes, definidos como qualquer substancia quimica que nao foi
incluida em programas de monitoramento, nem em legislacdo pertinente
a qualidade ambiental, mas estdo constantemente sendo introduzidas no
ambiente devido as atividades antropicas (HORVAT et al., 2012). Os
efluentes mais conhecidos que possuem alta concentracdo de pigmentos
sdo os efluentes téxteis para o qual existem algumas técnicas eficientes
na remogdo de corantes do meio aquoso sdo: métodos quimicos de
tratamento como a ozonizacdo, fotodegradagdo (FARAH et al., 2007),
métodos fisicos por fluxo subcritico (HOSSEINI et al., 2010) e métodos
biologicos de adsorcdo (MENDES et al., 2015), e biodegradacdo
(PRIYA et al., 2015), comumente utilizados nas industrias téxteis.

Dessa forma ressalta-se a importdncia de contextualizar e
relacionar os segmentos que utilizam pigmentos e cromdéforos para que
no caso de um desastre ambiental, em que tintas de tatuagem ou
utilizadas em usos diversos contaminem as aguas, existam
procedimentos que possam ser aplicados. Os testes in vivo com D.
magna e L. sativa, confirmam que as tintas de tatuagem podem acarretar
em efeitos toxicos para esses organismos, o que se refere principalmente
a necessidade de regular o tratamento e disposicdo das tintas de
tatuagem, uma vez que contém em sua composi¢do uma mistura de
materiais contendo NP e pigmentos azo.
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Figura 11. Imagens de estereomicroscopia de individuos sobreviventes de D. magna
apos os 21 dias de teste crénico com as tintas de tatuagem.
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5.2.2. Toxicologia especifica em células HaCat

Com o objetivo de definir o grau de toxicidade, bem como as
concentragcBes e tempos de exposicdo a serem utilizados, foram
realizados inicialmente ensaios de viabilidade celular em células
epidérmicas imortalizadas da linhagem HaCat & nivel mitocondrial
(reducdo do MTT) e lisossomal (teste de retengdo do (NRU em inglés
“neutral red uptake”).

Ap0s a exposicdo a tintas de tatuagem, observou-se uma reducéo
significativa da capacidade de retencdo do corante pelo lisossomo, para
as tintas azul, verde e vermelha expostas a 1000 pg mL™ em 24 h
(Figura 12), que com excecao da tinta azul, persiste em 48 e 72 h nas
tintas vermelha e verde. N&o houve diferencas significativas na
exposicdo a tinta preta. E importante destacar que os danos lisossomais
ocorrem apenas nas maiores concentrac@es, principalmente nas tintas
vermelha e verde, que apresentam pigmentos azo na sua composigao.
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Figura 12 Viabilidade celular através do teste NRU, representando integridade da
membrana lisossomal de células HaCat expostas &s tintas de tatuagem por 24, 48 e
72 h. Os resultados estdo expressos em porcentagem em relagdo ao controle,
representado pela linha pontilhada (100%) como média e erro padrdo médio (n = 4).
Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Tukey. Diferencas estatisticas em relagdo ao grupo controle séo representadas como
*p < 0,05, **p < 0,01 e ****p < 0,001.
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Em oposicdo ao baixo dano lisossomal, a viabilidade mitocondrial
(Figura 13) foi fortemente afetada pelas tintas de tatuagem, com excec¢éo
das células expostas a tinta preta. A tinta vermelha apresentou a maior
toxicidade, pois afetou a atividade mitocondrial em todas as
concentracdes (1-1000 pg mL™) e tempos (24-72 h). As tintas azul e
verde obtiveram inibicbes similares, onde nas duas menores
concentragbes (1 e 10 pg mL™) no tempo de 24 h ndo ocorreu
diminuicdo significativa na atividade mitocondrial. Entretanto em 48 h a
tinta azul se diferiu da verde por apresentar uma redugdo significativa na
concentragéo de 1 pg mL™. No maior tempo de exposigdo 72 h todas as
concentracBes foram téxicas para ambas as tintas. Para a tinta preta, nos
trés tempos avaliados, a perda de viabilidade celular foi constatada
apenas na maior concentrag&o (1000 ug mL™).
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As mitocdndrias fornecem energia celular, geram e regulam a
formagdo de EROs, atuam no tamponamento de célcio citosolico e
regulam a apoptose através do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (WALLACE; FAN; PROCACCIO, 2010) e em geral
produzem uma resposta precoce em relacdo aos lisossomos. A tinta
vermelha, que apresentou maior toxicidade, possui além da presenca de
Ti, 0os mais altos niveis de Ca entre as outras tintas que podem exercer
efeito sobre este sistema, desestabilizando a membrana mitocondrial e
iniciando a apoptose. A perda da viabilidade celular pode estar
relacionada com a presenca de NP de TiO,, o que ja foi demonstrado em
células HaCat (LOPES et al., 2016). Outros estudos ainda confirmam a
maior maior perda de viabilidade, através do ensaio de MTT, em células
de pulmé@o para as NP de Cu, Al, Ti respectivamente (SCHRAND et al.,
2010). E importante ressaltar que é provavel que as NP metalicas
encontradas nesse trabalho podem ser referentes aos metais encontrados
nas fases cristalinas do DRX (Figura 7), porém a fase e estado de
oxidacdo desses materiais ndo foram comprovadas, o que impossibilita
inferir quais das NP encontradas foram as causadoras destes distUrbios e
dificulta a comparagdo com outros trabalhos, visto que as tintas de
tatuagem séo formadas por misturas de NP com outros materiais.

Ap0s a exposi¢do as tintas de tatuagem durante 24 h, as células
foram visualizadas por microscopia (Figura 14). As particulas de tinta
aparecem ligadas a membrana ou dentro das células em diferentes
niveis, dependendo da concentragdo do material. A morfologia e
integridade das células foram afetadas nas concentragdes de 1Csg 24n. AS
imagens confirmaram que, apesar dos danos mitocondriais as células
permanecem vivas e fixadas nas placas, permitindo a realizacdo dos
demais testes em seguranca.



74

Figura 13 Viabilidade celular através do ensaio de MTT, indicando atividade
mitocondrial de células HaCat expostas as tintas de tatuagem por 24, 48 e 72 h. Os
resultados estdo expressos em porcentagem em relagdo ao controle, representado
pela linha pontilhada (100%) como média e erro padrdo médio (n = 4). Os dados
foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey.
Diferencas estatisticas em relagdo ao grupo controle sdo representadas como *p <
0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. Os valores de ICs, foram analisados através de
regresséo néo linear e os valores apresentados em pg mL™*
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Na presenca de soro utilizado no meio de cultura das células,
assim como no meio bioldgico de um tecido num sistema biol6gico, a
carga superficial do NP é coberta rapidamente por uma coroa de
multiplas proteinas que representam a "verdadeira identidade" das
células (NGUYEN; LEE, 2017). Entende-se que as particulas tém
afinidade para as células através das imagens demonstradas neste estudo
(Figura 12) e que a incorporacdo delas pode estar ocorrendo. Se o0s
componentes das tintas de tatuagem forem internalizados e
metabolizados pelas células, alguns elementos como metais ou produtos
de reducédo azo podem vir a estar disponiveis no citosol, determinando a
diferente toxicidade entre diferentes cores de tinta relacionadas a
constituic&o.
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Figura 14. Imagens de microscopia de luz das células HaCat expostas por 24 h as
tintas de tatuagem.
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A inducdo de EROs (Figura 15) ocorreu principalmente em 24
h de exposicdo a tintas de tatuagem. A tinta azul foi a Unica que
mostrou inducdo primeiro tempo testado (3 h), seguido por uma
recuperacdo (6 e 12 h) e uma segunda inducdo em 24 h. As tintas
azul, verde e preta apresentaram reducdo nos niveis de EROs nas
respectivas concentragdes de 1Csq 4, apos 12 h de exposicédo, seguido
pelo aumento nas duas concentragOes testadas em 24 h na verde e
vermelha. A tinta preta induziu a producdo de EROs apenas em 24 h
na concentra¢do 1Csg 24 p1o.

Figura 15. Inducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) através do método de
DCFH-DA em células Hacat expostas a tinta de tatuagem por 3, 6, 12 e 24 h. Os
resultados estdo expressos em porcentagem em relacdo ao controle, representado
pela linha pontilhada (100%), como média e desvio padrdo médio (n= 6). Os dados
foram analisados por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey.
Diferencas estatisticas em relagdo ao grupo controle sdo representadas como *p <
0,05, **p < 0,01 e ***p <0,001.
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A cinética de inducdo de EROs (Figura 15) sugere que a indugédo
em 24 h, pode estar relacionada a presenca de pigmentos azo (RAWAT,;
MISHRA; SHARMA, 2016), NP amorfas de Si (NABESHI et al., 2011)
e Oxidos de Ti, Al e Cu conforme demonstrado em outros estudos
(KROLL et al., 2011). Podem ocorrer cinéticas diferentes devido as
composigdes distintas de cada cor avaliada, correspondentes a misturas
entre pigmentos inorganicos e organicos com os veiculos, gerando
caracteristicas importantes como, por exemplo, carga superficial das
particulas, que podem influenciar nas caracteristicas fisico-quimicas e
consequentemente na avaliacdo toxicoldgica.

Com a atividade relacionada as caracteristicas dos materiais, as
defesas antioxidantes podem estar neutralizando a superproducdo de
EROs nos tempos precoces de contaminagdo (Figura 15), na tentativa de
evitar o “burst” oxidativo e consequentemente a apoptose
(EISENBRAND et al., 2002), porém quando o mecanismo antioxidante
das células ndo é suficiente para neutralizar a superproducdo de EROs,
pode acarretar danos oxidativos a biomoléculas, tais como, peroxidacdo
de lipidos, proteinas e DNA, e muitas vezes uma perturbacdo geral do
equilibrio redox celular (XIA et al., 2014).

Através da coloracdo IP/LA (Figura 16) foi observado que o
tratamento com tintas de tatuagem diminuiu significativamente a
guantidade de células vidveis nas tintas azul, verde e vermelha quando
comparadas ao grupo controle em ambas as concentragdes testadas,
aumentando consequentemente a quantidade de células apoptéticas, mas
ndo de necroticas, isso tem relagdo com o tipo de exposi¢éo, isso indica
que células ndo romperam  acidentalmente (KROEMER;
DALLAPORTA; RESCHE-RIGON, 1998) durante a exposi¢cdo por
algum fator externo, tal como acontece quando utilizada a agulha para
insercdo dos pigmentos como no procedimento de tatuagem em pele
humana.

A tinta preta ndo apresentou diferengas consideraveis em relagéo
ao controle. A disfun¢do mitocondrial pode ocasionar a ativacdo de
proteases apoptdticas especificas (caspases) por proteinas mitocondriais
gue escapam para o citosol (citocromo c, fator indutor de apoptose) com
ativacdo da endonuclease secundéria (apoptose). A taxa relativa destes
dois processos (catastrofe bioenergética versus protease e ativacdo da
endonuclease) determina se uma célula serd submetida a necrose
primaria ou apoptose (KROEMER; DALLAPORTA; RESCHE-
RIGON, 1998). Além da disfuncdo mitocondrial citada anteriormente,
as NP metalicas de Al, Si e Ti também podem induzir a apoptose
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(SCHRAND et al., 2010). As imagens das células coradas com IP/LA
podem ser observadas na Figura 17.

A superproducdo de EROs nas tintas vermelha e verde no tempo
24h (Figura 13) em ambas as concentracGes testadas (Tabela 2), pode
estar iniciando apoptose e a inflamagdo, devido essas moléculas
influenciarem o estado de fosforilagdo de tirosina, envolvida na
regulacio de apoptose (GHIAZZA et al., 2014). E importante notar que
a tinta vermelha apresenta uma maior inducdo de apoptose
estatisticamente, porém é importante levar em consideracao as reduzidas
concentragGes utilizadas nos testes, 0 que remete a maior toxicidade
desta tinta.

Figura 16. Apoptose e necrose avaliadas através do ensaio IP/LA em células HaCat
expostas durante 24 h as tintas de tatuagem. Os dados foram analisados
estatisticamente por ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Newman-
Keuls (n = 3). As diferengas estatisticas sdo representadas por letras diferentes para
cada grupo em que as células foram enquadradas.

IP/LA
100+

(%)

Quantidade de células

VIAVEIS APOPTOTICAS NECROTICAS
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A maior toxicidade da tinta vermelha se relaciona a outros
estudos, nos quais a exposicdo de células HaCat a pigmento azoico
vermelho, mostrou a inducdo de EROs, apoptose e também
genotoxicidade (ZANONI et al., 2014) bem como diminuicdo na
atividade proliferativa nessas mesmas células (JHA; JOBBY; DESAI,
2016). E importante verificar que existem inimeros pigmentos azoicos
no mercado, e que apesar dos efeitos serem dependentes das
caracteristicas fisico-quimicas dessas moléculas, os pigmentos azoicos
sdo amplamente conhecidos por causar toxicidade (GAUDRON et al.,
2015).
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Figura 17. Imagens de microscopia de flourescéncia das células HaCat expostas
durante 24 h as tintas de tatuagem marcadas pela coloracéo IP/LA.
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Além disso, células expostas as tintas azul, verde e vermelha as
suas respectivas concentracdes de 1Csg 241 (Tabela 2) durante 7 dias ndo
formam colbnias (Figura 18), todavia as células tratadas nas
concentracdes de I1Csgo4n10 (Tabela 2) mantiveram essa capacidade.
Apenas a tinta preta retém essa capacidade em ambas as concentraces
testadas, confirmando a auséncia de toxicidade crbnica para esta tinta.
Um estudo que avaliou a toxicidade de diferentes NP de dxido metélico
em células de pulmao mostrou que a exposicdo a 1000 pg mL™ de NP
de Al,O5 e TiO, demonstraram menores efeitos adversos na viabilidade
e proliferacdo do que nas células expostas a ZnO. Todavia as células
expostas a TiO, tiveram inducdo de EROs de maneira tempo dependente
e, as NP de Al,O; foi considerada a mais segura toxicologicamente para
estas células (KIM; BAEK; CHOI, 2010). Isso se relaciona ao
encontrado as tintas de tatuagem, porém pouco se sabe a respeito da
mistura entre NP metalicas e pigmentos azo.

Figura 18. Ensaio clonogénico em células HaCat expostas a tinta de tatuagem por 7
dias. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc

de Dunnet. Diferengas estatisticas em relagdo ao grupo controle sdo representadas
como **p < 0,01.

50+

40+

N T

Numero de colonias

O foco deste estudo foi relacionar a composi¢do inorganica das
tintas com a toxicidade, no entanto, a toxicidade mais alta das tintas
verde e vermelha para células D. magna e células HaCat, pode estar
relacionada com a presenca de pigmentos organicos azo e ndo com a
composi¢do metélica. Os pigmentos azoicos sdo relatados na literatura
como agentes cancerigenos a longo prazo, e sua toxicidade ¢é
principalmente relacionada a reducdo do grupamento azo, liberando
aminas aromdticas (RAWAT; MISHRA; SHARMA, 2016). A tinta
preta é a tinta mais utilizada e estudada (HOGSBERG et al., 2013;
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KLUGER; KOLJONEN, 2012; NEALE et al, 2015
REGENSBURGER et al., 2010), porém esse estudo demonstra que
potencialmente essa cor € mais segura do que a azul, verde e vermelha.
Apesar da complexidade da composicdo das tintas de tatuagem, este
estudo fornece dados que precisam de investigagcbes mais aprofundadas,
em que devem ser avaliados os efeitos dos componentes isolados e
também da interacdo dos componentes na mistura, para chegar a
conclusdes sobre a incorporacdo e metabolizacdo de diferentes cores das
tintas de tatuagem in vitro e a toxicidade ambiental deste material in
vivo.
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6. CONCLUSOES

Nas tintas de tatuagem foram identificados o0s componentes
organicos e inorganicos, particulas com diametros nanométricos e
elementos quimicos ndo descritos nas embalagens dos produtos em
baixos percentuais, com excecdo do Al, que se encontra em
concentracdes superiores as de Ti nas tintas azul e verde, e o Cu na tinta
azul, em concentracdo semelhante a da tinta verde, apesar de ambos nédo
estarem descritos no rétulo como pigmentos.

Os efeitos toxicos das tintas de tatuagem incluiram inibicdo de
germinacdo e crescimento, bem como deformacgdes morfoldgicas na
planta L. sativa para todas as cores estudadas. No microcrustaceo D.
magna as tintas de tatuagem, com excecdo da preta, causaram
toxicidade aguda, na qual a tinta vermelha apresentou-se mais toxica e
as tintas azul e verde se assemelharam, porém quando avaliada a
toxicidade cronica a tinta verde se assemelhou a vermelha, indicando
maior toxicidade para estas cores a longo prazo. Em células HaCat as
tintas de tatuagem causaram danos mitocondriais, induziram a producao
de EROs e apoptose, bem como inibiram a formacéo de coldnias (com
excecdo da tinta preta).

Em geral, a tinta azul apresentou a maior fracdo de NP inorganicas,
porém sua toxicidade é menor que as das tintas verde e vermelha,
atribuindo a maior toxicidade a presenca de pigmentos azo. A tinta preta
apresentou a menor toxicidade nos pardmetros testados, sendo
considerada a mais segura toxicologicamente. Os resultados desse
trabalho evidenciam a necessidade de novos estudos para relacionar e
elucidar a composi¢do, metabolismo e toxicidade das tintas de tatuagem.
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RECOMENDACOES

Avaliar outras marcas de tintas de tatuagem para verificar se a
composicdo e toxicidade é padrdo: 3 marcas tem registro na
ANVISA no Brasil;

Caracterizar os pigmentos organicos;

Estudar o mecanismo de toxicidade dos pigmentos isolados e
das misturas;

Verificar a relagdo do sistema antioxidante com a producédo de
EROs;

Testar a toxicidade em outras linhagens celulares.
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ANEXO A. Férmulas moleculares dos constituintes descritos nas
embalagens das tintas de tatuagem azul, verde, vermelha e preta.
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