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RESUMEN

Este trabajo pretende hacer una contribucién que
ayude a llenar €l vacio de conocimiento acerca de la
naturalezay potencial mutagénico del tabaco de mascar
venezolano, chimd. En este estudio, se utilizd laPrueba
de Ames, lacual esunapruebabacterianamuy simpley
sensible a la deteccion de mutégenos quimicos. La
investigacion revel 6 que aunque algunos de los
extractos, por gemploe chimo, ensudilucion 1:2 mostrd
un aumento dependiente de la dosis en €l niUmero de
colonias que revirtieron con TA 100 y mostraron
diferencias estadisticamente significativas, el aumento
maximo se restringié a un poco menos del doble
indicando que esta muestra puede ser calificada como
un mutageno débil. El estudio indicd que | os extractos
de tabaco de mascar examinados no requirieron
activacion metabdlica

ABSTRACT

Thisstudy intendsto make acontribution that hel ps
to fill the gap of knowledge about the nature and
potential pathogenicity of the Venezuelan smokeless
tobacco, chimd. The Ames Test isavery sensitiveand
simple bacterial test for detecting chemical mutagens.
In this study, although some of the extracts (Chimé in
its1:2 dilution elicited adose-dependent increaseinthe
number of revertants with TA 100 strain and showed
statistically significant differences, themaximumincresse
wasrestricted to slightly lessthan adoubling, indicating
that this sample can be categorized as aweak mutagen.
The present study indicatesthat the smokel esstobacco
extracts tested did not require metabolic activation.

PALABRAS CLAVE
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INTRODUCCION

Squiery Lilly (1987) clasificaron, acorto, medianoy
largo plazo, los efectos en la salud ocasionados por €l

uso del tabaco de mascar.

Efectosa Corto Plazo

Los efectos mas importantes a corto plazo estén
directamente relacionados con la absorcién de la
nicotinaatravés de lamucosa bucal. Dependiendo del
tiempo de exposicion, € usuario del tabaco de mascar
podria estar expuesto a niveles de nicotina en sangre
cercanoso superioresalosque presentaun fumador de
cigarrillos promedio.

Por ser un vasoconstrictor, la nicotina produce un
gran impacto en el sistema cardiovascular alterando la
presién sanguinea. Se hademostrado que los usuarios
jovenes del tabaco de mascar presentan una presion
sanguinea elevada, comparada tanto con la de
fumadorescomo lade no fumadores (Schroeder y Chen,
1985). Por lo tanto, podemos decir que el tabaco de
mascar puede asociarse con el desarrollo de problemas
cardiovascul ares.

Efectosa Mediano Plazo

A mediano plazo, se hacen evidentes algunas
manifestaciones bucales. Estas incluyen recesion
gingiva y manchasen losdientes. Squiery Lilly (1987)
tambien han descrito areas en donde la mucosa exhibe
unasuperficierugosay blanca, presentando amenudo
unaserie de estriaciones, en el sitio en donde se coloca
la porcién de tabaco. Estas lesiones corresponden a
leucoplasias o queratosis. Estas se han observado en
individuos que han tenido el habito por espacio dedos
anos. En un estudio reciente, Johnson y Squier (1993)
detectaron leucoplasias y recesion gingival como las
consecuencias de salud més obvias e inmediatas que
implica el uso del tabaco de mascar. Por otro lado, las
lesionestienden a desaparecer si el usuario interrumpe
el habito o cambiael sitio decolocacién delaporcionde
tabaco.

EfectosalL argo Plazo

El riesgo mas importante alargo plazo es el cancer
bucal. Silverman et a. (1984), en un estudio longitudinal
con 257 pacientes se encontrd que € 17.5 por ciento
gue presentaba lesiones blancas en la mucosa bucal,
desarroll6 carcinoma espino celular en un periodo
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mascar venezolano.

aproximado de 8.1 afios. Estudios epidemioldgicos
realizados en poblaciones hinddes, con usuarios de
tabaco de la localidad, indicé que su uso tépico
constituye un importante factor de riesgo para el
desarrollo de cancer bucal (Mehtaet al.,1971). El cancer
bucal es comun en India, y el tipo més comdn es el
carcinomaespino, representando un 95 a 98 por ciento
detodaslaslesionesmalignasenlacavidad bucal (Gupta
etd.,1989).

En los Estados Unidos, ha habido pocos estudios
relacionados con la asociacion entre el uso del tabaco
demascary el cancer bucal. Segiin Winnet d. (1981), €
riesgo relativo de cancer bucal en ancianas usuariasde
tabaco en pastafuede 13 a50 vecesmayor dependiendo
del tiempo de exposicién.

Se han publicado muy pocos estudios
epidemiol 4gicos en relacidn con los efectos del uso del
tabaco de mascar en Centro y Sur América. En 1946,
Jaffe et al. estudiaron, en ratas, el posible efecto
carcindgeno del tabaco de mascar venezolano. Durante
tres semanas, se inyectaron, por via intraperitoneal,
extracto de Chimo. Después de ocho meses, ninguna
ratamostro evidenciade tumores.

En estudiosprevios(Novoaet a.,1993), seencontrd
conqueel consumo deal cohol teniaun efecto protector
significativo ante las anormalidades detectadas en €l
electrocardiograma (EKG) y que & Chimé eraun factor
de riesgo para las anormalidades detectadas en la
enfermedad cardiaca. Variables tales como, edad, sexo,
estado civil, nivel educativo, indice de masa corporal,
tabaquismo, al coholismo, serologiadeT. cruz, presion
sistélica, y atura con respecto al nivel del mar fueron
controladas estadisticamente.

L as pruebas de mutaci 6n microbianahan mostrado
ser efectivasparadetectar mutagenos/carcinégenos. Sin
estaspruebasdelaboratorio, seriadificil identificar estos
elementos. Sugimura (1988) encontr6 que la prueba de
Ameseralamésrecomendable. En estaprueba, distintas
sustancias son examinadas usando placas Petri con
diversos mutantes especialmente preparados de
Salmonella typhimurium, seleccionados por su
sensibilidad y especificidad para revertir desde un
requerimiento de histidinaaun estado prototrofico por
una amplia variedad de mutégenos. La prueba es
altamente eficiente para detectar carcinégenos como
mutagenos.

El objetivo principal de esta investigacion fue
proveer informacion bésicaacercadel comportamiento
mutagénico del tabaco de mascar venezolano, chimoy
comparar su mutagenicidad con otros productos de
tabaco de mascar usando la Prueba de Ames.

MATERIALES Y METODOS

Potencial mutagénico: Para determinar la
mutagenicidad delos extractos de tabaco de mascar se
utiliz6 la Prueba de Ames. Los resultados se expresan
como niimero de colonias de Salmonella typhimurium
que revierten su estado, por placade Petri.

Tipo de Producto: Se examind una marca de tabaco
demascar venezolano(chima): El Tigrito. Seestudiaron
dos productos norteamericanos: Copenhagen, y Skoal
Bandits. Seincorporo tambien, unamarcade tabaco de
mascar delalndia: Maythi.

Prueba de Mutagenicidad: Las cepas TA 98y TA
100deS. typhimuriumfueron provistasgentilmente por
B.N. Ames. Las cepas se mantuvieron en cpsulas
congeladasa—80°Ctal comolodescribenMarony Ames
(1983). Lafraccion S9, preparada a partir de higadosde
ratas Sprague Dawley pre-tratadas con Aroclor 1254, se
adquirié en Microbiological Associates, Bethesda,
Maryland, y almacenada a—80°C hasta el momento de
ser usada. Primero, los cultivos de la cepa adecuada
(TA980 TA100) fueroninoculadosen caldo Oxoide# 2,
eincubadosen un bafio deaguagiratorio, agitandosea
120 rpm, a37°C, por 14 horas.

Duranteel ensayo, seprepard agar blando compuesto
deagar Difco 0,6% y NaCl 0,5% para ser dispensado en
tubosde 13x100 mm (2 ml/tubo). Lasolucion dehistidina:
biotina se le agregd al agar superficia y los tubos se
mantuvieron a 45°C en un bloque térmico. Luego, se
afiadierontambiénal agar superficia, 0,1 ml del cultivode
lacepade prueba, 0,1 ml deextracto detabaco demascar,
y 0,5ml delamezclaS9. L oscompuestosse probaron con
y sin la mezcla de S9, incluyéndose igualmente en la
prueba, los controles positivo y negativo. Serequirio el
control negativo compuesto delabacteria, lamezclaSOy
lasdivaartificia para establecer € nimero de colonias
que revierten en cada cepa de prueba. Los controles
positivos, sodium azide (Fisher Scientific), carcindgeno
bien conocido, sin la mezcla SO para TA 100 y 2-
aminofluoreno (Sigma), un pre-carcindgeno querequiere
activacion metabdlica, en presenciade lamezcla S9 para
TA 98. Se prepararon juegos dobles de placas Petri para
cada una de las tres concentraciones de extractos de
tabaco de mascar. Todos|os componentes se mezclaron
abajavel ocidad por tressegundos, paraluego ser vertidos
enplacasdeagar glucosa. Todo este proceso tomd menos
de 20 segundos y a continuacién las placas se dejaron
endurecer antes de invertirlas. Las placas se incubaron
aerébicamente a 37°C por 48 horas en una incubadora.
Despuésde48 horas, secontd el nimero de coloniasque
revirtieron enlasplacasde pruebaasi comoenlasplacas
control, d mismotiempo seconfirmélapresenciade fondo
difuso entodaslas placas (Ames, B.N. et a., 1975).
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Analisis Estadistico: El nimero de colonias que
revierten se reportan como medias y desviaciones
estandar. Para comparar los valores de las medias se
usé analisis de varianza de una via con un post-test
para multiples comparaciones de Tukey-Kramer. Las
diferencias se consideraron significativasa p< 0.05.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los resultados de los cuatro
extractos de tabaco de mascar seleccionados para €l
ensayo de mutagenicidad. Ninguno de ellos alcanzé el
doble del aumento en latasa de reversién espontanea.
El chimé venezolano con TA 100 sin la fraccién
microsomal S9 fue significativamente diferente del
control negativo (reversién espontanea) en sus tres
concentraciones: sindiluir p< 0.01, diluido 1:2 p< 0.001,
y diluido 1:10 p< 0.01. Con TA 100 en presenciade la
fraccion microsomal S9, el chimé no mostro diferencias
estadisticamente significativas del control. Con TA 98
enlapresenciay ausenciadelafraccion microsomal S9,
todas las concentraciones fueron significativamente
diferentes del control, pero no difirieron signifi-
cativamente entre ellos. USA Banditscon TA 100y sin
la fraccion microsomal S9 mostré diferencias
significativas del control en sus tres concentraciones:
sindiluir p< 0.001, diluido 1:2 p< 0.01, y diluido 1:10 p<
0.01. En presenciadelafraccion microsomal S9, Bandits
no mostré diferencia significativa del control en su
concentracién no diluida; sin embargo, mostré alguna
diferenciaenlasdiluciones1:2 (p<0.01) y 1:10(p<0.05).
USA Bandits, no exhibié diferencias significativas del
control con TA98 en presenciao ausenciadelafraccién

microsomal S9. USA Copenhagen mostré unadiferencia
significativa del control con TA 100 en presencia y
ausenciade S9 en su concentracion sindiluir; p< 0.001
y p< 0.01 respectivamente. Tambien, fue
significativamente diferente del control en su dilucién
1:10 sin s9 (p< 0.01). USA Copenhagen con TA 98 no
mostré diferencias significativas del control, con la
excepcién de su concentracion no diluida en la
presencia de S9 (p< 0.05). El tabaco de mascar hindq,
Maythi, mostré diferenciasignificativadel control solo
con TA 100 en ausencia de S9 en sus concentraciones
no diluidasy 1:2 (p< 0.05 y p< 0.01, respectivamente).
Estos resultados revel an una respuesta aparentemente
no relacionada con ladosis, aunque la Tabla 1 muestra
gue hay diferencias estadisticamente significativas.
También, esevidenteen estatablaque TA 98 en ausencia
deS9, nomostro diferenciassignificativascon cualquier
producto o concentraci én probadaen comparacion con
€l control (tasadereversion espontanea). En presencia
de S9, no se apreciaron diferencias significativas,
excepto con el chim6 y Copenhagen en sus
concentraciones no diluidas. Por otro lado, TA 100 sin
S9, mostré diferencias significativas en todos los
productos versus control, salvo en Copenhagen en su
dilucién 1:2 y en Maythi en sudilucién 1:10. El chimé,en
presencia de S9, mostré unadiferencia significativacon
la tasa de reversion espontanea. Bandits mostré
diferencias estadisticamente significativas del control
excepto en su concentracion no diluida. Solo la
concentracién no diluida del extracto de Copenhagen,
exhibio diferencia estadisticamente significativa versus
control. El producto hindd, Maythi, nomostro diferencias
significativas de latasade reversion espontanea.

Tabla 1. Actividad Mutagénica de los Extractos del Tabaco de Mascar

MUESTRA CONCENT. N°. PROMEDIO DE COLONIAS QUE REVIERTEN
% Sin TA 98 TA 100
diluir -S9 + S9 -S9 + S9
CHIMO 10 24+ 2 48+1 88+ 5 63+ 6
50 22+ 3 42+1 97+ 343+ 5
100 27+ 3 39+3 87+ 544+ 2
BANDITS 10 27+ 3 34+2 76+ 374+ 3
50 35+ 129+3 79+ 384+ 4
100 31+ 3 33+3 93+ 4 59+ 4
COPENHAGEN 10 28+ 3 372 92+ 562+ 5
50 27+ 1 31+3 64+ 5 39+ 6
100 30+ 3 38+3 87+ 5100+ 3
MAYTHI 10 23+ 3 33+2 57+ 566+ 5
50 20+ 2 30+3 97+ 6 53+ 3
100 33+ 4 261 53+ 547+ 5
CONTROLES POSITIVOS
2 - Aminofluorene TA 98 (+S9) 2709 + 224
Sodium Azide TA 100 (-S9) 2462 + 327
REVERSION ESPONTANEA
TA 98 27+ 3
TA 100 54+ 5
CONTROL NEGATIVO
Saliva Artificial - S9 mix
TA 98 12+ 2
TA 100 23+ 3
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Tabla 2. Comparacion de Extractos de Tabaco vs. Control

De los muchos tests para mutagenicidad que se
han propuesto en los Ultimos afios, el de Ames es €l
sistema de prueba in vitro mas usado y validado
mundia mente. Este ensayo utiliza células bacteriales
cultivadas en un agar suave gque contiene unapequefia
cantidad de histidina para permitir el crecimiento de
bacterias autotréficas, y esta disefiado para detectar
mutaciones querevierten célulasauxotréficasacélulas
prototroficas independientes de la histidina. En este
estudio, extractos de tabaco de mascar de USA.
(Copenhagen y Skoal Bandits), India (Maythi) y
Venezuda (Chimd) fueron examinados para detectar
nivel es de mutagenicidad en los diferentes productos.
Las muestras se probaron usando dos cepas
experimentales: TA 98 y TA 100, en presencia y
ausencia de S9. Estas cepas experimentales son
recomendadas para pruebas de mutagenicidad general.
El criterio utilizado paraidentificar cualquier compuesto
quimico como mutégeno es un aumento de dos veces
la tasa de reversion espontanea junto con una
respuestarelacionadaconladosis. En nuestro estudio,
aunque algunosdelos extractos (Chimé ensudilucion
1:2; Bandits en su concentracion no diluida;
Copenhagen en su concentracién no diluiday Maythi
en su dilucion 1:2) revelaron un aumento relacionado
con ladosis en el nimero de colonias que revirtieron
con la cepa TA100 y mostraron diferencias
estadisticamente significativas, el maximo aumento se
restringié aun poco menos del doble, reflejando que
estas muestras pueden ser categorizadas como
mutagenos débiles. El presente trabajo indicaque los
extractos detabaco de mascar probadosno requirieron

Valores p
(extracto vs. reversion espontanea)
Concentracion del Producto TA 98 TA 100
-S9  +S9 -S9  +S59

Chimé Sin Diluir ns p<0.01 p<0.01 p<0.05

Dilusién 1:2 ns p<0.01 p<0.001 p<0.05

Dilusién 1:10 ns p<0.05 p<0.01 p<0.05
Bandits Sin Diluir ns ns p<0.001 ns

Dilusién 1:2 ns ns p<0.01 p<0.01

Dilusién 1:10 ns ns p<0.01 p<0.05
Copenhagen Sin Diluir ns p<0.05 p<0.01 p<0.001

Dilusién 1:2 ns ns ns ns

Dilusién 1:10 ns _ns p<0.01 ns
Maythi Sin Diluir ns ns p<0.05 ns

Dilusién 1:2 ns ns p<0.01 ns

Dilusién 1:10 ns ns ns ns

DISCUSION activacién metabdlica. Por otro lado, nuestras muestras,

cuando se probaron con la cepa Ta98, fallaron en
mostrar una respuesta positiva o una tendencia a
aumentar los nimeros de colonias que revierten.
Los hallazgos obtenidos en esta investigacion

estan en concordanciacon estudios anteriores hechos
por Shirname-Moré (1991) y Stammet d.,(1994), quienes
encontraron que los extractos de tabaco de mascar
acidificados y no nitrogenados fallaron en demostrar
actividad mutagénica significativa con TA 98 con o
sin S9. Otro estudio, realizado por Bagweet a., (1990),
reportd que 1os extractos acuosos y con cloroformo
detabaco de mascar hindd (Pan masala) resultaron no
mutagénicos mientras que los extractos etandlicos
fueron apenasmutagénicosen el Test de Amesusando
las cepas de Salmonella typhimurium (TA 98y TA
100). Siendo €l tabaco una mezcla complejaen donde
se han identificado més de 3000 compuestos en su
composicion, las cepas convencional esdeSalmonella
typhimurium(TA98 y TA100) podrian ser predictoras
no adecuados de respuestas provenientes de células
humanas ante esta mezcla nitrogenada tan compleja.
Es mas, varios compuestos quimicos que son
clastogénicos a células de mamiferos son reportados
€cOmo no mutagénicos en bacterias por Ishidate et al.
(1981). Sin embargo, esimportante mencionar que mas
recientemente, nuevas cepas de Salmonella, la serie
Y G, han sido establecidas por Ishidate (1991),
mostrando una gran actividad nitroreductasa o
acetiltransferasay especificamente sensiblealasaminas
arométicas en |os ensayos de mutacion reversa. Estas
cepas podrian detectar pequefias cantidades de aminas
aroméaticas mutagénicas contenida en la orina de
fumadores. Por lo tanto, laespecificidad de estas cepas




Jarpa, P. Potencial mutagénico del tabaco de
mascar venesolano. 0 RevisTa b LA FacuLap e Farmacia VOI. 45 (2) 2003

podria ser Gtil en la identificacion preliminar de
princi pi os mutagéni cos en mezclas complejas como el
tabaco.

CONCLUSION

El presente estudio examiné los efectos de los
productos del tabaco de mascar y su potencial
mutagénico. Basado en los resultados obtenidos de
estos experimentos, se puede eshozar la siguiente
conclusién:

L osproductosdel tabaco demascar mostraron baja
mutagenicidad después de ser sometidos al Test de
Amescon osin S9.

El presente trabajo revel6 que nuestras muestras
de productos de tabaco de mascar, no mostraron una
respuesta fuerte y positiva en la prueba de
mutagenicidad. Sin embargo, paraconsiderarloscomo
no mutagénicos se requiere su evaluacion con otro
tipo de pruebas tales como tests de aberracion
cromosomal; usando el test de Ames con diferentes
cepas de Salmonella que exhiban unabajafrecuencia
de reversion espontanea y alta sensibilidad a
mutégenos y analisis quimicos mas precisos.
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