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RESUMEN

El Tabaco Masticable Chimé El Tigrito® (TM-ChT®), es una pasta suave de tabaco
alcalinizado y aromatizado de fabricacion semi-industrial, altamente consumido en la
poblacion venezolana por jévenes en edad escolar y adolescentes. Reportes clinicos y
experimentales, han ilustrado algunas sefiales de toxicidad de este producto; sin
embargo, poco se conoce de su contenido quimico asi como de aquellas estructuras
organicas que puedan comprometerse por la accién toxica del mismo. En la presente
investigacion, se empled la cromatografia gas-masa para identificar compuestos
quimicos de la pasta de TM-ChT®, como fitoesteroles y derivados de esteroles, asi
como alcaloides como la nicotina y cotinina, ademas de la 2-fluorofenilhidrazina, el cual
debe ser manejado como un producto quimico potencialmente peligros. Se emplearon
procedimientos basicos de obtencion larvaria, bioensayos de letalidad y toxicidad,
técnicas semi-invasivas de registro videocardiografico, microscopia estereoscoépica y
procedimientos histoquimicos; como cortes histolégicos e improntas, fijjadas y
contrastadas con Giemsa, y procedimientos in vivo; marcados con colorantes vitales
fluorescentes, como la Naranja de Acridina, ademas de la determinacion del perfil
isquémico de muestras controles y tratadas. Como efecto cardiotéxico predominante,
se determind una reduccion significativa de la frecuencia cardiaca, vinculada con una
desorganizacion de la arquitectura del tejido cardiaco, un incremento de las enzimas
Creatinina quinasa y su sub unidad MB, junto con muerte celular por apoptosis.
Cambios en la conducta de nado, curvatura troncal, edema del saco vitelino y
vacuolizacion del tejido cerebral, también fueron observados. Estos hallazgos
permitieron identificar al tejido cardiaco y al tejido nervioso, como posibles blancos de
la accién toxica de este producto tan consumido en la poblacién venezolana.

Palabras Claves: Chimé, pez cebra, disfuncion, nicotina, frecuencia cardiaca,
apoptosis.
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SUMMARY

The Smokeless Tobacco Chimé El Tigrito® (TM-ChT®) is a smooth paste flavored
tobacco alkaline and semi-industrial manufacturing highly consumed in the Venezuelan
population by school-age children and adolescents. Clinical and experimental reports
have shown some signs of toxicity of this product; however, little is known of its
chemical content as well as those who organizational structures could commit by the
toxic action of the same. In the present investigation, the gas-mass chromatography
was used to identify chemicals paste TM-ChT®, phytosterols and derivatives of sterols
and alkaloids such as nicotine and cotinine, in addition to the 2-Fluorophenylhydrazine,
which is must be handled as a potentially hazardous chemical. Basics of larval
collection, lethality and toxicity bioassays were used, lethality and toxicity bioassays,
semi-invasive techniques of cardiographic video registration, stereoscopic microscopy
and histochemical procedures were employed; as histological sections and imprints,
fixed and contrasted with Giemsa, and in vivo procedures; labeled with fluorescent vital
dyes such as acridine orange, besides determining the profile ischemic controls and
treated samples. As a predominant cardiotoxic effect, a significant reduction in heart
rate was observed, associated with a disruption of the architecture of cardiac tissue, an
increase in creatinine kinase enzymes and its subunit MB, with cell death by apoptosis
was determined. Behavioral changes swim, backbone curvature, yolk sac edema and
vacuolization of brain tissue were also observed. These findings allowed identifying the
cardiac tissue and nervous tissue, as possible targets of toxic action of the product as
consumed in the Venezuelan population.

Keywords: Chimd, zebrafish, dysfunction, nicotine, heart rate, apoptosis.
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I. INTRODUCCION

El presente trabajo se enmarca dentro de las lineas de investigacion que
se desarrollan en la Seccion de Microscopia Electrénica del Instituto Anatémico
“José |zquierdo”, bajo la direccion del Dr. Marco A. Alvarez O., y que tiene entre
sus objetivos generales, el estudio de sefiales de toxicidad sub-letal, vinculadas
con productos de origen vegetal y de consumo indiscriminado. En este
contexto, cabe destacar que en los ultimos afios, a nivel mundial e incluyendo a
nuestro pais, se han ido incrementando las alertas respecto al consumo
indiscriminado, en la poblacién juvenil, del denominado Tabaco Masticable (TM)

o Chimo (Fig. 1).

Fig.1. Diversas presentaciones comerciales de Tabaco Masticable (TM) disponibles en
Venezuela. 3rd. International Conference on Smokeless Tobacco, 2002.

El consumo indiscriminado del TM en jovenes de la Republica
Bolivariana de Venezuela, puede ser descrito como un evento endémico, ya
gue se restringe a poblaciones que lo hacen de manera tradicional e
histéricamente asociado a patrones culturales Y. Su consumo ademas, se ha

hecho popular en las ciudades, particularmente entre estudiantes de colegios
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urbanos, quienes han adoptado su uso como una moda, en sustitucién al uso
de cigarrillos .

El TM o Chimé, es consumido por via oral, se obtiene a partir del sumo
del tabaco, cocido varias veces y mezclado con cenizas y conchas de platano,
hasta obtener una pasta espesa de color negro @ La calidad de esta pasta es
el resultado de la adicién de distintos compuestos, propios de cada regién
geografica en donde se produce ®®  Dicha pasta podria contener entre sus
componentes: materia organica, hidratos de carbono como sacarosa y glucosa,
pequeiios porcentajes de residuos minerales como aluminio, hierro, magnesio,
calcio, cloruro de sodio y potasio, y en la mayoria de los preparados, salvo
excepciones, contiene elevadas concentraciones de nicotina y un bajo pH. El
producto a ser consumido, es soluble en agua y medianamente en alcohol, y
puede mostrar diferencias en la acidez por variaciones de pH . Ademas, altas
concentraciones de nicotina, alquitrdn y otra variedad de compuestos altamente
toxicos, definen sus propiedades estimulantes, lo cual ha permitido que sea
incorporado como una droga creadora de dependencia 2.

Ante la problematica de dependencia que genera el consumo de este tipo
de productos, entes gubernamentales nacionales e internacionales, como el
Ministerio del Poder Popular para la Salud (MPPS) y la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS); respectivamente, se han hecho participes de tal situacion.
Estas instituciones han advertido respecto a que, el habito de consumir TM se
encuentra asociado al desarrollo de lesiones pre-malignas y malignas en la

(10,11)

cavidad bucal , ademas de otros efectos nocivos como hiperacidez

estomacal, hiper-estimulacion del Sistema Nervioso Central, hiper-inflamacion
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de los tejidos que sostienen los alveolos dentarios, pérdida de los dientes asi
como halitosis “**®. Testimonios provenientes de los propios afectados asi lo
corroboran (Copio textualmente algunos de los testimonios. Ultimas Noticias
20/02/09 Pag. 03) 4.
“Produce cancer, en la boca, ulceras y otras enfermedades. “Si te
lo tragas vas a ver a Dios” jAgarrate! A mi me dio una palida que
hasta se me bajo la tension”. Asi describié Juan, un liceista de 16
afos, lo que le pas6 al mascar chim6 que prob6 en Maracaibo y
tragarse la saliva que genera esa pasta negra. Luis, otro joven de
18 afios, comenté que trajo uno de Apure que le produjo
sudoracién y escalofrios al tenerlo un rato en su boca. Mascar
chimé se ha convertido en una moda entre los jovenes. En
Caracas, segun detalla Hernan Matute Brouzeés, coordinador de la
Cétedra Libre Antidrogas de la Upel, ha crecido el consumo entre
estudiantes de 15 a 25 afios. El mas comun es el de la caja
amarilla. “Ese es el mas suave. El tapa azul es mas picante, hay
ofro tapa marrén y el tapa blanca es el peor, el mas fuerte’,
relataron los muchachos. ElI tapa amarilla se consigue en
cualquier kiosko. Cuesta entre BsF. 1,5 y BsF. 2,5, mientras una
caja de cigarros ronda por los siete bolivares. Luis explica que lo
usa a veces, para “mantenerse activo”, y que si se traga produce
bajas de tension o malestares estomacales. “Si lo mantienes
mucho tiempo en la boca te mareas”. Juan es mas especifico: “al

principio sabe a cotufa acaramelada; luego pica un poquito y al
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final sabe amargo. Te da un efecto como si estuvieras prendido,
medio borracho. Vas escupiendo y al acabarse te queda el
adormecimiento”. Carlos, otro compariero, ve normal mascar
chimé porque lo hacia su abuelo y afirma que causa adiccion; “es
como una droga’”, dice una chica que estaba junto a ellos, que el

olor le provoca usarlo’.

La intencidn de estas alertas, por parte de los organismos de salud antes
mencionados y los propios consumidores, ha sido principalmente crear
impedimentos en la distribucidon y consumo de TM en personas menores de
edad, ademas de crear un marco regulatorio de restricciones para el uso del
TM, similar a las normas que regulan el consumo del cigarrillo *>*®. Hasta el
momento, ha habido poca insistencia al respecto, sin embargo, el Estado
Venezolano y sus instituciones publicas, han promovido el disefio de programas
educativos, enfocados a contribuir con un mejor conocimiento en la poblacion,
sobre los riesgos toxicos asociados al consumo del chimé ®”. Esta situacion ha
incentivado la investigacion en el campo de la toxicologia del TM, a objeto de
aportar informacién cientifica que apoye y fortalezca la comprension de la
accion toxica y posible mecanismo de toxicidad vinculado con el TM.

En el presente trabajo se ha propuesto una investigacion exploratoria y
experimental de los efectos toxicos vinculados con la pasta de chimo6 conocida
como Chimoé “El Tigrito® altamente consumido en la poblacion venezolana, ya
gque a pesar que varios reportes a nivel clinico y experimental ilustran la

problematica referida a la accidn toxica del mismo, hasta el presente, poco se
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conoce del contenido quimico de esta pasta, especificamente, del Chimo El
Tigrito® de nuestra regién, asi como de las estructuras organicas que puedan

estar comprometidas ante la toxicidad de este importante producto.

l.a. Tabaco Masticable (TM)

El chim6 o también conocido como tabaco para mascar, es definido
como un extracto suave de tabaco alcalinizado y aromatizado. En cuanto a su
composicién, se han descrito entre 3000 y 4200 quimicos aproximadamente, la
cual cambia a medida que es sometido al procesamiento para la obtencion de la
pasta para mascar *®. Entre los quimicos presentes en el TM, se ha descrito la
nicotina, como alcaloide principal, asi como otros, como la nornicotina, cotinina,
anabasina, anatabina, hidrocarburos alifaticos y cientos de isopreonoides que
producen el aroma tipico de las hojas del tabaco. Este contenido varia
inmensamente dependiendo de las condiciones del suelo, el uso de fertilizantes
y el grado de madurez de la planta .

También se ha reportado la presencia de metales como el mercurio y el
plomo, asi como al menos 28 agentes -carcind6genos, que incluyen
hidrocarburos aromaticos policiclicos, lactonas, cumarinas, etil carbamato,
aldehidos volétiles, nitrosaminas volatiles, acido nitrosaminico, nitrosaminas
especificas del tabaco, compuestos inorganicos, Polonio 210 radiactivo y Uranio
235 y 238. La N-nitrosonornicotina (NNN), el 4-metilnitrosaminol-3-piridil-
butanona (NNK) y el Acido N-Nitrosaminico son los carcindbgenos mas
prevalentes presentes en el TM. Tanto el NNK como el NNN, han sido

clasificados como carcinogénicos para el humano del grupo 1 %,
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Particularmente, el Chimé El Tigrito® (Fig. 2), utilizado en la presente
investigacién, es un producto de fabricacion semi-industrial hecho en la
Republica Bolivariana de Venezuela, calle 3, zona industrial Ill, parcela 28,
Barquisimeto, estado Lara, registrado bajo el nimero CPE100917971, de peso
neto 25g. y constituido por pasta de chimb, especies aromatizantes,
edulcorantes y espesantes naturales, ademas de sales carbonatadas. A
diferencia de la mayoria de los preparados de TM analizados en la literatura, el
chimé El Tigrito®, presenta una concentracién relativamente baja de nicotina,

(1)

reportada con valores aproximados de 3.84 mg/g y un pH mas elevado,

aproximadamente de 8,68 2

. Todas estas caracteristicas en su preparado,
tanto el pH como el contenido de compuestos quimicos, podrian definir su

accion toxica.

Fig. 2. Presentacion comercial de Tabaco Masticable (TM) Chimé El Tigrito®. Imagen original.
Mujica C, 2015. Laboratorio de Microscopia del Instituto Anatémico José lzquierdo.

l.a.;. Toxicidad del Tabaco Masticable (TM)
Los efectos téxicos sobre la salud, ocasionados por el uso del TM, han

sido clasificados, a nivel clinico como eventos a corto, mediano y largo plazo.



@3 De acuerdo a ello, los eventos a corto plazo mas importantes, han sido

relacionados con la absorcion de la nicotina a través de la mucosa bucal. En
este proceso de absorcion, el extracto acuoso del TM que se forma en la boca,
luego de la actividad salival durante su consumo, es absorbido a nivel local y
también es absorbido a nivel sistémico. Cabe destacar, que la absorcion de la
nicotina a nivel local, aumenta o disminuye de acuerdo a los niveles de pH %),
Cuando los niveles de pH sobrepasan el nivel de alcalinidad, por encima de pH
6.0, la nicotina presente en el TM, en forma no protonada como una base libre,
se absorbe en un 9% a un pH de 7.0 y a un 50% a un pH 8. En estas
condiciones, la nicotina es absorbida mas facilmente, alcanzando rapidamente
el sistema nervioso central, causando asi la sensacion de bienestar. No asi, a
un nivel de acidez elevado, en donde la nicotina presente en el tabaco de
mascar, se encuentra protonada en forma de sal con &cidos organicos, lo cual
dificulta su absorcién .

A mediano plazo, el efecto toxico del TM, luego de la absorcion local, se
manifiesta a través de la presencia de lesiones a nivel bucal, tales como la
recesion gingival, la abrasién y las manchas en los dientes, acompafiados de
superficie rugosa de color blanco en la mucosa, ademas de una serie de
estriaciones en el sitio en donde se coloca la porcién del chimé o TM. Estas
lesiones tienden a desaparecer si el usuario interrumpe el habito o cambia el
sitio de colocacién del mismo #©.

A largo plazo, ademas de las lesiones provocadas durante la absorcion
local, en pacientes con consumo de TM por tiempo prolongado, se han

reportado lesiones neoplasicas a nivel de la cavidad oral, faringe, laringe,
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acompafiado también por el desarrollo de carcinoma espinocelular @D Asf
mismo, se ha descrito que el TM al ser colocado directamente en la boca,
puede ser causa de cancer en mejillas y encias en un 50% de los usuarios 8,
Este cancer bucal es comun en pobladores de la India, usuarios de TM en sus
distintas localidades ©9.

Otros estudios clinicos, han sugerido una asociacion entre el consumo
por largo tiempo del TM y la alta probabilidad de desarrollar cancer pancreético,
probablemente, por la participacién de las N-nitrosaminas del tabaco, las cuales
son candidatas plausibles para la carcinogenicidad en el pancreas ©°3*Y. De
igual manera, se ha reportado una asociacién entre el cancer de pulmoén vy el
consumo de TM, donde el riesgo de cancer de pulmoén incrementé en hombres
que cambiaron de cigarrillo a TM ®?. También se han sugerido implicaciones a
nivel del sistema reproductivo, entre ellas, mortalidad perinatal, partos
prematuros y reduccion en la viabilidad de los espermatozoides, asi como del
sistema inmune, donde el uso del TM puede dar lugar a una interrupcién en el
equilibrio de las respuestas inmunes implicadas en la génesis del tumor, lo que
podria conducir a un aumento en la susceptibilidad del huésped a los patégenos
ylo cancer ©¥,

A nivel experimental, estudios realizados con extracto acuoso de TM,
simulando el extracto acuoso que se forma en la boca durante la actividad
salival, han reportado la induccion de muerte celular en tejido pulmonar,
hepatico y renal, ademas de un proceso de regulacion significativa de la pro-
apoptosis ®¥. En modelos de experimentacién “in vitro”, la exposicién al TM en

varias lineas celulares, incluyendo queratinocitos orales y macréfagos ©, se
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han confirmado dichos efectos. Igualmente, los efectos del extracto acuoso de
TM, han sido estudiados en modelos de experimentacion “in vivo”, en donde la
alteracion en la produccion de proteinas de choque térmico ©%*", asi como la
inhibicion del metabolismo celular acompafiado de aberraciones nucleares, han
sido reportados ©®.

A esta numerosa informacién clinica y experimental de la accion local y
sistémica del TM, en o6rganos claves como el pulmoén, pancreas, rifién y el
sistema reproductivo, se le agrega una abundante informacién, también clinica,
epidemiolégica y experimental, que enfatiza sobre la relacion entre el TM y
posibles afecciones a nivel cardiovascular. Al respecto, estudios
epidemiolégicos, han revelado que el consumo de TM se vincula con una mayor
incidencia de infartos al miocardio y accidentes cerebrovasculares ©%. Esto ha
sido demostrado en diferentes poblaciones masculinas de edad comprendida
entre 35-54 afios y 55-64 afos, sobre los cuales se ha reportado riesgo de
infarto agudo. Sin embargo, en ambos grupos el riesgo de infarto del miocardio
no fue significativamente diferente, respecto a los fumadores de cigarrillos “?.
El tamafio limitado del estudio ha disminuido la potencia estadistica del mismo,
resultando en un analisis con poca fuerza significativa en cuanto a la mortalidad
por infarto de miocardio vinculada al consumo del TM.

A nivel clinico se ha descrito que el consumo de TM se encuentra
relacionado con factores de riesgo cardiaco, como la elevada presion
sanguinea “Y e hiperlipidemias “**¥; asi como una alta tasa de mortalidad por
alteraciones cardiovasculares “¥. Cabe destacar que dependiendo del tiempo

de consumo del TM, el usuario podria estar expuesto a niveles de nicotina en
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sangre cercanos o superiores a los que presenta un fumador de cigarrillos
promedio. Estos niveles de nicotina, podrian ejercer gran impacto en el sistema
cardiovascular, alterando la presion sanguinea a través de su propiedad
vasoconstrictora. Esto ha sido demostrado en jovenes consumidores de TM en
los cuales han sido registrados valores elevados de presion sanguinea “9),
Ademas, ha sido reportado que el TM aumenta las concentraciones de
catecolaminas en la sangre y tiene efectos simpaticomiméticos inmediatos, por
lo cual ha sido posible considerar que tenga un efecto agudo arritmogénico, que
pudiera ser causa de muerte subita.

A pesar de esta gran informacion existente, referida al compromiso
cardiovascular vinculado con el consumo de TM, la misma es poca en
comparacion con la existente respecto al compromiso cardiovascular
relacionado con el uso del cigarrillo. En tal sentido, solo efectos generalizados
del consumo de TM han sido reportados, y la mayoria de los mecanismos de
toxicidad han sido poco explorados.

Particularmente, un estudio experimental realizado empleando una
solucién de TM chimé El Tigrito®, suministrada por via tépica sobre los tejidos
periodontales de ratas, demostré a nivel local, irritacion en los tejidos gingivales,
dafos en los tejidos sanos, con alteraciones ademas de los elementos celulares
del epitelio bucal. Asi como también, vasoconstriccion con aumento de la
presion arterial y desencadenamiento de una respuesta inflamatoria crénica “.

Ante los eventos previamente descritos que sefialan la toxicidad del TM,
y especificamente del Chimé El Tigrito®, se destaca el compromiso sistémico

generalizado vinculado con su accién toxica, de lo cual surge la necesidad de
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profundizar en los efectos relacionados con factores de riesgo cardiaco, tales
como: la frecuencia y morfologia cardiaca, la ritmicidad y la circulacion, entre
otros factores, ya que resulta evidente que el abordaje desde el punto de vista
experimental de dicha problematica, permitiria aportar nuevas ideas alrededor
de la etiologia de la posible disfuncién cardiaca, asociada con el consumo del

TM y particularmente asociada al consumo del TM Chimé El Tigrito®.

I.b. Disfuncién Cardiaca

La disfuncion cardiaca podria ser entendida como una alteracion en la
morfo-funcionalidad de este vital érgano. Esta alteracion, podria ser inducida
por diversos agentes téxicos, entre otros factores, los cuales comprometerian la
funcion del corazén a través de la modificacion de parametros fisioldgicos como
el ritmo y la fuerza de contraccién, y por otra parte comprometerian la
morfologia de este oOrgano, hasta el punto de generar severos dafios

estructurales del miocardio *7.

I.b.;. Alteraciones en la funcion cardiaca.

Cabe destacar, que entre las alteraciones en la funcion cardiaca
vinculadas con la disfuncionalidad de este 6rgano, se encuentran las arritmias.
Estas, han sido definidas como anormalidades cardiacas funcionales
inmediatas (ACFI), derivadas de trastornos en la formacion de la corriente
i6nica, trastornos en la conduccién de la misma, o ambas “®. Esta condicién
puede ser ocasionada por la influencia de diversos factores, entre ellos se han

descrito condiciones como la isquemia, la hipoxia, la acidosis o alcalosis,
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anormalidades electroliticas, exposicion excesiva a catecolaminas, influencias
autonOmicas, toxicidad de farmacos, el sobre-estiramiento de las fibras
cardiacas y la presencia de tejido cicatrizal o afectado de algun otro modo.

En cuanto a los trastornos en la formacion de la corriente i6nica, cabe
destacar la pérdida del equilibrio entre la fase de despolarizacion y
repolarizacién de las células marcapaso. La alteracion en alguna de estas
fases, modifica la velocidad de conduccion de estas células cardiacas, la cual
es determinada por el potencial transmembrana de dichas células, ubicadas en
el nodo seno atrial SA, en la pared superior de la auricula derecha y las células
marcapasos del nodo atrio ventricular AV, ubicadas al lado derecho del tabique
auricular, muy ligado a las fibras de Purkinje, que facilitan la transmision del
impulso (Fig. 3). Es importante sefalar que cambios, por ejemplo, en el
potencial diastélico de -80 a -100 mV o cambios en el potencial de umbral de -
65 a -45 mV, dan como resultado una prolongacion del intervalo entre el primer
potencial de accién y el segundo, siendo estos factores determinantes en la

formacion del impulso “).

Auricula
Nodo Sinusal iFquierda

Ventriculo
izquierdo

Auriculs
derecha

Ventriculo
derecho

Fig. 3. Representacion esquematica del sistema de conduccién eléctrica del corazén (50)
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En cuanto a los trastornos en la conduccién del impulso, es preciso
sefalar, que una conduccién gravemente disminuida puede dar como resultado
un bloqueo simple, por ejemplo del nodo AV o de la rama del fasciculo. En
dicho fenbmeno, es importante el control que ejerce el sistema parasimpatico
sobre la conduccion AV, lo cual dentro de sus consecuencias mas comunes es
la generacion o formacién del fendmeno de reentrada o conocido también como
movimiento circular o de reingreso. En este movimiento, el impulso excita areas
del corazon mas de una vez, confinandose en &reas pequefias dentro del nodo
AV, afectando asi porciones de las paredes auriculares y ventriculares. Un
ejemplo de esta reduccion de la velocidad de conduccién, se ilustra a través de
una depresion de la corriente de sodio o una baja en la corriente de calcio
dentro de la célula marcapasos, o ambas, lo cual permitiria la reentrada de
estos iones, a muchos sitios del corazén, tales como el nodo seno auricular
(SA) o en el nodo atrio ventricular (AV), o en el propio miocardio ventricular,
produciendo asi un taquicardia ventricular V.

Otro factor importante vinculado con las ACFI es la actividad vagal. El
principal efecto de la acetilcolina liberada del nervio vago, se traduce en una
disminucién de la fuerza de contraccién del nodo atrio-ventricular (AV), una
disminucion de la velocidad de conduccion a través de éste y un decaimiento en
la frecuencia cardiaca. Por tanto, los impulsos vagales colinérgicos pueden
producir un efecto inotrépico negativo. Por otra parte, la liberaciéon de
norepinefrina por la estimulaciéon del nervio simpatico, incrementa la tasa de
respuesta del nodo seno atrial SA, generando una respuesta cronotropica

positiva, la cual es atribuida a un aumento de la corriente lenta de calcio hacia
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el interior de la célula cardiaca, y por tanto un aumento en la actividad contractil
62 Este efecto es similar al efecto sobre el nodo AV y sobre otras fibras de
conduccion.

Todos estos eventos conducentes a las denominadas ACFI, han sido
vinculados con cambios en la contractilidad, bien sea un incremento o una
disminucién de la misma; muy probablemente como una consecuencia de
eventos ionicos y estimulacion de vias de sefalizacibn enzimatica.
Particularmente, la estimulacion del sistema adenilato ciclasa, a través de las
catecolaminas, que estimulan los receptores B de las membranas, incrementan

el AMPc, afectando el reticulo sarcoplasmico que provee iones de calcio para

las proteinas contractiles ©2.

I.b.,. Alteraciones en la morfologia cardiaca.

Dentro de las alteraciones morfologicas del corazén, cabe destacar que
han sido clasificadas en cuatro categorias que incluyen: la hipertrofia cardiaca,
las cardiomiopatias, la pericarditis, y la necrosis cardiaca y miocarditis. Dentro
de este grupo de la necrosis cardiaca y miocarditis, se destacan las alteraciones
morfoldgicas inducidas por agentes téxicos a nivel tisular y celular ©¥.

A nivel tisular muchos mecanismos farmacologicos y bioquimicos,
altamente especificos, pueden mediar estas alteraciones morfologicas.
Particularmente, un severo dafio al tejido miocardico es percibido en la
miocarditis toxica y en la cardiomiopatia inducida por drogas, en donde se
registra la muerte del tejido cardiaco por efectos directos de quimicos altamente

toxicos. En la miocarditis aguda, ademas, hay edema intersticial, areas
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multifocales de necrosis celular del musculo cardiaco con bandas de
contraccién, y un infiltrado celular inflamatorio consistente de linfocitos, células
plasméaticas y leucocitos polimorfonucleares; puede haber eosindfilos, pero
raramente son prominentes. Con el uso de sustancias como Adenosina
difosfato (ADP), ciclofosfamida, catecolaminas y tromboxano A, han sido
reportados presencia de microtrombos. Este tipo de toxicidad por agentes
guimicos es fundamentalmente dependiente de las dosis utilizadas ®% Por su
parte, las alteraciones morfoldégicas a nivel celular inducidas por agentes
toxicos, encuentran sus blancos de accién a nivel de organelos de las células
del musculo cardiaco. A nivel mitocondrial, se ha reportado que agentes
desacoplantes de la fosforilacion oxidativa, como el dinitrofenol, compuestos
que interfieren con enzimas mitocondriales, como el cianuro y la hormona
tiroidea y compuestos que se enlazan al ADN mitocondrial como la acriflavina,
inducen cambios morfolégicos en este organelo. Otras estructuras como los
microtdbulos, se han visto afectadas por compuestos como las aminas
simpaticomiméticas, diuréticos que conducen a deficiencia del potasio,
causando acumulaciones laminares electron densas como formas visibles de
estas estructuras. También, la dilatacion masiva del reticulo sarcoplasmico, ha
sido reportada como consecuencia de la accion de agentes como las
antraciclinas ©°.

Todas estas alteraciones expuestas tanto a nivel de la funcion, como a
nivel de la morfologia cardiaca, se traducen en disturbios del equilibrio en
ambos niveles, que conllevan por tanto a un panorama generalizado del

progreso o no, del dafo tisular y celular, promoviendo una guia valiosa para
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entender la disfuncionalidad cardiaca y particularmente, la disfuncionalidad
posiblemente vinculada con el consumo de TM. Hasta el momento, la
informacion referida a los efectos generalizados promovidos por el consumo del
TM, en general, ha sido ampliamente reportada a través de datos
epidemiolégicos, clinicos y experimentales, sin embargo, pocos son los
referidos especificamente al Chimé El Tigrito®.

Respecto a los efectos generalizados promovidos por el consumo del TM
Chimo El Tigrito®, los mismos han sido reportados a través de algunos modelos
animales de experimentacion como los modelos murinos, asi como a través de
algunas estrategias metodolégicas in vivo e in vitro. A través de ellos, se pone
en evidencia la critica necesidad de profundizar en el estudio de los posibles
mecanismos relacionados con la toxicologia del TM Chimé El Tigrito®,
considerando el riesgo prevalente sobre la incidencia de su uso como potencial
factor generador de enfermedades en el humano.

Ante esta critica necesidad, se han sugerido estudios en diversos
modelos animales disefiados con distintas patologias conocidas. Entre ellos, un
modelo animal de diabetes, como el uso de ratones transgénicos no obesos
(NOD), podria explicar como se verian afectadas estas patologias crénicas, por
el consumo de TM y por otra parte la ateroesclerosis, abordada mediante el uso
de Apolipoproteina E (ApoE) en ratones, podria incrementar el entendimiento
del efecto del TM sobre el sistema cardiovascular.

En este despliegue de diversos modelos experimentales para abordar la
toxicologia del TM, ha surgido un modelo de amplia utilidad como es el pez

cebra Danio rerio. Dicho modelo se ubica entre los extremos de los sistemas
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celulares in vitro menos complejos pero aislados, y los modelos animales y
humanos, mucho mas complejos, sin embargo de mayor costo y mayor
restriccion ética ©”.

Como es sabido, la accién sobre el sistema cardiovascular, de la mayoria
de los productos quimicos, agentes farmacéuticos y particularmente productos
naturales, ha sido uno de los grandes temas en la investigacién toxicoldgica.
Asi, numerosos compuestos farmacéuticos, han sido asociados con efectos
como el alargamiento en la repolarizacién cardiaca y la prolongacion del
intervalo QT; fendmenos estos, asociados con una potencial causa de muerte
subita. Investigaciones con el pez cebra, han mostrado que al igual que en
humanos, numerosos compuestos de origen farmacéutico, inducen
anormalidades en la repolarizacién y causan bradicardia en este modelo, lo que
ha hecho de él un sistema eficiente para los bioensayos de accion cardiotoxica
inducida por medicamentos ©?.

De estos datos se ha podido interpretar que este modelo de
experimentacion animal, surgido en las uUltimas décadas como un modelo de
alta eficiencia en la experimentacion biomédica, podria también contribuir con
nuevos conocimientos de los parametros de disfuncion cardiaca, asociados a la
cardiotoxicidad del TM y particularmente del TM Chimé El Tigrito®, hasta el

momento poco conocida.

I.c. Pez Cebra Danio rerio
El pez cebra Danio rerio, es un ciprinido vertebrado dulceacuicola y de

aguas tropicales, originario del sureste asiatico. La geografia de estas regiones
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asiaticas, caracterizada por poseer climas monzénicos con lluvias abundantes y
estaciones mas secas, ejerce cambios drasticos en el medio ambiente de este
pez, asi como cambios en las condiciones fisico-quimicas, que conlleva a
favorecer su adaptabilidad a sobrevivir en ambientes variables. EI cambio en los
factores de salinidad, pH o temperatura explica, probablemente, el amplio rango
de tolerancia del pez cebra ante distintos factores, asi como su fécil
mantenimiento en cautividad ©®. En los ultimos treinta afios, el pez cebra Danio
rerio se ha convertido en uno de los modelos biolégicos mas importantes
dedicado a la experimentacion en el campo de la genética, la bioquimica, la
biologia celular, molecular y particularmente en el campo del desarrollo
cardiovascular, por encima de otros modelos animales como la Drosophila
melanogaster y el Mus musculus o ratén de laboratorio ©?.

La versatilidad de las caracteristicas que han hecho del pez cebra una
herramienta de gran valor para estudiar la biologia del desarrollo, se utilizan
ahora para el descubrimiento de nuevos medicamentos, gracias a la posibilidad
de realizar experimentos a gran escala. No solo tiene importancia en el campo
de la biomedicina, sino también, en los Ultimos afios ha sido utilizado en
toxicogendmica y la nanotoxicidad, para analizar los efectos de la
contaminacion en el medio ambiente y para crear bioindicadores que emitan
sefiales de alarma cuando hay un compuesto téxico en el medio ©%.

Esta especie de actinopterigio del Superorden Teleostei, Orden
Cypriniformes y Familia Cyprinidae, como es el pez cebra, tiene una longitud
entre 3 y 5 cm en la edad adulta, presentando dimorfismo sexual tanto en el

tamafio como en color. El macho se caracteriza por ser alargado, fusiforme, de
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color dorado o plateado, presenta una aleta dorsal Unica; longitudinalmente
posee de 5 a 9 bandas de color azul oscuro, dandole un aspecto cebrado, del
que se toma el nombre ©?. Las hembras suelen ser mas grandes que los

machos y tienen un color de fondo plateado (Fig. 4).

/i'-”.ﬁ..’._;___. -

Figura 4. Pez Cebra Macho y Hembra. Imagen Laboratorio de Microscopia del Instituto
Anatémico José lzquierdo.

El pez cebra puede ser mantenido con variaciones en los parametros del
agua Yy sobrevivir, con lo cual se asegura que a la hora de reproducirlos, la
cantidad de huevos viables sea maxima. Es importante destacar esto, puesto
que la mayoria de los experimentos que se realizan con pez cebra, requieren
méas de embriones que de adultos ©®, lo que hace necesario cuidados 6ptimos
gue permitan mantener el maximo numero de embriones.

La importancia de hacer uso de este organismo como modelo
experimental, en comparacioén con otros modelos, radica en que su patron de
desarrollo es similar al de los vertebrados superiores, incluidos los mamiferos y

por lo tanto el hombre ®Y. También, se ha demostrado la similitud entre el
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genoma humano y el del pez cebra, por eso muchas de las mutaciones que se
producen en el pez cebra pueden dar lugar a fenotipos similares a los que
presentan muchas enfermedades humanas 69, Hay que destacar que este
organismo es ideal para mantener acumuladas mutaciones seleccionadas sin
gue se produzca la muerte del embrion, a diferencia de lo que ocurre con otros
mamiferos. Por ello, gracias a los estudios sobre cribados mutacionales, que
consisten en alterar las secuencias de ciertos genes para generar cambios, se
puede obtener la funcion del gen alterado y de este modo observar qué érgano
se ve afectado por la mutacién ©°.

Ademas de las caracteristicas anteriormente mencionadas, la
embriogénesis externa y la transparencia de los embriones, facilita la
observacién al microscopio de todos los estadios de su desarrollo, asi como el
seguimiento de la organogénesis. Dicho proceso es rapido, facilitando que a las
24 horas post-fecundacion (24 hpf), ya sea posible apreciar la segmentacion
cefalica y la formacion de estructuras como el tubo neural, la notocorda,
precursor del musculo y los somitos, precursores del esqueleto. Al alcanzar los
5 dias post-fecundacion (dpf), es posible apreciar estructuras como el corazén,
el higado, los rifiones y el pancreas, asi como la formacién de 6rganos
sensoriales, comparables con los oOrganos en el estadio adulto (Fig. 5).
Asimismo, los sistemas circulatorio, digestivo y nervioso son perfectamente
funcionales. En este momento el pez es totalmente capaz de responder a
estimulos visuales, olfativos y mecanicos ©”, lo que hace eficiente al pez cebra
en los estudios de la toxicidad de sustancias que son absorbidas del medio en

que se los mantiene ©?.
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Fig. 5. Representacion de los 6rganos del pez cebra en estadios larvario (A) de 3 a 5 dias (dpf)
y adulto (B) ®?. Modificado por Mujica C, 2015.

Durante la organogénesis del corazon (Fig. 6 a-d), se hace posible
visualizar la morfologia cardiaca de manera directa, el corazdn presenta forma
de tubo durante las primeras etapas del desarrollo, aproximadamente a las 22
horas post fertilizacion (hpf). A partir de las 24 hpf comienza esta estructura a
latir de manera coordinada e independiente del sistema cardiovascular.
Aproximadamente a las 36 hpf ocurre un movimiento de rotacion con el cual
alcanza una posicién ventro-anterior y durante este periodo, se define el arreglo

cardiaco en dos camaras principales, auricula y ventriculo (Fig. 6 e-g) ?.
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Fig. 6. Estadios del desarrollo cardiaco ™ Modificado por Mujica C, 2015

De igual manera en la organogénesis, es posible apreciar la circulacion,
que se visualiza con la entrada sanguinea a través del seno venoso que fluye
en serie a través del atrio, ventriculo y vulvo arterioso antes de salir hacia la
aorta ventral (Fig. 7). Se destaca ademas, la plataforma anatomica de
conduccion eléctrica, y su recorrido desde la zona de marcapaso a lo largo de la
zona atrial y ventricular del corazon tubular en larva de pez cebra. Esta relacion
morfo-funcional resulta similar en las aves, anfibios y mamiferos, durante

etapas tempranas del desarrollo embrionario, por lo que se afiade al conjunto
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de caracteristicas que fortalecen ain mas el uso del pez cebra como modelo de
experimentacion y particularmente su contribucion en el estudio de la

disfuncionalidad cardiaca promovida por agentes quimicos.

Tracto arterial de salida

Canal Atrio-Ventricular

Atrio primitivo
Ventriculo primitivo

Conduccionde la
corriente

Zona de/ \ \

marcapaso , .
Flujo sanguineo

Seno Venoso de entrada

Figura 7. Representacion esquematica de la circulacion sanguinea (trazado rojo). Relacion
morfo-funcional de la plataforma de conduccién eléctrica (trazado negro). Areas cardiacas en
corazén de larva de pez cebra Danio rerio . Modificado por Mujica C, 2015.

Bioensayos sobre pez cebra Danio rerio, evaluando el efecto de
farmacos como la clozapina, quinidina, eritromicina, lidocaina y verapamil, entre
otros, han permitido determinar los rangos de concentracion toxica de estos
compuestos, ademéas de cambios en la frecuencia cardiaca, en la ritmicidad,

presencia de edema pericardico, cambios en la morfologia cardiaca, presencia
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de trombosis y hemorragias, entre otros cambios, asociados a dichas
concentraciones (™®. Estos resultados han permitido ilustrar la alta eficiencia de
este modelo animal, no solo en la prediccion preclinica de aspectos
farmacoldgicos, como la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién, sino
también en la prediccion de la biologia cardiaca nativa de complejos
medicamentosos y otros agentes cardiotdxicos 4.

Este modelo ha sido usado en numerosos estudios de cardiotoxicidad,
empleando potenciales productos con conocida y desconocida actividad
cardiotoxica. Un ejemplo de ellos, ha sido dado a través de estudios con
mezclas complejas de hidrocarburos aroméaticos policiclicos provenientes de
derrames de petroleo crudo, de desconocida bioactividad cardiaca. Con estos
productos han sido sometidas, experimentalmente, distintas poblaciones de pez
cebra, resultando en ellas la aparicibn de numerosas sefales de
cardiotoxicidad, entre estas la presencia de edema pericardico, defectos en el
circuito cardiaco con reduccién en la circulacion arteriovenosa, ademas de la
presencia de hemorragias "®. Otras sustancias provenientes de diversos
procesos industriales tipo dioxinas como el TCDD, conocidos como
contaminantes ambientales altamente toxicos, han demostrado anormalidades
funcionales y morfolégicas en el corazén del pez cebra ®. También la
aplicacion de compuestos como el carbaril ", farmacos antipsicéticos atipicos
® 'inhibidores de la quinasa 9, y agentes quimioterapéuticos ®”, han ilustrado
el valor del pez cebra como paradigma de pruebas preclinicas para predecir

efectos cardiotoxicos provocados por medicamentos en fase de desarrollo.
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Recientemente, se ha aprovechado el andlisis in vivo de la proliferacion
de los cardiomiocitos, para identificar compuestos quimicos que podrian
promover este proceso en embriones de pez cebra, abriendo asi una ventana
para el posible andlisis in vivo de este importante proceso del desarrollo como
lo es la proliferacién celular. Ademas, se ha abierto la posibilidad de una
efectiva contribucion al perfeccionamiento de las terapias de reemplazo del
tejido cardiaco dafiado por infarto en humanos @D Todos estos aportes han
fortalecido este modelo experimental ya que ilustran una respuesta toxica bien
definida, con la cual ha sido posible entender la disfuncionalidad cardiaca.

En Venezuela, especificamente, las tres primeras causas de muerte se
encuentran vinculadas con las enfermedades cardiacas, el cancer y las

enfermedades cerebrovasculares @2,

Estas patologias, que pueden ser
originadas por mdltiples factores, normalmente, se relacionan con edades
avanzadas y habitos de vida propios de sociedades de consumo, uno de los
cuales es el consumo del tabaco en todas sus formas.

Considerando las caracteristicas del TM en general, asi como la
toxicidad del Chimé El Tigrito®, vinculada posiblemente con alteraciones en la
disfuncionalidad cardiaca, condicién ésta donde el consumo del tabaco y sus
derivados, constituyen un factor de riesgo importante y asociada a un problema
de salud publica de gran prevalencia a nivel juvenil, tal como se puso en
evidencia en la Encuesta Mundial sobre Tabaquismo en Jévenes en 1999 ©3
donde se expresd que el consumo de Chimé, es un fendmeno urbano, sin

distincion de clases socioecondmicas; aunado a la posibilidad de contar con un

modelo experimental como el pez cebra Danio rerio, conlleva a considerar todo
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esfuerzo que conduzca a establecer controles en su consumo y a conocer a
mayor profundidad la toxicologia vinculada al consumo del Chimé El Tigrito®,
hasta el momento poco claramente establecida.

Por lo que se puede deducir que el Chimé El Tigrito® podria estar
vinculado con la disfuncion cardiaca a través de los cambios en la funcién y en
la morfologia del corazén, producidos posiblemente por su intervencion sobre la

ritmicidad cardiaca y la estructura tisular y celular.

l.e. Objetivos.
l.e.;. Objetivo General.

Estudiar la disfuncion cardiaca inducida por el extracto acuoso de tabaco
masticable (EATM) Chimé El Tigrito® en modelo experimental larvario de pez

cebra Danio rerio.

l.e.,. Objetivos Especificos.
1. Identificar la composicién quimica del Chimé El Tigrito® a través de

Cromatografia de Gases con detector de Masas.

2. Determinar la concentracion letal cincuenta (CLsg) de EATM Chimé El Tigrito®

sobre poblaciones larvarias de pez cebra Danio rerio de 5 dpf.

3. Estimar la concentracion toxica cincuenta (CTso) del EATM Chimé El Tigrito®

en un rango de concentraciones umbrales.
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4. Evaluar alteraciones en la actividad cardiaca en poblacion larvaria de pez
cebra Danio rerio de 5 dpf, controles y tratadas, a través del registro de cambios

funcionales y morfoldgicos.

5. Determinar muerte celular vinculada con la accion téxica del EATM Chimé El

Tigrito® haciendo uso de la tincién histoquimica de naranja de acridina (NA) en

poblacién larvaria de pez cebra Danio rerio de 5 dpf, controles y tratadas.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Il.a. Obtencién e Identificacion de la composicién quimica del Chimé El
Tigrito® a través de Cromatografia de Gas con detector de Masa

El producto utilizado, denominado Chimé El Tigrito® fue adquirido en
casa comercial de venta publica, especificamente en Quiosco ubicado en
Fuerte Tiuna, Dtto. Capital. Para la estimacién de la composicién quimica del
mismo, se contd con el andlisis por Cromatografia de Gases con detector de
masas, realizado en el Laboratorio de andlisis Toxicolégicos, Fisicos-Quimicos y
Microbiolégicos, Sedicomvet C.A., ubicado en la ciudad de Maracay, Edo.
Aragua. Este laboratorio, como un centro acreditado, proporcioné resultados
confiables y reproducibles del andlisis quimico de la muestra de TM Chimé El

Tigrito®, a través de equipos de alta tecnologfa.

ll.a.,. Preparacion de la muestra de Chimé El Tigrito® para ser sometida a
estudio de cromatografia de gas con detector de masas.

Las condiciones empleadas para la separacién y deteccion de los
diferentes productos de la muestra utilizada fueron las siguientes: se utilizaron
reactivos como el etanol, metanol, acetonitrilo y hexano, para determinar la
solubilidad de la muestra. Se procedio a pesar entre 1 y 5 g de la muestra, la cual
se diluyé en un balén de 10 ml con el solvente apropiado. Posteriormente, se
coloco en ultrasonido por 15 minutos, se filtr6 con un filtro de 0,45 p, para

seguidamente, realizar la inyeccion en el Cromatografo de gases.
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Las condiciones cromatograficas para la inyeccion de la muestra fueron
las siguientes: Se utilizé una columna HP-5; MS Agilent J&W GC, de 30 m de
longitud, dimensiones 0,250 mm x 0,25 mm. Horno: next: 70 Hold: 15 °C; °C/min:
20 Next: 200 Hold: 15 °C; °C/min: 20 Next: 250 Hold: 30°C. El volumen de
inyeccion fue de 5 pl.

Los calculos de las concentraciones presentes en la pasta de tabaco,

fueron realizados a través del software del equipo.

Il.Lb. Obtencién de los huevos y las larvas del pez cebra Danio rerio de 5 dpf.

Para la obtencién de los huevos y las larvas, a ser utilizadas en los
distintos bioensayos de toxicidad, se recurrié a la adquisicion de peces cebra
adultos de tipo silvestre (wt), en la casa comercial Tienda “Las Mascotas” Los
Chaguaramos. Una vez incorporados al Laboratorio, estos fueron acondicionados
en las peceras respectivas, provistas de un sistema adecuado de oxigenacion,
iluminacion y desinfeccion. Los peces adultos, fueron alimentados cuatro veces al
dia con alimento en hojuelas, 50% en proteinas (Pro Balance Blood Worms) y
sometidos diariamente a ciclos de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad, para
la estimulacion de la postura de los huevos. Una vez inducida la puesta de los
huevos, estos son fertilizados externamente por los machos, y depositados por
caida libre al fondo de la pecera, recolectandose a través de una malla, dentro de

los respectivos recipientes de recoleccion o parideras (Fig. 8).
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Fig. 8. Recipientes de recoleccion de huevos de pez cebra Danio rerio. Imagen tomada en el

Laboratorio de Microscopia Electrénica del Instituto Anatomica José Izquierdo. Mujica C., 2015.

Los huevos fertilizados, recolectados en tandas de 400 huevos por dia,
fueron extraidos, lavados y colocados en placas de Petri para ser incubados a 28
°C, hasta que alcanzaron los 5 dias post-fertilizacion (5 dpf). Estas larvas fueron
expuestas a las distintas concentraciones de EATM, definidas para los

respectivos bioensayos (Fig. 9).
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Fig. 9. Estadios larvarios del pez cebra Danio rerio. A. 1 dpf, B 4 dpfy C 5 dpf.

ll.c. Bioensayo de toxicidad de EATM Chimé El Tigrito® sobre poblaciones
larvarias de pez cebra Danio rerio de 5 dpf.

Cabe destacar que dentro de la bateria de ensayos de primera barrera
para evaluar el potencial toxico de sustancias desconocidas, se ha hecho uso de
numerosos procedimientos que incluyen la prueba clasica de toxicidad aguda o
método tradicional y las nuevas tendencias para el estudio de toxicidad. Entre
éstas, se han destacado el Test de Clasificacién de Toxicidad Aguda o Método
de las Clases de Toxicidad ®?, el Procedimiento denominado Up and Down &y
el Procedimiento de Dosis Fija ©®, el cual consiste en la administracion de una
dosis Unica de la sustancia o de varias dosis fraccionadas en el transcurso de 24

horas.
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En la presente investigacion, se hizo uso de la prueba clasica de toxicidad
con modificaciones, adoptando los criterios regulatorios de validacion y analisis
de los métodos alternativos cientificamente seguros, considerando el criterio de
las tres R: reduccién, refinacion y reemplazamiento, acompafiado de la
responsabilidad en el manejo del modelo animal durante toda la investigacion.

En este contexto, la estimacion de la concentracion letal cincuenta o CLsg
del EATM, parti6 de una solucién madre de Chimé El Tigrito®, elaborada con 40
mg de pasta de chimo, la cual se disolvié en 1 mL de agua filtrada, con agitacion
constante por un periodo de 10 minutos, hasta disolucion completa. Dicho peso,
fue seleccionado en base a informacion referenciada por otros autores y
adaptado a las condiciones del estudio ®”. Para la estimacién de la CLso, se
procedié a realizar una curva concentracion - respuesta, a fin de conocer la
concentracion de EATM capaz de generar el 50% de mortalidad en la poblacion
larvaria expuesta durante un periodo de 3 a 24 horas. Para ello, fue seleccionado
un rango de concentraciones definido entre 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 mg/ml,
el cual fue utilizado para estimar la CLso.

En placas de dosificaciéon de 24 pozos y volumen maximo de 1 ml, se
colocaron las distintas diluciones del EATM, y fueron depositadas 5 larvas de pez
triplicado a temperatura ambiente. Transcurrido el periodo de exposicion, las
respuestas emitidas por la poblacion larvaria, particularmente el porcentaje de
mortalidad, fue utilizado para calcular la CLsy por el método de Spearman-Karber
(88)'

Paralelamente, se evalud el efecto de controles positivos como el Extracto

Hidroetandlico de Tabaco Masticable Chimé El Tigrito® (EHTM), y un Extracto
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Acuoso de Picadura de Cigarrillo (EAPC), ambos extractos, posiblemente
inductores de respuestas comparables con la accion del Extracto Acuoso de
Tabaco Masticable. Un control en agua de pecera también fue evaluado. El
EHTM, fue preparado a partir de una solucion de peso maximo de 40 mg. de
pasta de chimd, por ml. de etanol al 100%. Una vez obtenida esta solucién
alcohdlica, fue mezclada durante una hora y colocada luego en estufa a 60 °C
durante 72 horas. El sedimento obtenido, fue resuspendido en agua de pecera 'y
de igual manera se realizaron diluciones sucesivas a iguales rangos de
concentracion. EI EAPC, fue obtenido a partir de un peso promedio de 0,63 g de
picadura de cigarrillo comercial ® en 50 ml. de agua de pecera.

Para la estimacion de la concentracion umbral promotora de sefiales de
accion toxica, se procedio a realizar una relacion concentracion-respuesta, en un
rango de concentraciones por debajo de la CLsy estimada, definido entre 3, 5, 7,

9,11, 13y 15 mg/ml (Fig. 10).
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Fig. 10. Esquema representativo de los rangos de concentracion letal cincuenta (Clsy) Yy
Concentracién Umbral (Cympra)
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[l.d. Disfuncion cardiaca

Cabe destacar que la disfuncion cardiaca fue evaluada a través de la
estimacion de cambios en la funcion y la morfologia del tejido cardiaco. En
cuanto a los cambios en la funcion cardiaca, los mismos fueron monitoreados a
través de las variaciones en el ritmo cardiaco de las larvas de pez cebra de 5 dpf
tratadas con EATM y con sustancias moduladores de la frecuencia cardiaca,
usadas como controles positivos. Entre estas sustancias se escogieron dos
reductoras de la frecuencia cardiaca, como la atropina, la cual produce una
disminucién discreta de la frecuencia por estimulacién vagal y la neostigmina,
que a través de la inhibicidén de la colinesterasa, induce una disminucién en la
frecuencia. Por ultimo, una sustancia que incrementa la frecuencia cardiaca
como la efedrina, que a través de un efecto beta;, provoca un aumento de ésta.

Dicha evaluaciéon fue realizada a través del método semi-invasivo de
Videocardiograma (VCG). Para ello, las muestras de larvas controles y tratadas,
depositadas en wuna capsula, fueron colocadas bajo un microscopio
estereoscépico conectado a la camara del video. La camara, ajustada a una
velocidad de 200 cuadros/seg, permiti6 obtener un videoregistro, el cual fue
realizado sobre el area cardiaca de la larva siguiendo la actividad de contraccién
y relajacion. EI VCG registrado, fue almacenado y procesado mediante el
programa ImageJ. El mismo, permite a través de las transformaciones
matematicas de Fourier, transformar el nimero de contraccion y relajacion en
términos de puntos maximos de variacion de luminosidad. El ajuste de esta
variacion de luminosidad nos arroja un valor estimado de la frecuencia cardiaca

promedio en pulsaciones por minuto (P/min), aplicado en cada una de las larvas
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de las distintas poblaciones controles y tratadas. Los VCG fueron registrados
durante 60 segundos para cada uno de los bioensayos.

Para la obtencion del VCG se realizé un enfoque sobre la region cardiaca
de la larva, observada con un Microscopio Nikon SMZ800. Una vez delimitada el
area cardiaca, se inicio el programa ImagelJ instalado en el computador,
activando la secuencia de comandos correspondientes al programa de analisis
de imagen: Plugins-Time Series Analyzer V2.0; ROl Manager-Add[t];
GetAverage. Luego de la activacion de esta secuencia se obtuvo el VCG, el cual
fue registrado y almacenado en la carpeta de resultados. Sobre estos registros
videograficos, se determind la tasa cardiaca o latidos/min y la ritmicidad o
relacion atrio-ventricular (AV). Una relacion AV mayor a 1, es indicativo de
irregularidad del ritmo.

En cuanto a los cambios en el tejido cardiaco, estos fueron descritos sobre
individuos de la poblacion larvaria, sometida a las distintas concentraciones de
EATM, a través de cortes histoldgicos realizados sobre el &rea cardiaca, obtenida
luego de 24 hrs. de tratamiento, los mismos fueron contrastados con Giemsa,
una mezcla de derivados tiacinicos catidnicos, destinados a tefiir ndcleos
celulares de color azul intenso y el citoplasma en tono rosado ©.

También se realizaron preparaciones citoldgicas o improntas de tejido
cerebral, constituidos por capas unicelulares de este tejido, los cuales fueron
extendidos sobre portaobjetos, a través de contacto directo entre éste y la
superficie del mismo. Una vez obtenida la capa de tejido, esta fue contrastada
igualmente con tincidn de Giemsa. Ambas preparaciones, fueron observadas a

través del microscopio Olympus IX71.
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Il.d.;. Evaluacion del Perfil isquémico

Para evaluar la toxicidad cardiaca inducida por el EATM a las 24 h de
tratamiento, se determinaron los niveles de Creatinina Quinasa (CK) y su
isoenzima de subunidad MB, como marcadores bioquimicos del trauma
cardiaco. Para ello, se hizo uso del método espectrofotométrico EAGLE ®9 con
modificacion para extracto de tejido homogenizado, proveniente de las larvas de
pez cebra 24 h post tratamiento (30 larvas/200ul de agua de pecera), tanto
controles como tratadas. La reaccion enzimatico-cinética de transformacion de
la Creatina-Fosfato, fue registrada a 340 nm. También se determinaron las
actividades de la Aspartato Amino Transferasa (AST) y Lactato
Deshidrogeneasa (LDH), como grupo de biomarcadores complementarios de la

evaluacioén del trauma cardiaco.

Il.e. Sefiales generales de accion toxica

El registro de sefiales de accidn toxica no causantes de muerte, tales
como: cambios en la conducta de nado, presencia de edema del saco vitelino, y
torsion de la columna, fueron caracteres escogidos para ser considerados como
patron de modificaciones generales, como consecuencia de la accién toxica del
EATM.

Estas modificaciones, fueron monitoreadas bajo la observacion del
microscopio digital Selectron 443202, con programa Digital Microscopy Suite 2.0.
Registros en video, fueron realizados al momento del primer contacto entre las
larvas de pez cebra de 5 dpf y concentraciones sub-letales de EATM a

temperatura ambiente y luego de 3 horas de exposicion. Transcurrido este tiempo
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las poblaciones larvarias, controles y tratadas, fueron sometidas a un estimulo
mecanico y las respuestas fueron representadas graficamente, a través de trazos
de los patrones de nado, antes y después de cada tratamiento, de acuerdo a
estudios de andlisis de comportamiento, llevados a cabo por otros autores V.

Observaciones a mayor aumento, bajo microscopio estereoscopico,
permitieron describir otras sefales de toxicidad. Para ello, en las larvas controles
y tratadas, fue observada la porcion vitelina, el tronco larvario, el area cefalica y el
area cardiaca. Las imagenes respectivas fueron registradas. La cuantificacion de
estos cambios fue realizada a través del analisis morfométrico.

La porcion cefélica y la porcion cardiaca, fueron visualizadas con el uso de
sondas fluorescentes como la Naranja de Acridina (NA). Para ello, las muestras
controles y tratadas, transcurridas las 24 horas de exposicion, fueron sumergidas
en una solucién de 10" M de NA durante 2 minutos, transcurrido este tiempo las
muestras fueron observadas bajo el microscopio de fluorescencia Olympus 1X71
con camara digital DP71. El marcaje con NA es un ensayo rapido para la

evaluacion de apoptosis en embriones de pez cebra ©?.

Il.f. Analisis estadistico

A través del analisis estadistico, se calculd la linealidad de los datos de las
variables dependiente (mortalidad) e independiente (concentracion del toxico)
para una especie y un tiempo de exposicion a traves del método Probit, el cual es
un meétodo paramétrico que permite relacionar una variable independiente
(concentracion del toxico) y una variable dependiente (respuesta). Para ello

fueron definidos los siguientes parametros: a) La concentracion en mg/ml de
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cada extracto utilizado (EATM y EHTM), transformada en logaritmo decimal (eje
X) y b) La respuesta acumulada de los organismos (mortalidad acumulada) se
transformé a unidades probit (eje Y).

Una vez graficada la linealidad de los datos de las variables involucradas
se calculo la correlacion de los datos o coeficiente de determinacion a traves de
la formula y=a+bx. El coeficiente de determinacion es una medida estadistica de
la bondad del ajuste o fiabilidad del modelo estimado a los datos. Se representa
por R? e indica cudl es la proporcién de la variacion total en la variable
dependiente (Y), es decir, mide la capacidad explicativa del modelo estimado.
Una vez calculado el coeficiente de correlacion, se halla la Concentracion letal 50
a través del analisis de Spearman-Karber, para el célculo de las diferencias
significativas con un 95% de confianza. También se aplicé la prueba estadistica

de t de student, para la comparacion de valores medios + DE.
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[ll. RESULTADOS

lll.a. Identificacién de la composicién quimica del TM Chimé El Tigrito®
De acuerdo a la metodologia utilizada, los resultados obtenidos muestran
el aspecto fisico, concentracion y factor de retencion de distintos compuestos

quimicos presentes en la muestra de TM Chimé El Tigrito® ensayada (Tablal).

Tabla I. Caracteristicas fisicas de la muestra de Chimé El Tigrito®

Muestra COLOR OLOR TEXTURA

Chimé El Tigrito® Negro Tabaco Crema

Tabla ll.a. Compuestos quimicos encontrados la muestra de Chimé El Tigrito®

Compuesto Quimico Concentracion Factor_[?e

(ppm) Retencion
Nicotina @ 10606.70 18,79
2-Fluorofenilhidrazina 3742.41 20,13
Cotinina ® 2818.94 22,91
Colesterol 5607.60 49,73
Colest-8(14)-ene-3,15-dioni 1760.88 54,98
Estigmastan-3,5-diono 1524.12 57,45
D-alfa-Tocoferol 1681.58 64,83

@ ®) Alcaloides del Tabaco.
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Tabla Il.b. Compuestos quimicos encontrados en la muestra de TM Chimo El Tigrito®

- Peso Formula .
Quimico Molecular | Molecular Estructura Quimica
.;jin_
Nicotina @ 162 C1oH14N> 78\ N
—
Cotinina ® 176 CioH12N,0 \,:, / """q\A'iii'
I
'::H3,
Colesterol 386 C27H460
Estigmast
an-3,5- 396 C29H48
diono
D-alfa-
Tocoferol 430 C29H5002
Colest-
8(14)-ene- 398 Cy7H4505
3,15-dioni
2-
Fluorofenil 126 CgH7FN, H
hidrazina HaN

@ ) alcaloides del Tabaco
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liL.b. Bioensayo de Toxicidad de EATM Chimé El Tigrito®

La toxicidad del EATM qued6 expresada a través de una relacion
concentracion-respuesta, donde se graficé el porcentaje de mortalidad (%M) de
la poblacion larvaria en la coordenada Y, en funcion de las distintas
concentraciones del EATM en la coordenada X, transcurridas 24 horas de
tratamiento, representada por una curva. El % M aumenté en funciéon de la
concentracion; a mayor concentracion, mayor mortalidad. Por su parte, el EHTM
presenté un comportamiento aproximadamente similar al del EATM (Figura 11).
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Figura 11. Curva concentracién-respuesta de Extracto Acuoso (EATM) y Extracto Hidroetanélico
(EHTM) de Tabaco Masticable a las 24 horas. Los resultados son expresados como % de
Mortalidad vs. La concentracion de los extractos. Cada punto graficado corresponde al valor
promedio de tres experimentos realizados por duplicado. X+tDE. N=30 larvas/punto.

Al relacionar los logaritmos de las dosis con los porcentajes de respuestas
de mortalidad, expresadas en términos de probabilidades del evento o unidades
probit (Fig. 12), el cual corresponde a la proporcion de mortalidad expresada en

unidades de desviacion estandar de la media de una curva normal, se obtuvo
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una linea recta con un coeficiente de correlacién que expresé una buena medida
de asociacion lineal entre las dos variables (concentraciones vs mortalidad), con
un valor R> muy cercano a 1, que es la variacion total de la variable
independiente (Fig. 12). De la grafica obtenida se destaca una vinculacion directa
significativa entre ambas variables, a las 24 horas de exposicion para los

extractos.

RZ=0,7286

R=0,9441
® EATM
® EHTM

Lineal (EATM)

Mortalidad en valor Probit

Lineal (EHTM)

0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 16 1,8

Log. Concentracién (mg/ml)

Fig. 12. Relacion entre el logaritmo decimal de la concentracién en mg/ml de EATM y EHTM, y
el porcentaje de mortalidad en transformacion Probit. Se destacan los coeficientes de
correlacion R,

Una vez obtenida la correlacion positiva entre el porcentaje de mortalidad
y la concentracion de cada uno de los extractos, se procedid a calcular la
concentracion letal cincuenta (ClLsg), a las 24 h de exposicion, la cual
correspondio para el EATM a 21,5 mg/ml y para el EHTM a 24,5 mg/ml. Al
incorporarle a la desviacion estandar (Sm) el valor de 95% de confianza,

particularmente un factor de 1.645, se obtuvo la CLsy = Sm, para cada extracto.
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Dicha expresion permiti6 determinar el rango de concentraciones toxicas
caracterizadas por intervalo supra-letal correspondiente a ClLsp + Sm y un

intervalo umbral correspondiente CLsp — Sm.

lll.b.1. Toxicidad (CTsp)

Una vez obtenida la CLso del EATM, se estimé el rango de concentracion
toxica. Este, fue seleccionado en funcion de la reduccién de la frecuencia
cardiaca, como efecto téxico de mayor prevalencia en el rango umbral de la CLsy,
definido entre 0 y 12 mg/ml, durante 24 horas. La relacién concentracidn-
respuesta toxica quedo expresada a través de curva (Fig. 13), que represento el
creciente numero de individuos con menor frecuencia cardiaca, en funcién de la
concentracion. Cabe destacar que dicha relacion, se expresé de manera similar

en todos los extractos ensayados, EATM / EHTM / EAPC.

120
100

80 -

—4—EHTM
—-EAPC
—a—EATM

CTg 7,5+ 5mg
60 -

40 -

Porcentaje de Toxicidad

20 -

o 3 Cgneentracion (img/ml) 9 12

Fig. 13. Curva concentracion-respuesta de las concentraciones de Extracto Acuoso (EATM),
Extracto Hidroetanélico (EHTM) y Extracto Acuoso de Picadura de Cigarrillo (EAPC) como
control positivo. Los resultados son expresados como % de toxicidad expresada en funcién de
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la disminucién de la frecuencia cardiaca. Se representa el valor promedio de tres experimentos
realizados por duplicado durante 3 horas. XtDE. N=30 larvas/punto.

Al relacionar los logaritmos de las concentraciones con los porcentajes de
toxicidad, expresadas en unidades probit, se pudo obtener un conjunto de tres
lineas rectas con un coeficiente de correlacion (R?) que expres6é una buena
medida de asociacion lineal entre las dos variables (concentracién vs disminucién
de la frecuencia), con un valor R muy cercano a 1, que es la variacion total de la
variable independiente (Fig. 14). De la gréfica obtenida se destaca una
vinculacion directa significativa entre ambas variables, a las 24 horas de

exposicion para los extractos.

R2 =0,9692

® EHTM

@® EAPC

® EATM
= Lineal (EHTM)
—— Lineal (EAPC)
— Lineal (EATM)

R2=0,8663

Toxicidad en valor Probit

0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1 1,2
Log. Concentracién (mg/ml)

Fig. 14. Relacién entre el logaritmo decimal de la concentracion de EATM, EHTM y EAPC en
mg/ml, y el pzorcentaje de toxicidad en transformacion Probit. Se destacan los coeficientes de

correlacion R .

Una vez obtenida la relacion de toxicidad, expresada en términos de la
relacibn concentracion-respuesta téxica para el EATM, la concentracion toxica

cincuenta, CTsy estimada fue de 7,5 mg/ml. Al incorporarle a la desviacion
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estandar (Sm) el valor de 95% de confianza, particularmente un factor de 1.645,

se obtuvo la CTsg £ Sm.

lll.c. Disfuncion cardiaca

Como sefal caracteristica de disfuncion cardiaca se observd la
disminucién de la frecuencia cardiaca, como efecto toxico predominante, asi
como la tincién positiva a la NA en la region del corazén con alteraciones en el

tejido y la bioquimica cardiaca.

[ll.c.;. Disminucion de la Frecuencia cardiaca

Una vision lateral de larvas controles y tratadas con EATM (Fig. 15, panel
superior), permitid visualizar una clara region cardiaca, con un ligero
ensanchamiento del espacio sub epicardico (flechas). La representacion grafica
del videocardiograma (VCG) mostré variacion en la luminosidad antes (To) y

después (T3n) del tratamiento con EATM (Fig. 15, panel inferior).
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Fig. 15. Panel superior: Imagen lateral de larvas control y tratadas con EATM. Se destaca la

region cardiaca (flecha). Panel inferior: Registro videocardiograma antes (To y luego del
tratamiento (T3p)

Dicha variacion de luminosidad se tradujo en una reduccién en la
amplitud del espectro (trazado rojo), el cual luego de las transformaciones de
Fourier, permitid determinar los valores promedios de la frecuencia cardiaca

(trazado azul) de las larvas tratadas, en comparacién a los controles. El
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promedio de los valores de frecuencia cardiaca obtenidos para la poblacion
larvaria control fue de 189,3 + 1,47 P/min, mientras que para la poblacion
tratada con la CTsp, fue de 84,1 + 1,03 P/min. Dicha reduccion se tradujo en un
55 % menos de Fc, respecto a los valores del estado inicial. Esta disminucién
inducida por el EATM, guarda poca relacién con los cambios de Fc observados
en una poblacién larvaria tratada con sustancias como la Neostigmina, la
Atropina y la Efedrina, usados también como controles positivos moduladores

de la frecuencia cardiaca (Fig. 16).

250 -
I TM-acuoso
200 =>J1 Neostigmina
E:ﬂj{: 7 Fl 7 EZFF Atropina
150 R
;ﬂg E:Eg Efedrina
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e W
100 ;Eg M:ﬁ: —— 2 per. media mévil (TM-
ff? l‘:f? acuoso)
v W o L
Pfﬁ Eﬁ? 2 per. media movil
50 ;ﬂg F".:f? (Neostigmina)
ffﬁ tlﬁ", 2 per. media movil
< W -
LA F.ifg,-" (Atropina)
0 ), WA < T —— 2 per. media movil
Control T=60" T=90' T=120' T=150' T=180' (Efedrina)

Fig. 16. Frecuencia cardiaca expresada en pulsaciones por minuto de larvas tratadas con
diversas concentraciones de EATM y Neostigmina, Atropina y Efedrina, como sustancias
moduladoras de la frecuencia cardiaca. XxDE. N=15 larvas/punto.

Asi, el comportamiento de la Fc en la poblacion larvaria tratada con
EATM, presentdé una conducta bifasica, expresada con un incremento que

alcanz6 un maximo a los 120 min, seguido de una brusca caida al transcurrir
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180 min del tratamiento, en contraste con un comportamiento no bifasico con
ausencia de maximo a los 120 y una significativamente menor disminucién de
Fc a los 180 min de transcurrido el tratamiento. Por otra parte, la reduccion de
la frecuencia inducida por el EAPC, como control positivo, fue ligeramente

mayor que la inducida por el EATM (Fig. 17).
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Fig. 17. Frecuencia cardiaca expresada en pulsaciones por minuto de larvas tratadas con
diversas concentraciones de EATM y EAPC. X+DE. N=15 larvas/punto.

lll.c.,. Histopatologia del tejido cardiaco

El andlisis histolégico de cortes transversales sobre el area cardiaca de
larvas controles y tratadas, permitio identificar las caracteristicas estructurales
de ésta area (Fig. 18). Asi, fue posible visualizar, el area ventricular (V), atrial
(A), espacio sub epicardico (ESE) y el tejido miocardico (m). A diferencia del

control, en el area cardiaca de larvas tratadas con EATM, se pone en evidencia
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el ensanchamiento del ESE y la pérdida de la estructura compacta del

miocardio (doble flecha), en donde se observan la presencia de vacuolas (*).

Control

-
..Pq

Fig. 18. Corte histoldgico transversal (5um) tefiidos con Giemsa, del area cardiaca de larvas
controles y tratadas con EATM. Se destaca la orientacion topografica de las distintas regiones
del corazoén. Ventriculo (V), Atrio (A), Espacio sub epicardico (ESE), miocardio (m) y vacuolas
(*). Magnificacién 120x y escala de la Barra = 25um

lll.c.3. Tincidn positiva a la Naranja de Acridina (NA) region cardiaca.

El uso de NA permitié identificar un intenso color naranja en la porcion
cardiaca (recuadro rojo) de las larvas tratadas con EATM, en comparacién a lo
observado en la porcion cardiaca (recuadro rojo) de las larvas control, la cual

refleja una intensa fluorescencia verde (Fig. 19).
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Fig. 19. Muestras de larvas de pez cebra Danio rerio control y tratadas con la CT de 2,5 mg/ml
de EATM. La aplicacion de la Naranja de Acridina (NA), permitié6 determinar muerte celular a
nivel de la porcion cardiaca en contraste con el control. Magnificacion 10x y escala de la Barra=
500um.

lll.c.4. Perfil Isquémico

El perfil isquémico transcurridas las 3 horas de tratamiento con EATM,
mostrd variaciones significativas en el patron basal de actividad de las enzimas
marcadoras de trauma cardiaco. Asi, siendo el patron basal para la CK de 3249
Ul/L, la misma alcanz6 un valor de 6030 UI/L en las larvas tratadas,
representando esto un 85,65% de aumento en la actividad de esta enzima. De

igual manera, el patron basal de su isoenzima CK-MB de 2588 UI/L, alcanz6 un
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nivel de actividad de 4283 UI/L, representando asi un 65,49% de incremento.
Los niveles basales de las enzimas AST y LDH, presentaron incrementos
significativos de su actividad, partiendo de 430 UI/L a 759 UI/L y de 756 UI/L a
899 UI/L, respectivamente. Lo cual signific6 un incremento de 76,51% vy

18,91%, por encima de la actividad basal de las mismas (Fig. 20).
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Fig. 20. Representacion grafica de incrementos en las enzimas marcadoras del dafio muscular
cardiaco. Creatinina Quinasa (CK) y su Isoenzima MB (CK-MB), Aspartato Amino Transferasa
(AST) y Lactato Deshidrogenasa (LDH). CT EATM= 2,5 mg/ml. Unidades Internacional/litro
(UIL).

l1l.d. Efectos toxicos.
Cabe destacar, que debido a la similitud en las respuestas emitidas por la
poblacion larvaria, ante la presencia de EATM y EHTM, los efectos mostrados en

el presente trabajo se ilustran con los obtenidos bajo el tratamiento con EATM.
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Con respecto a los efectos tdéxicos encontrados en el rango de
concentraciones de 2,5; 7,5y 12,5 mg/ml, CTso-; CTso Yy CTsot, respectivamente,
se observo la presencia de: cambios en la conducta de nado, curvatura troncal,
edema del saco vitelino, ademas de tincion positiva de la NA en la porcion

cefalica y vacuolizacion del tejido cerebral.

[ll.d.;. Cambios en la conducta de nado

El registro de los cambios en la conducta de nado, fue reportado al tiempo
de inicio (T) del contacto de la larva con el EATM y transcurridas las 3 horas de
tratamiento (Fig. 21). Cabe destacar, que al contacto inicial de la larva con la
solucion de EATM, se observé una hiperactividad en la conducta de nado con
movimientos corporales serpentinos acelerados, en comparacion con el control,
que registré un movimiento menor ante el estimulo tactil. Esto fue registrado en
video (ver CD) y representado en trazado gréafico (Fig. 21 a, b).

CTso EATM CONTROL

a )

Fig. 21 a, b. Representacion grafica del patron de nado de una larva de pez cebra de 5dpf, a los
pocos minutos de contacto con el EATM a la CTsy de 7,5 mg/ml (a), en comparacion a la
respuesta de larva control sumergida en agua de pecera (b).
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CTso EATM CONTROL

C d)

Fig. 21 c, d. Representacion grafica del patron de nado transcurridas las 3 horas de estar en
contacto con el EATM (c), a la CTso de 7,5 mg/ml. Se destaca la inversion del trazado obtenido
luego de la estimulacion mecanica, respecto al control (d).

Transcurridas las 3 horas de tratamiento, se observé una respuesta
diferencial ante el estimulo mecanico, ejercido sobre la poblacion larvaria tratada,
en comparaciéon con el control. Cabe destacar, que ante el estimulo tactil, la
respuesta de escape estuvo disminuida con reduccibn méaxima de la
hiperactividad de los movimientos corporales serpentinos. Esto puede ser
observado en video (ver CD) y en la representacion del trazo en gréfico (Fig. 21

c, d).

[ll.d.,. Curvatura troncal
La curvatura troncal fue observada como un arqueo del eje vertical
(flechas) de las larvas de pez cebra Danio rerio, siendo esta mas pronunciada a

mayor concentracion (Fig. 22).
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EATM= 2,5 mg/ml EATM= 12,5 mg/mi

Fig. 22. Imagen ventral y dorsal de larvas de pez cebra 5 dpf a diferentes concentraciones
toxicas de EATM. Se destaca la curvatura troncal (flechas). Magnitud 40x.

I1l.d.3. Edema del saco vitelino

El edema del saco vitelino fue observado como una protuberancia de la
regién de la capa sincicial del vitelo (flechas), la cual se hace mayor, a mayor

concentracion (Fig. 23).
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Control

Fig. 23. Imagen ventral de larvas de pez cebra 5 dpf a diferentes concentraciones de EATM. Se
destaca la capa sincicial del vitelo (flechas). Magnificacién de 40x y escala de la barra = 200um.

[ll.d.4. Tincion positiva a la Naranja de Acridina (NA) porcion cefalica

El uso de NA permitié identificar un intenso color naranja en la porcion
cefélica de las larvas tratadas con EATM, en comparacién a lo observado en la
porcion cefélica de las larvas control, la cual refleja una intensa fluorescencia

verde (Fig. 24).
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Fig. 24. Muestras de larvas de pez cebra Danio rerio control (a) y tratadas (b) con la CT de 2,5
mg/ml de EATM. La aplicacion de la Naranja de Acridina (NA), permiti6 determinar muerte
celular a nivel de la porcién cefélica en contraste con el control. Magnificacion 10x y escala de la
Barra= 500pm.

lll.d.s. Vacuolizacion del tejido cerebral
Las preparaciones citolégicas en improntas de tejido cerebral de larvas
tratadas con EATM, permitieron determinar la presencia de vacuolas (flechas)

en comparacion al tejido cerebral de las larvas controles (Fig. 25).
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Fig. 25. Monocapa de tejido cerebral de larvas control (a) y tratadas con EATM (b). Se resalta la

vacuolizacién (flechas) en comparacion al control. Magnificacion 100x y escala de la Barra=
10pm.
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IV. DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion permitieron
identificar diversos componentes quimicos presentes en el tabaco masticable
Chimé El Tigrito®, asi como estimar la letalidad y toxicidad del EATM vy del
EHTM, hasta el presente no identificadas. Por otra parte, permitieron describir la
accion cardiotoxica del EATM, expresada a través de alteraciones en el ritmo y
en el tejido cardiaco con cambios en el patron de enzimas marcadoras de dafio
tisular y también describir alteraciones del tejido cerebral de preparaciones de

larvas de pez cebra tratadas con el EATM.

IV.a. Componentes quimicos del TM Chimé El Tigrito®
IV.a.;. Cromatografia Gas-Masa

La existencia de numerosos componentes quimicos, presentes en
preparaciones de tabaco, en distintas cantidades y calidad de los mismos, ha
sido vinculada con la metodologia empleada en el proceso de manufactura de
la pasta de mascar. En cuanto a cantidad, la disminucion del contenido de
almidon, un incremento en los azucares reductores y una disminucién en los
polifenoles y carbohidratos de las mismas, ha sido reportado como eventos
dependientes del proceso de fermentacion ©®. Por otra parte, en cuanto a
calidad, la presencia de compuestos tipo aldehido volatil, hidrocarburos
aromaticos policiclicos y nitrosaminas, con posible accion toxica y
carcinogénica, asi como la modificacion de su contenido, también ha sido

reportada ©¥.
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En este contexto, el andlisis quimico de la muestra de TM Chimé El
Tigrito® estudiada en el presente trabajo, ha confirmado también, en cuanto a
cantidad y calidad, la existencia de compuestos con posible accion téxica. Entre
estos, fue posible cuantificar en ppm, fitoesteroles como el colesterol y
derivados de esteroles como el Colest-8(14)-ene-3,15-dionl, Estigmastan-3,5-
diono y el D-alfa-tocoferol, alcaloides tipo nicotina y cotinina, ademas de
hidrocarburos aromaticos, como la 2-fluoro fenilhidrazina, el cual esti
catalogado como un producto quimico potencialmente peligroso (Hoja de

Seguridad).

Estos resultados son comparables a los obtenidos por Corredor
Aranguren A, 2012 @D donde a través de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), se determiné el contenido de nicotina de
una muestra de chimé elaborado artesanalmente, asi como el contenido de
nicotina de cinco presentaciones de chimd semi-industrial, entre ellos, Chimé El

Tigrito® con 3,84 mg/g de nicotina.

En cuanto a la calidad de los compuestos obtenidos, cabe destacar que
los mismos, parecieran tener la caracteristica de ser producto de la
transformacion de los ingredientes originales que componen la muestra.
Ejemplo de ello lo constituye la cotinina, que ha sido reportada como un
metabolito de la nicotina ©®, asi como el Estigmastan-3,5-diono y el D-alfa-
tocoferol, que han sido reportados como compuestos derivados de la

deshidratacion de aceites naturales ©®.

59



Esta particularidad, que define en parte la composicién quimica del TM
Chimé El Tigrito®, hasta el momento no reportada, podria estar definiendo la
posible accion toxica de este producto de alto consumo. Si el origen de los
mismos, es consecuencia del proceso de manufactura a través del cual ha sido
elaborado el Chim¢ utilizado, en el presente trabajo no se ha podido identificar,
sin embargo, la caracteristica de metabolitos secundarios de los productos

obtenidos, asi lo sugieren.

IV.b. Bioensayo de Toxicidad de EATM Chimé El Tigrito®

Al evaluar la exposicion de las larvas de pez cebra Danio rerio a los
distintos extractos, se pudo predecir una toxicidad diferencial vinculada con estos
preparados, que hasta el presente no habia sido demostrada experimentalmente.
Cabe destacar, que la diferencia entre la toxicidad expresada por el EATM y
EHTM, se fundamenté en la relacién concentracion-respuesta, analizada a través
del estudio de la correlacion, entre el efecto cuantico de la mortalidad de los

organismos expuestos y las distintas concentraciones ensayadas.

Tanto el EATM como el EHTM, presentaron una marcada pendiente,
reflejo del desarrollo de la respuesta farmacoldgica de estos. Dicha respuesta,
entre un extracto y el otro, fue comparable a través del andlisis de las
concentraciones requeridas para producir el efecto esperado. Particularmente,
con la administracion del EATM a una concentracion de 21,5 mg/ml y la

administracion del EHTM en una concentracion de 24,5 mg/ml, se alcanzé igual
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porcentaje de mortalidad, por lo que la toxicidad podria estar fundamentada en la
diferente potencia expresada por ambos extractos. De alli que, a pesar que el
EHTM indujo sobre la poblacién larvaria respuestas similares, fue requerida
menor cantidad del extracto acuoso para generar una respuesta letal del 50% en
la poblacion ensayada. En tal sentido, la toxicidad diferencial podria quedar
expresada en términos de la potencia (P) de ambos extractos, y particularmente,

bajo la relacién Peatv>Pentm.
V.b.,. Toxicidad

En cuanto a la accion téxica de un compuesto, cabe destacar que la
misma ha podido ser entendida como la relacion entre la concentracion minima
inductora de una accidon toxica generalizada (ZG) y la concentracion minima
inductora de una accion toxica especifica (ZE), de donde la relacion ZG/ZE >1,

nos indica la especificidad de la respuesta ©”.

Particularmente, en el caso del EATM, al considerar el cambio en la
conducta de nado como una respuesta generalizada de accién toxica (ZG), a una
concentracion minima de 7,5 mg/ml, y la alteracién del tejido cerebral del cerebro
de larvas de pez cebra, como una respuesta especifica (ZE), a una concentracion
minima de 2,5 mg/ml, la relacion entre ZG/ZE result6 mayor a 1, lo cual hace

posible definir la accion téxica del EATM, como una accion especifica.

Esta relacién de toxicidad, también pudo ser visualizada a nivel del
sistema cardiovascular. Asi, al considerar la reduccion de la frecuencia cardiaca

(Fc) como una respuesta generalizada de accién toxica (ZG), a una concentracion
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de 7,5 mg/ml y el incremento en las enzimas especificas de dafio cardiaco, como
una respuesta especifica (ZE), a una concentracion de 2,5 mg/ml, la relacién

entre ZG/ZE resulté mayor a 1.

La accion toxica de las sustancias quimicas afecta comunmente a todo el
organismo, si bien el dafio primario puede estar localizado en un érgano u
organos especificos, en los cuales la accidn toxica se puede revelar en términos
de disfuncion o enfermedad manifiesta. Segun Sanocki (1975?), la especificidad
de la accion toxica aguda se puede expresar en términos de una “zona de accion
especifica (Zs)’, que es la relacion entre la dosis umbral® de un efecto agudo a
nivel del organismo total y la dosis umbral de un efecto agudo a nivel de un
organo o sistema especifico. Cuando Zsp>1, la accién toxica es especifica,;

cuando Zsp<1, la accidn toxica es inespecifica.

Ambas expresiones de toxicidad reportadas, a nivel de la conducta y el
sistema cardiaco, han permitido por tanto definir la accion toxica del tabaco
masticable Chimé El Tigrito®, como una accién téxica sistémica, con un dafio
primario localizado sobre o6rganos especificos como el cerebro y el corazén;
permitiendo sobre este Ultimo definir una disfuncionalidad cardiaca,
probablemente vinculada con alteraciones en estructuras especificas de otros

sistemas como el tejido nervioso.
IV.c. Disfuncién Cardiaca

La disfuncion cardiaca ha sido interpretada como cambios en la funcién y

en la morfologia del corazon; cambios estos caracterizados por una
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modificacion de la frecuencia cardiaca, posiblemente acompafiada de fallas en
el proceso de formacién y/o conduccion de la corriente idnica, asi como
cambios a nivel de la morfologia del corazén, caracterizados por alteraciones en

la citoarquitectura del tejido cardiaco.

Respecto a la modificacion de la frecuencia cardiaca, a través de
cambios en la corriente i6nica, cabe destacar que la misma ha sido atribuida,
entre otras razones, a alteraciones en los eventos de despolarizacion-
repolarizacion cardiaca, entendida ésta, como un proceso dependiente de
factores como la bomba Na'/K* ATPasa del miocardiocito, en donde los iones
Na*y K*, modulan el Ca*™ disponible en el reticulo sarcoplasmico, estructura
gue lo regula. En cuanto a la conduccion de la corriente idnica, cabe destacar
gue esta es dirigida a través de una estructura anatobmicamente definida, que va
desde el nodo sinusal hasta los ventriculos, a través del Haz de His, lo cual
hace pensar que la perdida de la estructura compacta del tejido cardiaco, podria

interrumpir dicho proceso.

Resulta evidente que en la relacion morfo-funcional de la actividad
cardiaca, se encuentran presentes dos elementos principales como son, la
actividad eléctrica persé y la plataforma anatdomica de conduccion,
caracterizada por estructuras como el musculo cardiaco ventricular, el musculo
cardiaco auricular, el endocardio, el epicardio, el pericardio y el tejido de

conduccion, y a través de la cual es posible el desarrollo de tal actividad.
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En ese sentido, la disfuncionalidad cardiaca inducida por el EATM en
modelo larvario de pez cebra, no podria ser interpretada como una modificacion
de la corriente ionica, ya que registros de algin cambio en los patrones de
electrolitos, vinculados con modificaciones en la corriente de alguno de estos
iones, no han sido puestos en evidencia en la presente investigacion. Por lo
qgue, dicho argumento dificulta el sugerir que sea una alteracién en el proceso
de formacion de la corriente eléctrica persé, el posible origen de la

disfuncionalidad registrada.

Ademas, es importante resaltar, que la frecuencia cardiaca se encuentra
bajo la regulacion de factores extrinsecos e intrinsecos. Mientras que los
factores extrinsecos, ejercen su funcion de regulaciéon a través de vias de
sefalizacion definidas por la division simpética y parasimpatica del sistema
nervioso central (SNC), los factores intrinsecos, como la actividad del
marcapaso, se encuentran regulados por la modificacibn de estructuras

celulares y tisulares que conforman el corazén.

Es de hacer notar, que el estadio de desarrollo seleccionado en esta
investigacion, no cumple con la estructura anatomo-funcional de las vias
estimuladoras extrinsecas, es decir, la comunicacion entre el corazén y el SNC
a través de las vias simpatica y parasimpatica, no se encuentran aun totalmente
estructuradas ©®®. Esta caracteristica ha sido manifestada en este modelo de
experimentacion, a través de la pobre respuesta generada por compuestos
moduladores de la frecuencia cardiaca a nivel del SNC, particularmente, la

atropina, la neostigmina y la efedrina, y es también corroborada en otros
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modelos experimentales, como el embrion de pollo en estadios tempranos de

desarrollo ©9.

Ante esta situacion, cabria pensar que el efecto observado, o
disminucion de la FC inducida por los distintos extractos de tabaco masticable
Chimé El Tigrito®, no sea una consecuencia de intervencién sobre las vias de
regulacion del sistema nervioso, ni consecuencia de una alteracion de la
corriente eléctrica persé, sino de una accion directa sobre la estructura tisular y
celular que conforma el corazén. De ser asi, cobra relevancia el argumento de
gue sea una alteracion en la plataforma anatdémica de conduccion de la
corriente idnica, la posible causa del origen de la misma, ya que la pérdida de la
estructura compacta del miocardio, la presencia de vacuolas en el tejido
cardiaco y el incremento de enzimas marcadoras de dafio cardiaco reportadas

aca, asi lo sugieren.
IV.c.;. Cambio en la estructura cardiaca

El compendio de alteraciones cardiacas asociadas al EATM, previamente
descritas, recuerdan las sefiales de cardiotoxicidad vinculadas con el uso de
agentes toxicos de origen quimico, tales como herbicidas y drogas
antiarritmicas “°?, con los cuales se han descrito intensas lesiones sobre
distintos tejidos del area cardiaca, asociadas a severas alteraciones en la
conduccion de la corriente eléctrica, con lesiones en el tejido del Haz de Hisy a
través de multiples mecanismos; por ejemplo, procesos inflamatorios o no, asi

como procesos de muerte celular por apoptosis V.
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A diferencia de estos reportes, que vinculan la disminucion de la
frecuencia con alteraciones en la formacion de la corriente iGnica o alteraciones
en el proceso de despolarizacién-repolarizacion, los resultados en la presente
investigacion la reportan, como una posible falla en la conduccion eléctrica,
debida a trastornos o lesiones en el soporte anatomico de la misma. Si el dafio
miocardico reportado, incluye dafio en el tejido de conduccion, no fue posible
identificarlo, sin embargo, el dafio en el tejido cardiaco fue evidente. Esto fue
corroborado a través del registro de un aumento en las enzimas marcadoras de

trauma cardiaco, tales como la CK y la CK-MB (%2,

Esta evidente alteracion del tejido miocardico, inducida por el EATM en el
corazon de larvas de pez cebra Danio rerio, se asemeja con severas
alteraciones en la homeostasis celular, vinculadas con cambios en los niveles
energéticos de la célula cardiaca a razén de un acelerado consumo de ATP
(103104~ Como es sabido, una disminucién en las concentraciones de ATP,
conduce a un desequilibrio de la dindmica de proteinas musculares como la
tubulina, la troponina o los filamentos de tropomiosina, filamentos gruesos de
miosina y filamentos delgados de actina, cuyo desequilibrio compromete la
arquitectura del corazoén; por lo que una alteraciébn en la mecéanica cardiaca

también podria ser interpretada como la etiologia de la reduccion de la

frecuencia cardiaca.

Todas estas proteinas antes mencionadas, constituyen la base de la
denominada citoarquitectura de la célula, en la cual los microtibulos, son uno

de los mayores componentes de dicha estructura. Su participacion como blanco
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del extracto acuoso de tabaco, ha sido demostrada en células de mamiferos
tratadas con extracto acuoso de tabaco masticable. Dicho tratamiento ha
permitido determinar una disminucién de la viabilidad celular, como un proceso
dependiente de la concentracion, sumado a la induccion de apoptosis, con
dependencia mitocondrial de activacién de la caspasa 3 (19) 'Un mecanismo
propuesto para esta pérdida de viabilidad, ha sido vinculado con la alteracién de
puntos reactivos, como los residuos de cisteina y grupos sulfidrilos, presentes
en la tubulina; lo cual afecta funciones importantes de esta proteina, como son
el plegamiento y la polimerizacién, conduciendo probablemente a una
degradacion proteosomal de esta proteina tubulina, a través de un proceso de

apoptosis en células de mamiferos %,

Esta participacién de la tubulina en un proceso de apoptosis, ha sido
demostrada con el uso de citoquimicos como las parabenzoquinonas (PBQ),
presentes en el humo de cigarrillos y en el humo de combustidon vehicular, con
lo cual se ha registrado una perdida en la arquitectura y en las propiedades

migratorias de las células tratadas de manera dosis dependiente e irreversible.

En concordancia con los resultados expuestos, un proceso de muerte
celular por apoptosis ha sido puesto en evidencia a través de uso de la NA ®°7,
Si la apoptosis demostrada es consecuencia de una disrupcion de proteinas
como las tubulinas, entre otras, no fue demostrada en la presente investigacion.
Sin embargo, pese a que la muerte celular por apoptosis es un evento

fisiologico, la accion de agentes quimicos y bioldgicos, puede incrementar y/o
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acelerar dicho proceso, lo que podria estar correlacionado con el intenso color

naranja observado en los resultados reportados en la presente investigacion.

Otros mecanismos claves para entender la etiologia de Ila
disfuncionalidad inducida por el EATM, a través de la modificacion de la
plataforma anatdbmica de conduccion de la corriente i6nica podrian estar
asociados a la peroxidacion lipidica, reduccién del citocromo C y/o a una
fragmentacion del ADN, como fue reportado por Bagchi M y col., 1999 %)
donde células normales de queratinocito oral humano fueron expuestas a

extracto de tabaco masticable, observandose dichos efectos.

En sintesis, los resultados obtenidos en cuanto a las alteraciones en la
morfo-funcionalidad cardiaca, permitieron caracterizar la accién cardiotoxica del
EATM Chimé El Tigrito®, inducida probablemente por los componentes
guimicos reportados, a través de una accion toxica especifica. La misma se
tradujo a nivel funcional, en una disminucion bifasica de la frecuencia cardiaca,
mientras que a nivel morfologico, se tradujo en una disrupcion del tejido
miocérdico, asociado a un proceso de muerte celular por apoptosis. Estas
caracteristicas de toxicidad del EATM, recuerdan sefiales de cardiotoxicidad,
asociadas a eventos isquémicos, en donde un bloqueo en la conduccion de la
corriente eléctrica como consecuencia de dafios en la estructura del tejido
cardiaco, como se muestra claramente en estos resultados, podria estar

modulando esta toxicidad cardiaca inducida por el EATM Chimé El Tigrito®.
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V. CONCLUSIONES

> El contenido del TM Chimé El Tigrito® empleado es esta investigacién, es
comparable con el contenido de la mayoria de las preparaciones disponibles en
el pais, lo que refleja que de acuerdo a su preparacidn, sus componentes

pueden estar en mayor 0 menor proporcion.

> Se le puede atribuir una vinculacion con la accion a nivel del tejido

cardiaco y el tejido cerebral.

> Se puso en evidencia que la apoptosis pudiera estar vinculada como una

etapa en el mecanismo de accién téxica del mismo.

> El TM Chimé El Tigrito® induce incremento de las enzimas marcadoras
de dafilo muscular cardiaco, particularmente, Creatinina Quinasa (CK) y su
Isoenzima MB (CK-MB), Aspartato Amino Transferasa (AST) y Lactato

Deshidrogenasa (LDH).
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VI. RECOMENDACIONES

» Profundizar en la investigacion, a nivel clinico y experimental, de las
distintas formas de tabaco masticable disponibles en el pais, a fin de
alcanzar una caracterizacibon completa, que permita explicar los
mecanismos de toxicidad, vinculados al consumo de este tipo de

productos.
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GLOSARIO

TCDD: Compuesto organico persistente de la rama de las dioxinas, formado por
dos anillos bencilicos unidos por dos éteres y con cuatro cloros en las
posiciones 2,3,7 y 8. Es la dioxina mas potente y se ha hecho conocida por
algunos incidentes a lo largo de la historia, por ejemplo como producto
secundario en la elaboracion de un herbicida utilizado por Estados Unidos en la
guerra de Vietnam llamado Agente Naranja. Esta dioxina se forma como
subproducto de la sintesis del &cido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) que es

uno de los componentes principales del Agente Naranja. (Wikipedia)

VACUOLAS: Son compartimentos cerrados o limitados por la membrana
plasmética ya que contienen diferentes fluidos, como agua o enzimas, aunque
en algunos casos puede contener soélidos como por ejemplo azlcares, sales,
proteinas y otros nutrientes. La mayoria de las vacuolas se forman por la fusion
de maultiples vesiculas membranosas. El organulo no posee una forma definida,

su estructura varia segun las necesidades de la célula en particular.

APOPTOSIS: Muerte celular programada o provocada por el propio organismo,
con el fin de autocontrolar su desarrollo y crecimiento, esta desencadenada por
sefales celulares controladas genéticamente. La apoptosis tiene una funcion
muy importante en los organismos, pues hace posible la destruccién de las
células dafadas, evitando la aparicion de enfermedades como el cancer,

consecuencia de una replicacion indiscriminada de una célula dafada.
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CATECOLAMINAS: Neurotransmisores que se vierten al torrente sanguineo
(ademas de las hendiduras sinapticas, como corresponde a los
neurotransmisores). Son un grupo de sustancias que incluyen la adrenalina, la
noradrenalina y la dopamina, las cuales son sintetizadas a partir del aminoacido

tirosina. Contienen un grupo catecol y un grupo amino.
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