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Resumen 

Se  realizó  el  presente  estudio  para  investigar  los  efectos  moduladores  de  los  extractos  de 

polifenoles  de  té  verde  (P60),  catequinas  y  kaemferol  sobre  el  daño  genotóxico  y  actividad 

apoptótica  inducida por el cromo hexavalente [Cr (VI)] en sangre periférica de ratones CD‐1. Los 

animales se dividieron en los siguientes grupos: (1) animales tratados únicamente con el  vehículo, 

(2) animales tratados con los extractos de polifenoles de té verde (30 mg/kg) a través de sonda o 

vía  intraperitoneal,  animales  tratados  con  500  mg/kg  de  catequinas  por  vía  intraperitoneal, 

animales  tratados con 150 mg/kg de kaemferol vía  intraperitoneal,  (3) animales  tratados con Cr 

(VI) (20 mg/kg de CrO3) por vía intraperitoneal y (4) animales tratados con ya sea con los extractos 

de polifenoles de té verde, catequinas o kaemferol, cuatro horas previas al tratamiento con Cr (VI). 

El  daño  genotóxico  se  evaluó  mediante  la  evaluación  de  micronúcleos  en  eritrocitos 

policromáticos  de  sangre  periférica  (MN)  obtenidos  de  sangre  periférica  de  la  vena  caudal  del 

ratón a las horas 0, 24, 48 y 72 después del tratamiento. La inducción de la apoptosis y la viabilidad 

celular se evaluó mediante  la tinción diferencial con naranja de acridina y bromuro de etidio (NA 

/BrEt). Los  tratamientos de  ratones CD‐1 con extractos de polifenoles de  té verde, catequinas y 

kaemferol no modificaron las frecuencias de MN. Mientras que, el tratamiento con CrO3 aumentó 

significativamente  la  inducción  de  MN  a  las  24,  48  y  72  h  después  del  tratamiento.  Los 

tratamientos  con  extractos  de  polifenoles  de  té  verde,  catequinas  y  kaemferol  cuatro  horas 

previas  al  tratamiento  con  CrO3  disminuyeron  significativamente  la  inducción  de  MN  en 

comparación  con  el  grupo  tratado  sólo  con  CrO3.  La  viabilidad  celular  no  se  afectó  en  los 

tratamientos  con  extractos  de  polifenoles  de  té  verde  previo  al  tratamiento  con  CrO3  ni  en  el 

tratamiento  con  kaemferol previo  al  tratamiento  con CrO3; por  el  contrario  el  tratamiento  con 

catequinas  previo  al  tratamiento  con  el  CrO3,  si  disminuye  la  viabilidad  celular.  Al  realizarse  el 

análisis de apoptosis se observó que el tratamiento con extracto de polifenoles de té verde al igual 

que  los  tratamientos  con  catequinas  y  el  tratamiento  con  kaemferol  no  incrementan 

significativamente  el número de  células  viables  apoptóticas  y  células no‐viables  apoptóticas  en 

comparación  con  sus  respectivos  grupos  testigo.  Por  su  parte  el  tratamiento  con  extracto  de 

polifenoles de  té verde previo al  tratamiento con CrO3  incrementa significativamente el número 

de células viables apoptóticas. También  se observó que el  tratamiento con catequinas previo al 

tratamiento  con CrO3. Disminuye  significativamente  el número de  células  viables  apoptóticas  e 

incrementa  significativamente  las  células  no‐viables  apoptóticas  lo  que  sugiere  que  este  es  el 

posible mecanismo de reducción de las frecuencias de MN por parte del extracto de polifenoles y 

catequinas del té verde. El tratamiento con kaemferol previo al tratamiento con CrO3 no modifica 

significativamente  número  de  células  viables  apoptóticas  y  células  no‐viables  apoptóticas. 

Nuestros resultados apoyan  los efectos protectores propuestos previamente para  los polifenoles 

del té verde contra el daño genotóxico inducido por Cr (VI). 
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Abstract  

The present study was conducted  to  investigate  the modulating effects of green  tea polyphenol 

extracts  (P60), catechins and kaemferol on genotoxic damage and apoptotic activity  induced by 

hexavalent  chromium  [Cr  (VI)]  in peripheral blood of CD‐1 mice. Animals were divided  into  the 

following  groups:  (1)  animals  injected  with  vehicle  only;  (2)  animals  treated  with  green  tea 

polyphenol extracts (30 mg/kg) via gavage or intraperitoneally, animals treated with 500 mg/kg of 

catechins, animals treated with 150 mg/kg kaemferol; (3) animals  injected with Cr (VI) (20 mg/kg 

of CrO3)  intraperitoneally; and (4) animals treated with green tea polyphenol extracts  in addition 

to Cr (VI), animals treated with catechins in addition to Cr (VI), animals treated with kaemferol in 

addition to Cr (VI). Genotoxic damage was evaluated by examining micronucleated polychromatic 

erythrocytes of peripheral blood  (MN) obtained from the caudal vein at 0, 24, 48 and 72 h after 

treatment.  Induction  of  apoptosis  and  cell  viability  were  assessed  by  differential  acridine 

orange/ethidium bromide  (AO/EB)  staining. Treatment of CD‐1 mice with green  tea polyphenol 

extracts, catechins and kaemferol led to no significant changes in the average number of induced 

MN. However, CrO3 treatment significantly increased MN induction at 24 and 48 h post‐injection. 

Treatment with green tea polyphenol extracts, catechis or kaemferol prior to CrO3 injection led to 

a decrease in MN induction compared to the group treated with CrO3 only. The average number of 

apoptotic cells was  increased at 48 h post‐treatment compared  to control mice, suggesting  that 

apoptosis  could  contribute  to  eliminate  the DNA  damaged  cells  (MN)  induced  by  Cr  (VI) when 

green tea polyphenol extracts were administered prior to CrO3 injection. Our findings support the 

proposed  protective  effects  of  green  tea  polyphenol  extracts  against  the  genotoxic  damage 

induced  by  Cr  (VI).  Cell  viability  was  not  affected  by  treatment  with  extract  of  green  tea 

polyphenols prior to treatment with CrO3 neither by treatment with kaemferol prior to treatment 

with CrO3 in contrast the treatment with catechins prior to treatment with CrO3 decreases the cell 

viability. When  apoptosis  analysis was performed was observed  that  treatment with  extract of 

green  tea  polyphenols  as well  as  treatments with  catechins  and  kaemferol  do  not  significantly 

increase the number of apoptotic cells and non‐viable versus apoptotic cells with their respective 

control groups. While  the  treatment with extract green  tea polyphenols prior  to  treatment with 

CrO3 significantly increased the number of apoptotic cells viable. We also observed that treatment 

with  catechins prior  to  treatment with CrO3  significantly  reduces  the number of apoptotic  cells 

viable  and  significantly  increases  apoptotic  cells  non‐viable,suggesting  that  apoptosis  is  the 

possible mechanism for reducing the frequencies of MN by the extract green tea polyphenols and 

catechins.  Treatment  with  kaemferol  prior  to  CrO3  injection  no modify  the  number  of  viable 

apoptotic and viable non‐apoptotic cells. Our results support the previously proposed protective 

effects of green tea polyphenols against genotoxic damage induced by Cr (VI).  
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1. Introducción 

En  la  actualidad  las  poblaciones  humanas  nos  encontramos  expuestas  a  numerosos 

xenobióticos  debido  a  factores  como  el  crecimiento  demográfico,  los  avances  en  la 

industria  y  en  la  tecnología.  La  exposición  a  estos  agentes  puede  representar  severos 

riesgos para la salud humana. Se ha estimado que la dieta humana está relacionada con la 

inducción  y prevención de  algunos  tipos de  cáncer.  En 1981 Doll  y Peto publicaron  los 

resultados  de  un  estudio  de  correlación  entre  los  factores  de  exposición  y  la muerte 

inducida por cáncer, ellos observaron que alrededor de una tercera parte de los cánceres 

humanos están relacionados con la dieta. A partir de estos datos, diversos investigadores 

empezaron  a  estudiar  las  propiedades  de  los  componentes  de  la  dieta  humana,  y 

encontraron  que  está  constituida  tanto  por  sustancias  con  actividad  mutágena  y 

cancerígena, como por sustancias capaces de contrarrestar o inhibir estos efectos (Ames, 

1983; Renner, 1990; Block, 1992; Surh y Ferguson, 2003).  

Por otra parte, estudios epidemiológicos muestran que existe una relación  inversamente 

proporcional entre el consumo de vegetales con respecto a la incidencia de enfermedades 

crónico‐degenerativas  como  lo  son  algunos  tipos  de  cáncer  (Ferguson,  1994).    De  ahí, 

surge  el  interés  de  realizar  investigaciones  encaminadas  a  estudiar  el  posible  efecto 

protector  o  modulador  del  daño  al  ADN,  para  lo  cual  se  han  empleado  sustancias 

derivadas  de  plantas.  Con  estos  estudios  además  de  conocer  los  mecanismos  de 

protección, también se pueden generar estrategias para la prevención y el tratamiento de 

determinadas enfermedades relacionadas con el daño al material genético, lo que genera 

grandes expectativas en materia de salud pública (García‐Rodríguez y Altamirano‐Lozano, 

2007). 

Dentro de los componentes de la dieta con potencial antimutágeno y anticancerígeno, las 

frutas y los vegetales fueron los primeros componentes que han llamado la atención para 

su estudio como posibles agentes protectores del daño al ADN esto debido a que están 

constituidos  por  sustancias  con  propiedades  antioxidantes  tales  como  los  cítricos  que 

contienen altas cantidades de vitamina C y vegetales rojos y amarillos como zanahorias y 

jitomates que contienen principalmente beta carotenos. Los antioxidantes son sustancias 

que  a  bajas  concentraciones  con  respecto  al  sustrato  oxidable  (proteínas,  lípidos, 

carbohidratos y ADN) presentan la propiedad de inhibir o disminuir significativamente las 

alteraciones oxidativas a nivel molecular sobre el sustrato (Thomas, 1994; Gonzales et al., 

2000; Venereo, 2002). 
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1.1. Antioxidantes  

Un  antioxidante  puede  capturar  a  los  radicales  libres  (RL),  prevenir  la  formación  y 

dispersión  de  estos,  sacrificando  su  integridad  molecular  protegiendo  así  del  daño  a 

biomoléculas  como  las  proteínas,  azúcares,  lípidos  y  ácidos  nucleícos.  Además  se  ha 

observado que los antioxidantes pueden intervenir en los procesos de reparación celular e 

inhibir la inducción de mutaciones. Según su origen los antioxidantes se pueden clasificar 

en: a) Endógenos; son aquellos que son sintetizados por  la misma célula y b) Exógenos; 

son  los  que  provienen  del  exterior  del  organismo  comúnmente  consumidos  en  los 

alimentos (Gonzales et al., 2000; Venereo, 2002). 

Se ha propuesto que el inicio de la prevención del daño al material genético derivado del 

estrés oxidante,  radica en el consumo de agentes químicos naturales que disminuyen o 

inhiben  la  actividad  mutagénica  o  carcinogénica  de  los  compuestos.  Las  evidencias 

obtenidas  a  partir  de  estudios  epidemiológicos  y  pruebas  realizadas  en  diferentes 

laboratorios, sugieren que  los alimentos consumidos contienen compuestos que pueden 

desempeñar  un  papel  importante  en  la  disminución  del  daño  al  ADN.  Aunque  los 

mecanismos de acción de muchos de ellos aún no se conocen, algunos tiene propiedades 

antioxidantes y pueden atrapar radicales generados durante el metabolismo celular o los 

producidos por los mutágenos (Sandler, 1996).  

 

1.2.  Polifenoles y flavonoides  

Los polifenoles  son un conjunto heterogéneo de moléculas con capacidad antioxidantes 

que  constituyen  uno  de  los  grupos  de metabolitos  secundarios más  numerosos  de  las 

plantas.  Son  indispensables  para  su  fisiología  y  protección  participando  en  diferentes 

etapas de su ciclo de vida.  Los polifenoles constituyen una fracción muy importante en la 

dieta  humana,  por  lo  que  en  años  recientes  han  cobrado  un  valor  significativo,  pues 

mediante  numerosas  investigaciones  se  les  han  atribuido  efectos  benéficos  frente  al 

desarrollo  de  enfermedades  relacionadas  al  estrés  oxidante  (como  algunos  tipos  de 

cáncer,  enfermedades  cardiovasculares,  neurodegenerativas  y  ateroesclerosis),  además 

de  que  se  ha  encontrado  que  los  polifenoles  poseen  propiedades  antiinflamatorias,  

antivirales, antibacterianas, antimicrobianas, antitrombóticas y antialérgicas  (Martínez et 

al., 2002; Escamilla et al., 2009; Granado, 2010).  
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Los  polifenoles  incluyen  desde  compuestos  altamente  polimerizados  hasta  moléculas 

simples con un anillo fenólico en su estructura. Hasta hace unos cuantos años se habían 

descrito  poco más  de  8000  polifenoles  distintos  que  suelen  clasificarse  en  diferentes 

grupos según el número de anillos fenólicos que contienen y el sustituyente unido a estos 

anillos. Son moléculas que  incluyen a  los alcoholes fenólicos, ácidos fenólicos, polímeros 

fenólicos  (comúnmente  conocido  como  taninos),  y  flavonoides.  La  figura  1 muestra  la 

clasificación de  los polifenoles  según Cadenas y Paker, 2002  (Leibovitz y Mueller, 1993; 

Bravo, 1998; King y Young, 1999; Martínez et al., 2002; Escamilla et al., 2009; Granado, 

2010). 

Los ácidos fenólicos se caracterizan por tener un anillo aromático central como en el caso 

del ácido cinámico, hidroxibenzoíco e hidroxicinámico. Existe una gran variedad de fenoles 

ácidos  distribuidos  en  productos  de  origen  vegetal  como  la  curcumina  (presente  en  le 

curry  y  la mostaza)  y  el  ácido  cafeíco,  ferúlico  y  clorogénico  (presentes  en  las  frutas, 

granos de café y soya). Los polímeros  fenólicos son compuestos de alto peso molecular, 

tales como los taninos condensados. Actualmente se sabe que los polifenoles son capaces 

de  proteger  al  organismo  del  daño  producido  por  agentes  oxidantes,  como  los  rayos 

ultravioletas, la contaminación ambiental, sustancias químicas presentes en los alimentos, 

etc.  El  organismo  humano  no  puede  producir  estas  sustancias,  por  lo  que  deben 

obtenerse mediante la alimentación o en forma de suplementos (Cadenas y Packer, 2002; 

Drago et al., 2006; Granado, 2010). 

Los  flavonoides,  ácidos  y  alcoholes  fenólicos,  son  los  grupos  más  abundantes  de 

polifenoles  en  los  alimentos.  Aunque  los  hábitos  alimenticios  son muy  diversos  en  el 

mundo, el valor medio de  ingesta de flavonoides se estima como 23 mg al día, siendo  la 

quercetina el predominante con un valor entre 16 y 19 mg/día. La cantidad de estos en los 

alimentos  puede  ser  afectada  por  la  temperatura,  luz,  patógenos,  procesamiento, 

maduración entre otros factores. Son pigmentos naturales presentes en las plantas como 

glucósidos, existen diferencias en la composición de estos pigmentos entre los diferentes 

tipos de plantas, e incluso entre las diferentes partes de la misma planta (Martínez et al., 

2002; Cadenas y Packer, 2002; Granado, 2010).  
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Figura 1. Clasificación de los polifenoles según Cadenas y Packer, 2002. 

 

 

Los flavonoides fueron aislados por Szent‐György en 1930, quien fue ganador del premio 

Nobel. Son constituyentes importantes de la parte no energética de la dieta humana, y se 

encuentran  en  frutas,  vegetales,  semillas  y  algunas  bebidas  como  el  vino  y  la  cerveza. 

Hasta  el  momento  se  han  identificado  más  de  5000  flavonoides  distintos  que  están 

conformados por dos anillos fenilos (A y B)  ligados mediante un anillo pirano (C),  lo que 

deja un esqueleto de difenilpiranos que  son  característicos de  los  flavonoides  (figura 2) 

que  son  los  que  confieren  su  potente  actividad  antioxidante  (Martínez  et  al.,  2002; 

Escamilla et al., 2009). 
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Figura 2. Estructura básica de los flavonoides. 

 

Los flavonoides se agrupan en antocianinas y antoxantinas. Las antocianinas son glicósidos 

de antocianidina, y son el grupo más importante de pigmentos vegetales solubles en agua, 

los  responsables  de  los  colores  rojo,  azul  y  púrpura  de  las  flores  y  las  frutas.  Los 

antoxantinas  son  incoloros  o  amarillo,  e  incluyen  a  los  flavonoles,  flavanoles,  flavonas, 

flavanos, e isoflavonas (ver figura 1) (Cadenas y Packer, 2002). 

Los flavonoles son  los flavonoides más ampliamente distribuidos, y  los más comunes son 

la  quercetina,  kaemferol  y  miricetina.  Los  flavanoles  catequina  y  epicatequina  se 

presentan comúnmente en combinación con ácido gálico como epigalocatequina galato o 

epicatequina  galato.  Se  encuentran  principalmente  en  el  té  y  en  el  vino  tinto.  Las 

isoflavonas  se  encuentran  casi  exclusivamente  en  la  familia  de  las  leguminosas, 

particularmente  en  la  soya,  en  los  que  la  genisteína  y  la  daidzeína  son  los  principales 

isoflavonas (ver figura 1) (Cadenas y Packer, 2002). 

Los  flavonoides  presentan  un  amplio  espectro  de  actividades  bioquímicas,  así  como 

propiedades  antiinflamatorias,  antimicrobianas,  antitrombóticas,  antialérgicas, 

antitumorales,  anticancerígenas  y  antioxidantes.  Se  estima  que  la  mayoría  de  sus 

actividades podrían estar  relacionadas  con propiedades  antioxidantes. Estas  actividades 

incluyen:  La  inhibición  de  los  procesos  de  oxidación  (eliminación  de  radicales  y  la 

quelación  de  iones metálicos).  Aunado  a  esto,  también  se  ha  observado  que  inhiben 

enzimas involucradas indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2; al 

mismo  tiempo que estimulan otras con  reconocidas propiedades antioxidantes, como  la 

catalasa  y  la  superóxido  dismutasa  (Rice–Evans  et  al.,  1996;  Van  Acker  et  al.,  1996; 

Catapano,  1997;  Aviram  et  al.,  1998;  De  Groot  et  al.,  1998;  Sudheesh,  et  al.,  1999;  

Escamilla et al., 2009).  
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Para que un polifenol actúe como un antioxidante debe satisfacer dos condiciones básicas: 

 Estar presente en baja concentración en relación al sustrato a ser oxidado, ya que 

así puede retrasar o prevenir la auto‐oxidación o la oxidación mediada por RL. 

 El  radical  resultante  formado  después  de  la  captura  debe  ser  estable  para 

interrumpir la reacción en cadena de la oxidación (Cadenas y Packer, 2002).  

La capacidad antioxidante de  los polifenoles se debe principalmente a que contienen en 

su estructura química un número variable de grupos hidroxilo fenólicos que les confieren 

propiedades  de  quelación  de  hierro  y  otros  metales  de  transición,  por  lo  tanto  la 

inhibición de las reacciones de Fenton y el ciclo de Haber‐Weiss, son fuentes importantes 

para  los  radicales  de  oxígeno  activos.  Los  flavonoides  son  eficaces  secuestradores  de 

radicales hidroxilo (OH) ROO, y del anión superóxido   (O2‐•) (Afanas’ev et al., 1989; Bors 

et al., 1990; Cheng y Breen, 2000; Cadenas y Packer, 2002; Jomova y Valko, 2011). 

La  capacidad  secuestrante  de  RL  de  los  polifenoles  deriva  de  que  su  potencial  de 

reducción es menor que la de los radicales peroxilo (ROO), alquilo y superóxido (O2
−), por 

lo que  resulta en  la  inactivación de  los RL.  Sin embargo, bajo  ciertas  condiciones,  tales 

como altas concentraciones de antioxidantes fenólicos, un pH elevado, o  la presencia de 

iones de hierro,  los antioxidantes fenólicos puede  iniciar un proceso de auto‐oxidación y 

se  comportan  como  pro‐oxidantes,  en  lugar  de  los  antioxidantes  (Shahidi  et  al.,  1992; 

Cadenas y Packer, 2002).  
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1.3. Antioxidantes del té verde 

El té (Camellia sinensis) después del agua es la bebida más popular en el mundo además, 

de una importante fuente de flavonoides de la dieta (Dufresne y Farnworth, 2001). Es por 

ello  que  diversos  grupos  de  investigación  se  han  dedicado  a  estudiar  las  propiedades 

fisicoquímicas,  toxicológicas y biológicas de  los  flavonoides presentes en el  té, así como 

sus efectos antioxidantes (Cabrera et al., 2006; Chacko et al., 2010).  

Si las hojas del té recién cosechadas se inactivan por exposición al calor del vapor de agua 

para evitar la oxidación enzimática, se obtiene el té verde. Las hojas frescas del árbol del 

té  contienen  una  alta  cantidad  de  compuestos  con  gran  actividad  antioxidante,  a  este 

grupo  se  le  conoce  como  flavanoles  (derivados  de  los  flavonoides),  que  incluye  a  las 

catequinas y a  sus  formas polimerizadas  (Vinson et al., 1995; Vinson, 2000; Valenzuela, 

2004; Cabrera et al., 2006).  

Las principales catequinas presentes en el té son la epicatequina (EC), la epigalocatequina 

(EGC), la epicatequina galato (ECG), y la epigalocatequina galato (EGCG), (figura 3) siendo 

esta  última  la  catequina más  abundante  en  el  té  verde  (Graham,  1992;  Vinson,  2000; 

Valenzuela, 2004; Cabrera et al., 2006). 

 
Figura 3. Estructura química de las principales catequinas encontradas en el té verde 

(Modificada de Zaveri, 2006). 
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Cuando las catequinas tienen contacto con las polifenol oxidasas, como ocurre cuando se 

enrollan  las  hojas  del  té  para  la  producción  del  té  oolong  y  del  té  negro,  la  oxidación 

produce  estructuras  diméricas  y  poliméricas  de  los  flavanoles  dando  origen  a  las 

teaflavinas  y  a  las  tearrubiginas, que  son  los derivados que  le  aportan el  color  y  sabor 

característico  al  té  negro.  Además  de  los  flavanoles,  el  té,  particularmente  el  verde, 

contiene también una pequeña cantidad de flavonoles como  la quercetina,  la miricetina, 

el kaemferol y sus glucosidos. De esta forma, el té verde, el oolong y el té negro tienen el 

mismo origen pero diferente procesamiento. El grado de oxidación (también  llamado de 

fermentación)  será  determinante  en  el  tipo  de  componentes  activos  del  té  y  en  la 

proporción en que estos se encuentren en el producto final. En la figura 4 se muestran las 

estructuras químicas de los principales flavonoles encontrados en el té verde y el cuadro 1 

muestra como porcentajes  los flavonoides presentes en el té. Aproximadamente un 76% 

del té que se consume en el mundo es negro, un 22% es té verde y menos de un 2% es 

oolong (Balentine et al., 1997; Cadenas y Packer, 2002; McKay y Blumberg, 2002; Higdon y 

Frei, 2003; Valenzuela, 2004). 

 
Figura 4. Estructura de los principales flavonoles encontrados en el té verde. 

 

 

 

 

 

 



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el daño genotóxico inducido por Cr (VI) 

Carvente Juárez Megumi Monserrat | 14 
 

Cuadro1. Porcentaje por peso seco de flavonoides presentes 

en el té (Tomada y modificada de Hodgson y Crof, 2010). 

componente  té verde  té negro 

total de flavonoides  15‐25  15‐25 

total de catequinas  12‐18  2‐3 

EC  1‐3  <1 

ECG  3‐6  <1 

EGC  3‐6  <1 

EGCG  9‐13  1‐2 

flavonoles  3‐2  1‐2 

theaflavinas  <1  4 

otros polifenoles  2‐4  7‐15 

 

La importancia como antioxidante de estos flavonoides puede medirse con la ayuda de los 

valores  obtenidos  con  el  ensayo  equivalente  Trolox  de  capacidad  antioxidante  (ensayo 

TEAC). Dentro del ensayo TEAC la quercetina tiene uno de los valores más altos por ello se 

le considera como uno de los mejores antioxidantes (Cadenas y Packer, 2002).  

Se ha observado que los polifenoles del té verde tienen efecto inhibidor sobre el tamaño 

de tumores en piel, cuando se expone a ratones  (con y sin pelo) a radiación UVB y UVA 

(Wang et al., 1992; 1994; Cadenas y Packer, 2002). Recientemente, en nuestro grupo de 

trabajo  se  observó  que  la  administración  por  vía  oral  (intragástrica  y  ad  libitum)  de  té 

verde  a  ratones  reduce  el  daño  genotóxico  inducido  por  metales  pesados  (García‐

Rodríguez et al., 2012). Resultados de estudios en ratas, ratones y hámster muestran que 

el  consumo  de  té  protege  del  desarrollo  de  cáncer  de  piel,  pulmón,  estómago,  boca, 

esófago,  duodeno,  riñon,  páncreas,  hígado,  mama  y  colon  (Katiyar  y  Mukhtar,  1996; 

Dreosti et al., 1997; Ahmad et al., 1997; Koo y Cho, 2004; Chacko et al., 2010). Del mismo 

modo  Shim  et  al.,  en  1995  observaron  que  el  consumo  de  té  verde  entre  fumadores 

crónicos puede reducir el incremento de biomarcadores del daño oxidativo tales como el 

incremento  de  intercambio  de  cromátidas  hermanas  (ICH)  y  la  micronucleación  de 

linfocitos. Por otra parte un estudio ha mostrado que el consumo de extractos de té verde 

también incrementan la actividad de la superóxido dismutasa en el suero y la expresión de 

catalasa en  la  aorta; estas enzimas están  implicadas en  la protección  celular  contra  las 

especies reactivas de oxígeno (ERO´s) (Negishi et al., 2004).  



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el daño genotóxico inducido por Cr (VI) 

Carvente Juárez Megumi Monserrat | 15 
 

1.3.1. Efectos de los polifenoles del té verde 

Las  propiedades  antioxidantes  de  los  polifenoles  presentes  en  el  té  verde,  consisten 

fundamentalmente en  la captura del radical ROO y O2
‐, que están  implicados en el  inicio 

de  la cadena de peroxidación  lipídica,  la progresión del  ciclo  celular, además de poseer 

propiedades antimutagénicas, antialérgicas, y de  inducción de apoptosis. Los polifenoles 

presentan  propiedades  sobre  la  regulación  del  crecimiento  celular  y  la  inducción  de 

enzimas de destoxificación.  (Cadenas y Packer, 2002; Martínez et al., 2002; Escamilla et 

al., 2009).  

Por otra parte se ha observado que los polifenoles del té verde inhiben in vitro de manera 

selectiva  a  la  enzima  ciclooxigenasa  (COX),  que  es  una  enzima  constitutiva, 

particularmente  la  COX‐II  (enzima  inducible,  especialmente  por  sustancias  identificadas 

como  pro‐carcinógenos),  por  lo  cual  los  polifenoles  ejercen  un  efecto  inhibidor  en  el 

desarrollo  de  ciertos  tipos  de  cáncer,  como  el  cáncer  de  colon  (Katiyar  et  al.,  1992; 

Needleman e Isakson, 1998; Valenzuela, 2004).  

Se ha encontrado que los polifenoles del té son capaces de inhibir in vitro la formación de 

nitrosaminas,  un  grupo  formado  por  la  activación  metabólica  de  productos  de  la 

combustión del  tabaco, presentes en el humo que  aspira el  fumador  y  aquellos que  lo 

rodean  (Hecht y Hoffmann, 1998). También son capaces de  inhibir  la  transformación de 

las aminas heterocíclicas que son poderosos agentes carcinogénicos, formadas durante el 

proceso de sobre‐cocción de la carne (asado) (Katiyar y Mukhtar, 1996).  

Las enzimas hepáticas que participan en la fase II de detoxificación de xenobióticos, como 

la Glutation S Transferasa promueven la excreción de sustancias carcinogénicas, evitando 

así su efecto  inductor de procesos tumorales. El té verde y sus polifenoles producen una 

sobre‐expresión  de  la  Glutation  S  Transferasa,  aumentando  su  cantidad  en  hígado  y 

facilitando así el proceso de detoxificación de xenobióticos, particularmente de aquellos 

con actividad carcinogénica (Parkinson, 1996; Chen et al., 2000; Valenzuela, 2004). 
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1.3.2. Efectos de las catequinas 

Los  compuestos  polifenólicos  presentes  en  mayor  cantidad  en  el  té  verde  son  las 

catequinas  (EGCG,  ECG,  EC  y  GC).  Son  compuestos  incoloros,  que  contribuyen  a  la 

amargura y astringencia de té verde. Una típica ración de té verde (preparada con 2 g de 

hojas de té) proporcionará 150‐200 mg de  flavonoides de  los cuales el 30%  (60 mg) son 

catequinas (Harbowy y Ballentine, 1997). 

Diversos estudios han mostrado que presentan propiedades que  inhiben  la  toxicidad,  la 

proliferación  celular,  la  progresión  del  ciclo  celular,  así  mismo  poseen  propiedades 

antimutagénicas,  antialérgicas,  e  inductoras  de  apoptosis.  De  las  catequinas  la  EGCG 

parece  ser  la más  eficaz,  pues  se  ha  observado  que  inhibe  la  liberación  de  histamina, 

mientras que la CG y ECG, presentan una inhibición moderada y la EC al parecer no tiene 

efectos. La efectividad de EGCG puede estar relacionada con su mayor disponibilidad en la 

célula (Cadenas y Packer, 2002). 

En  estudios,  empleando  cultivos  celulares,  se  ha  observado  que  las  catequinas  y 

quercetina pueden presentar efectos moduladores de la expresión génica, la proliferación 

celular, el proceso de apoptosis, entre otros. De igual forma, el tratamiento con flavanoles 

y flavonoles en ratones expuestos a rayos gamma, reduce significativamente la formación 

de MN en reticulocitos (Shimoi et al., 1994; Cadenas y Packer, 2002).  

En  estudios  in  vivo  mostraron  que  las  catequinas  del  té  verde  aumenta  la  actividad 

antioxidante total en plasma (Skrzydlewska et al., 2002; Yokozawa et al., 2002; Chacko et 

al., 2010). Además son capaces de inhibir el crecimiento de células humanas de cáncer de 

estómago,  (línea celular KATO  III) e  inducen apoptosis  (Hibasami et al., 1998; Cadenas y 

Packer, 2002). Se ha observado que al alimentar a ratas con una dieta alta en proteínas 

(suplementando  esta  con  una  mezcla  de  catequina  o  EGCG)  estas  excretan  menos 

metilguanidina,  en  la  orina,  un marcador  indirecto  de  daño  renal  por  el  radical  OH 
(Yozokawa et al., 1992).  

En otro estudio, se ha observado que la suplementación con 1% de catequinas en la dieta 

de  ratas,  reduce  el  daño  oxidante  inducido  por  dietas  altas  en  grasas  poliinsaturadas. 

Estos estudios indican que la reducción del daño oxidante puede ser una consecuencia del 

consumo de los flavonoides particularmente catequinas (Nanjo‐Honda et al., 1993).  

 



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el daño genotóxico inducido por Cr (VI) 

Carvente Juárez Megumi Monserrat | 17 
 

Además, se ha mostrado que la ingestión de las catequinas del té verde puede aumentar 

la oxidación de grasas durante el ejercicio entre 3% y 7%, (alrededor de 250‐600 kJ/día). 

Este aumento en  la oxidación de grasas podría contribuir a  los efectos benéficos a  largo 

plazo  de  las  catequinas  del  té  verde  sobre  el  peso  corporal  (Takashima  et  al.,  2004; 

Venables et al., 2008). Un estudio en Japón refiere que el consumo de catequinas puede 

mejorar  la  disfunción  endotelial  periférica,  al  eliminar  los  RL  en  hombres  fumadores 

(Oyama et al., 2010). Por otra parte Elmes et al., 2001, observaron que estos compuestos 

del  té  verde  reducen  el  potencial  invasivo  de  células  de  melanoma  humanas  por  la 

orientación de los receptores COX‐2, PGE2 y el epitelio mesenquimal de transición. 

 

1.3.3. Efectos del kaemferol 

El kaemferol es un flavonol, que ha sido aislado del té verde, así como de brócoli, uvas, col 

de Bruselas, endivias y manzanas  (Park et al., 2006), y es el  compuesto que  confiere el 

color  característico  a  las  flores  de  Acacia  decurrens  y  Acacia  longifolia.  Es  altamente 

soluble en agua, en éter etílico y en etanol. Existen estudios que revelan que los flavonoles 

del  té verde  como el kaemferol, pueden  reducir el  riesgo de  cáncer pancreático. En un 

estudio  realizado  con  pacientes  voluntarios  en  la Universidad  de California,  se  observó 

que  los  participantes  que  ingerían  frutas  y  bebidas  con  alto  contenido  de  polifenoles, 

mostraban  un menor  desarrollo  del  cáncer  de  pulmón.  Por  lo  que  se  sugirió  que  los 

flavonoides  fueron  los  que  inhibieron  este  efecto  particularmente  las  catequinas, 

kaemferol y quercetina (Cui et al., 2008).  

También  se  ha  encontrado  que  tienen  efecto  antiproliferativo  en  diferentes  líneas 

celulares entre  las que  se encuentran  células de  cáncer colon, de melanoma humano y 

células de cáncer de próstata (Lee et al., 1998; Casagrande y Darbon, 2001; Knowles et al., 

2000; Li et al., 2009). Este flavonol ejerce un efecto antiproliferativo sobre la línea celular 

de cáncer de mama MDA‐MB‐453, sobre  la cual actúa mediante  la  interrupción del ciclo 

celular y puede inducir apoptosis a través de la fosforilación de p53 (Choi y Ahn, 2008). En 

modelos murinos,  se  ha  encontrado  que  puede  ser  un  agente  quimiopreventivo  en  el 

cáncer colorrectal, y  su acción es comparable a  la de  irinotecán, el  fármaco de primera 

línea utilizado en el tratamiento de este tipo de cáncer (Nirmala y Ramanathan, 2011).  
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Asimismo se realizó un estudio que da a conocer una respuesta sinérgica y aditiva entre 

los  dos  flavonoles  más  comúnmente  ingeridos,  quercetina  y  kaemferol,  sobre  la 

proliferación  celular  en  las  líneas  intestinales  humanas Caco‐2  y  hutus‐80  y  en  la  línea 

celular de carcinoma de mama PMC42, mostrando así  que una combinación de kaemferol 

y quercetina, es más eficaz en la reducción de la proliferación de células cancerígenas que 

al aplicarse solamente quercetina o kaemferol (Leigh‐Ackland et al., 2005).  

 

1.4. Estrés oxidante 

La  oxidación  es  un  proceso  de  pérdida  de  electrones  (e‐)  siempre  asociado  a  otro  de 

captación que  llamamos reducción, estas reacciones son muy  importantes, debido a que 

los seres vivos obtienen la mayor parte de su energía a partir de ellas, sin embargo cuando 

existe un exceso de oxidación aparece el estrés oxidante (EOx), el cual se define como el 

desequilibrio  bioquímico  propiciado  por  la  producción  excesiva  de  ERO´s  y  RL,  que 

provocan daño oxidante a  las macromoléculas (lípidos, proteínas, carbohidratos y ácidos 

nucleicos) y que no puede ser contrarrestado por  los sistemas antioxidantes de defensa 

encargados  de  eliminar  dichas  especies  químicas,  y  que  alteran  los  procesos  celulares 

(funcionalidad  de  las  membranas,  producción  de  enzimas,  respiración  celular,  etc.) 

(Roche, 1997; Elejalde, 2001; Ramos, 2006). 

El EOx, se produce durante las reacciones metabólicas, mientras las células del organismo 

transforman los alimentos en energía especialmente en situaciones de hiperoxia, ejercicio 

intenso e  isquemia y también por exposición a determinados agentes externos como  las 

radiaciones  ionizantes  o  luz  ultravioleta,  contaminación  ambiental,  humo  del  tabaco, 

drogas  antitumorales,  algunos  productos  químicos  carcinogénicos,  pesticidas,  diversos 

medicamentos etc. Esto  trae  como  consecuencia  alteraciones de  la  relación estructura‐

función  en  cualquier  órgano,  sistema  o  grupo  celular  especializado;  por  lo  tanto  se 

reconoce como mecanismo general de daño celular, asociado a múltiples enfermedades 

(Gonzales, et al., 2000; Elejalde, 2001; Venereo, 2002). 
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1.4.1. Especies reactivas y radicales libres  

El oxígeno es un compuesto esencial en el metabolismo de todos los organismos aerobios, 

pues participa en diversas reacciones de oxidación, incluyendo la respiración. Durante los 

procesos  biológicos  en  los  que  se  encuentra  involucrado  el  oxígeno molecular  este  se 

reduce, dando origen a  las  llamadas ERO´s,  las que en su mayoría son RL. Un RL es una 

especie  química  (molécula  o  átomo)  que  presenta  al menos  un  e‐  no  apareado  en  su 

orbital  externo.  La mayoría  de  los  RL  son  en  extremo  reactivos  y  tienden  a  asociarse 

“apareando” el electrón libre. Los radicales derivados del oxígeno son altamente tóxicos y 

son capaces de reaccionar con diversas moléculas orgánicas, provocando en ellas diversas 

alteraciones  estructurales,  que  conducen  a  alteraciones  de  tipo  funcional,  y  de  esta 

manera la fisiología de las células y por consecuencia la de los organismos, se ve afectada. 

El estudio de los RL ha permitido relacionarlos directamente con el desarrollo de diversas 

enfermedades de tipo neurodegenerativo (Alzhaimer, Huntington, Parkinson etc.), con  la 

carcinogénesis, y con el envejecimiento (Bunker, 1992; Gonzales et al., 2000).  

 

1.5. Genotoxicidad 

La genotoxicidad es  la capacidad relativa de un agente de ocasionar daño en el material 

genético,  originando  efectos  biológicos  adversos.  Por  “material  genético”  no  sólo  se 

entiende al ADN, sino también a todos aquellos componentes celulares que se encuentran 

relacionados  con  la  funcionalidad  y  comportamiento  de  los  cromosomas  dentro  de  la 

célula. Los agentes capaces de ocasionar  toxicidad genética  son  llamados genotóxicos o 

xenobióticos y se clasifican en tres categorías de acuerdo a su origen: químicos, físicos y 

biológicos  y de  acuerdo  a  su modo de  acción o  efectos  en mutágenos,  carcinógenos o 

teratógenos,  dando  lugar  a  tres  tipos  de  procesos:  mutagénesis,  carcinogénesis  y 

teratogénesis. La acción o capacidad de  inducir daño de estos xenobióticos está  influida 

por  la dosis  recibida, el  tiempo y vía de exposición,  junto a  la constitución genética del 

individuo (Hodgson, 2004; Abrevaya, 2008). Los agentes genotóxicos alteran el ADN ya sea 

uniéndose directamente a éste o actuando en forma  indirecta mediante  la afectación de 

las enzimas  involucradas en  la  replicación del ADN. Como consecuencia de ello, pueden 

producirse  mutaciones  celulares  que  circunstancialmente  pueden  derivar  en  una 

transformación cancerosa. Sin embargo, es necesario aclarar que un agente genotóxico no 

es  necesariamente  cancerígeno  aunque,  la  mayoría  de  los  cancerígenos  son  también 

genotóxicos (Hernández, 2010). 
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1.5.1. Daño oxidante al ADN 

Los RL al colisionar con una macromolécula,  la oxidan al sustraerle un e‐ y provocan que 

pierda  su  función  específica  en  la  célula,  dicho  daño  puede  causar  oxidación  a  las 

macromoléculas.    A  nivel  de  orgánulos,  se  ha  observado  que  las  mitocondrias  son 

sumamente sensibles a  la presión oxidativa,  lo que se  refleja en cantidades elevadas de 

oxidación en  lípidos y proteínas, y en mutaciones del ADN mitocondrial  (Gonzales et al., 

2000; Ramos, 2006). 

El daño celular producido por las ERO´s en diferentes macromoléculas: 

 Lípidos.  Aquí  se  produce  el  mayor  daño  en  un  proceso  que  se  conoce  como 

peroxidación  lípidica,  afecta  a  las  estructuras  ricas  en  ácidos  grasos 

poliinsaturados,  ya  que  se  altera  la  permeabilidad  de  la  membrana  celular 

produciéndose edema y muerte celular. Puede ser desencadenado por el oxígeno, 

el oxígeno singulete (1O2), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical OH.  

 Proteínas. Hay oxidación de un grupo de aminoácidos como fenilalanina, tirosina, 

histidina  y  metionina;  además  se  forman  entrecruzamientos  de  cadenas 

peptídicas, y por último hay formación de grupos carbonilos. 

 Ácido  desoxirribonucleico  (ADN).  Ocurren  fenómenos  de  mutaciones  y 

carcinogénesis, hay pérdida de expresión o síntesis de una proteína por daño a un 

gen  específico,  modificaciones  oxidativas  de  las  bases,  deleciones, 

fragmentaciones,  interacciones  estables  ADN‐proteínas,  reordenamientos 

cromosómicos y desmetilación de citosinas del ADN que activan genes. El daño se 

puede realizar por la alteración (inactivación/pérdida de algunos genes supresores 

de  tumores  que  pueden  conducir  a  la  iniciación,  progresión,  o  ambas  de  la 

carcinogénesis). Los genes supresores de tumores pueden ser modificados por un 

simple cambio en una base crítica de  la secuencia del ADN (Gonzales et al., 2000; 

Venereo, 2002). 
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1.5.2. Agentes inductores de daño genotóxico 

La  contaminación  ambiental  siempre  ha  existido,  pues  es  inherente  a  las  actividades 

humanas; sin embargo, en los años recientes se ha debido prestar mayor atención, ya que 

han  aumentado  la  frecuencia  y  gravedad  de  los  incidentes  ocasionados  por  la 

contaminación  en  todo  el mundo  y  cada día hay más pruebas de  sus  efectos  adversos 

sobre el ambiente y  la salud, pues  la exposición de un organismo a altas cantidades de 

contaminates  o  bien  por  periodos  prolongados,  resulta  en  un  daño  directo  sobre  el 

material  genético.  Estos  agentes  pueden  ser  físicos,  químicos  o  biológicos.  Los  agentes 

químicos  son de  los más estudiados  ya que  las poblaciones humanas nos encontramos 

expuestas en mayor cantidad de este tipo de agentes, desde el empleo de estas sustancias 

en el lugar de trabajo, hasta la exposición de aditivos de la alimentación; sin embargo, la 

salud  también  puede  ser  afectada  indirectamente  por  la  deposición  de  contaminantes 

atmosféricos  en  el  ambiente  y  la  absorción  por  las  plantas  y  animales,  resultando  en 

productos  químicos  que  entran  en  la  cadena  alimentaria  o  están  presentes  en  el  agua 

potable, por lo que constituyen otras fuentes de exposición humana (Flores et al., 1995). 

 

1.5.3.  Metales pesados 

La tabla periódica incluye alrededor de 70 elementos metálicos, y de ellos 59 pueden ser 

considerados  “metales  pesados”  un  término  generalmente  colectivo,  que  se  aplica  al 

grupo de metales y metaloides con una densidad atómica mayor que  la de el hierro (Fe) 

(55.85 g/mol) o cinco veces mayor que  la del agua. Sin embargo, con esta definición se 

excluirían metales con pesos atómicos menores que el del Fe y que con frecuencia pueden 

ser metales contaminantes, como el vanadio  (V)  (50.94 g/mol), manganeso  (Mn)  (54.93 

g/mol), cromo (Cr) (52.01 g/mol) y a otros que realmente no son metales como arsénico 

(As), flúor (F) y fosfóro (P) (Duruibe et al., 2007).  

Por lo que un metal pesado tiene muy poco que ver con su densidad pero mucho con sus 

propiedades químicas, por ello, resulta mejor hablar de “elementos traza”, dejando claro 

que  la mayoría de  los contaminantes  inorgánicos son “metales pesados”  (Duruibe et al., 

2007; Galán y Romero, 2008).  
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El término “ elementos traza” se refiere a aquellos componentes naturales de  la corteza 

terrestre y pueden ser considerados como micronutrientes, ya que muchos de ellos son 

esenciales para el crecimiento y desarrollo de plantas y animales, desempeñando un papel 

importante  al  ser  fundamentales  para  la  correcta  funcionamiento  de  procesos 

bioquímicos y  fisiológicos,  tal es el  caso del hierro  (Fe),  cadmio  (Cd),  zinc  (Zn), arsénico 

(As),  vanadio  (V)  cobre  (Cu)  y  cromo  (Cr);  sin  embargo  estos  componentes  en 

concentraciones  elevadas  pueden  ser  considerados  contaminantes  y  peligrosos  para  la 

salud de los seres vivos (Newman y McIntosh, 1991; Duruibe et al., 2007; Ferré‐Huguet et 

al., 2007; Galán y Romero,  2008). 

En general  todos  los elementos  traza  son  tóxicos  si  se  ingieren o  inhalan en cantidades 

altas y durante largos períodos de tiempo (Plant et al., 2001). Dichos datos han convertido 

a estos elementos en un  tema actual  tanto en el campo ambiental como en el de salud 

pública.  Estos  actúan  como  potentes  tóxicos,  llegando  a  provocar  daño  genotóxico  y 

teratógeno dependiendo de  las dosis absorbidas así como  la vía por  la cual  ingresaron al 

organismo  y  la  naturaleza  química  del metal.  En  función  de  los  niveles  a  los  cuales  se 

detecten, pueden  llegar a ser tóxicos, e  incluso cancerígenos.   La EPA (US Environmental 

Protection Agency)  incluye en  la  lista de  contaminantes prioritarios  los  siguientes  trece 

elementos traza: antimonio (Sb), arsénico (As), berilio (Be), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre 

(Cu),  mercurio  (Hg),  níquel  (Ni),  plata  (Ag),  plomo  (Pb),  selenio  (Se),  talio  (Tl)  y  zinc 

(Zn)(EPA 1998). 

El Cr y sus compuestos son de los metales más estudiados en la actualidad, pues tienen un 

amplio uso a nivel industrial. Particularmente algunos compuestos de este metal presenta 

efectos  teratógenos  y  genotóxicos  evaluado mediante  diferentes  ensayos  tanto  in  vivo 

como in vitro (Newman y McIntosh, 1991; Ferré‐Huguet et al., 2007). 

 

 

1.5.4. Compuestos de Cr (VI) 

El Cr es un metal traza de color gris, tiene como número atómico 24 y su peso molecular 

es de 52.01 g/mol, pertenece a las primeras series de los elementos de transición. Posee 

diferentes estados de oxidación (II, III, IV, V y VI) siendo los más comunes son III y VI. Es un 

metal encontrado en  la naturaleza como Cr  (0) y Cr  (III),  formando aleaciones con otros 

metales con mayor frecuencia en su estado III, aunque los compuestos de Cr (VI) también 

son encontrados pero en pequeñas cantidades (Quality Guidelines, 2000).  



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el daño genotóxico inducido por Cr (VI) 

Carvente Juárez Megumi Monserrat | 23 
 

Los niveles de Cr en el suelo varían según el área y el grado de contaminación a partir de 

fuentes antropogénicas. Pruebas  sobre  suelos han mostrado concentraciones de Cr que 

van desde 1 a 1000 mg/kg, con una concentración media que oscila entre 14 a 70 mg/kg. 

En el aire el nivel de Cr (III y VI) es generalmente bajo con concentraciones entre 0.01 y 

0.03 µg/m3 sin embargo  las emisiones producidas al quemar carbón y petróleo, así como 

la producción de acero pueden aumentar los niveles de este metal, es por ello que en las 

industrias  estas  concentraciones  se  pueden  elevar  a  varios  cientos  de  µg/m3 

representando  importantes  riesgos  para  la  salud  humana  y  principalmente  para  el 

personal  que  labora  en  estas  industrias.  Los  compuestos  de  Cr  se  utilizan  como 

catalizadores en  la  síntesis del amoniaco, en  la  fabricación de aceros al cromo y aceros 

inoxidables, curtido de cuero, pigmentos de cromo, industrias cementeras, aleaciones con 

cromo,  en  cromado  galvanizado,  entre  otros  usos  industriales,  es  por  ello  que  las 

poblaciones  humanas  nos  encontramos  expuestas  tanto  a  Cr  (III)  como  a  Cr  (VI),  (EPA 

1998; Air Quality Guidelines, 2000; Dayan y Paine, 2001). 

El Cr (III), si bien se encuentra de forma natural en el ambiente o como residuo industrial; 

se acepta que es un elemento esencial para los humanos (Mertz, 1967), pues es necesario 

para llevar acabo mecanismos fisiológicos como catalizar la acción insulínica sobre lípidos, 

azúcares  y  proteínas.  Estudios  en  animales  de  experimentación  y  en  humanos  han 

establecido el papel esencial del Cr  III  con una  ingesta que va desde 50‐200 µg/día,  tal 

ingesta  por  vía  oral  no  representa  un  problema  de  toxicidad.  La  “World  Health 

Organization”  (WHO) estima que  la  ingesta mínima diaria  requerida, para mantener un 

metabolismo  adecuado  es,  de  aproximadamente  33  µg/día  (Hambidge,  1974;  World 

Health Organization, 1996; Air Quality Guidelines, 2000; ATSDR, 2000; O’Brien et al., 2003; 

Depault et al., 2004; Ferré‐Huguet et al., 2007; Mertz, 2009; Kristen et al., 2010).  

Por  otra  parte,  las  formas  de  Cr  (VI)  se  encuentran  ligadas  a  oxígeno,  por  lo  que  son 

consideradas  fuertes oxidantes, y  tienen efectos altamente  tóxicos. Es  sabido que  tanto 

animales como humanos  incorporan a  su organismo pequeñas cantidades de Cr por vía 

aérea, además de que la mayoría de estos compuestos ingresan al organismo a través de 

los alimentos y el agua. En el cuadro 2 se muestran  los niveles de consumo diario de Cr 

por diferentes  rutas de exposición en humanos  y  la  figura 5  se muestra  las principales 

rutas de exposición humana al Cr (III) y Cr (VI) (Norseth, 1981; Newman y McIntosh, 1991; 

CDPC, 1992; Air Quality Guidelines, 2000; ATSDR, 2000; Dayan y Paine, 2001; Depault et 

al., 2004; Ferré‐Huguet et al., 2007). 
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Cuadro 2. Niveles de consumo diario de cromo por diferentes rutas de exposición 

en humanos (Tomada y modificada de Air Quality Guidelines, 2000). 

ruta de exposición  consumo diario  Absorción 

productos alimenticios  <200 µg  <10 µg 

agua potable  0.8‐16 µg  <1 µg 

aire  <1000 ng  <5 ng 

 

 
    Figura 5. Vías de exposición a Cr (Modificada de Clarkson et al., 1988). 
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Se ha encontrado que un gran número de compuestos de Cr (VI) representan una mayor 

amenaza  para  la  salud  humana  debido  a  que  han  mostrado  ser  mutagénicos  o 

clastogénicos. Por ejemplo un estudio  realizado en  linfocitos de personas  laboralmente 

expuestas  a  estos  compuestos  encontró  una  prevalencia  elevada  de  aberraciones 

cromosómicas  (AC) e  ICH  los cuales son ensayos para  la evaluación de  la genotoxicidad. 

Además de cambios oxidativos en proteínas y la formación de aductos, ocasionando desde 

sensibilización alérgica hasta la formación de tumores (Air Quality Guidelines, 2000). 

Los  compuestos  de  Cr  (VI)  producen  rupturas  de  hebras  de  ADN,  enlaces  cruzados  y 

modifica nucleótidos como es 8‐hidroxiguanina,  indicador de  formación de  radicales del 

oxígeno.  Sin  embargo  estas  reacciones  no  ocurren  en  ausencia  de  agentes  reductores, 

estas son  intermediadas por agentes altamente reactivos (RL) como es el Cr (V) y Cr (IV) 

formados  durante  la  reducción  de  Cr  (VI)  a  Cr  (III)  en  la  célula  y  son  principales 

responsables  de  la  genotoxicidad  descrita  para  estos  compuestos  de  Cr  (VI)  (figura  6) 

(Dayan y Paine, 2001; Kristen et al., 2010). 

Se  ha  descrito  que  el  árbol  bronquial  es  el  principal  órgano  afectado  por  los  efectos 

cancerígenos  de  Cr  (VI).  La  inhalación  representa  gran  preocupación  con  respecto  a  la 

exposición a estos compuestos, pues recientemente se ha determinado que estos son un 

componente de  los cigarrillos producidos en Estados Unidos, con una concentración que 

varía  desde  0.24  hasta  6.3mg/kg  (Air  Quality  Guidelines,  2000;  Dayan  y  Paine,  2001; 

O’Brien  et al.,  2003; Kristen  et al.,  2010).  También  se ha  comprobado que  atraviesa  la 

placenta  representando  un  alto  riesgo  para  la  salud  reproductiva.  Es  sabido  que  los 

compuestos  de  Cr  (VI)  tienen  efectos  carcinógenos  esto  tanto  en  animales  de 

experimentación como es estudios epidemiológicos realizados en humanos que han sido 

expuestos a estos compuestos en su lugar de trabajo. La evidencia actual sobre los efectos 

genéticos  derivados  de  la  exposición  a  compuestos  de  Cr  (VI)  parece  suficiente  para 

concluir que estos son capaces de inducir mutaciones en humanos (EPA, 1998;Air Quality 

Guidelines, 2000; Dayan y Paine, 2001).  
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1.5.4.1. Mecanismos de inducción de daño genotóxico del Cr VI 

Se ha descrito que el mecanismo de inducción de daño de los metales ocurre a nivel de la 

membrana celular, donde afectan tanto a los fenómenos de permeabilidad, así como a las 

reacciones  enzimáticas  implicadas  en  el  transporte.  Este mecanismo  esta  directamente 

relacionado con la producción de ERO´s y RL, generados durante las reducción intracelular 

del  Cr  (VI),    ya  que  al  ingresar  este  fácilmente  a  la  célula  debido  a  que  se  encuentra 

comúnmente  presente  en  coordinación  tetraédrica  y  por  lo  tanto  emula  fosfatos  y 

sulfatos  biológicos,    puede  ser  fácilmente  tomada  a  través  de  los  canales  para  la 

transferencia de los aniones isoeléctricos e isoestructurales en la célula o bien mediante el 

proceso de fagocitosis en caso de los cromatos insolubles y posteriormente es reducido a 

Cr (V), Cr (IV) y finalmente a Cr (III). La figura 6 muestra de forma general la vía de acceso 

del  Cr  (VI)  a  la  región  intracelular  y  las  principales  rutas  implicadas  en  las  lesiones 

genéticas (Valko et al., 2006; Jomova y Valko, 2011). 

Se  sabe  que  las  formas  reducidas del Cr  (VI),  se  acumulan  y  reaccionan  con moléculas 

orgánicas, desencadenado alteraciones en el metabolismo célular, EOx y daño genotóxico, 

pues se conduce a  la  formación de mono‐aductos Cr‐ADN, entrecruzamientos de ADN y 

aductos  ternarios.  Los  agentes  reductores  importantes  para  la  reducción  del  Cr  VI, 

incluyen al ascorbato y compuestos sulfidrilo, además de compuestos como la cisteína y el 

glutatión  ver  figura 6. Además durante el proceso de  reducción del Cr VI, en el que  se 

generan ERO´s estas pueden  reaccionar en  colaboración  con el  radical •OH ocasionado 

reacciones  toxicas que pueden dañar  a  las proteínas, ocasionar  la peroxidación  lipídica 

que daña al ADN mediante el rompimiento de sus cadenas así como la inducción de daños 

cruzados  (Gómez y Callao, 2006; Valko et al., 2006; Navarro et al., 2007; Nickens et al., 

2010; Jomova y Valko, 2011).  
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Figura 6. Principales rutas involucradas en las lesiones en el ADN, ocasionadas por el Cr (VI)  

(Modificada de O´Brien et al., 2003). 

 

El  mecanismo  más  importante  de  activación  de  oxígeno  por  metales  de  transición, 

involucra el ciclo de Haber‐Weiss donde se genera el radical •OH. Cuando el Cr (VI) entra 

en  la célula, el glutatión forma rápidamente un complejo con este, seguido de una  lenta 

reducción  del  Cr  (VI)  a  Cr  (V)  (figura  7b). Una  vez  formado  el  Cr  (V)  este  es  capaz  de 

reaccionar con H2O2 a través de la reacción de Fenton para formar un radical •OH, el cual 

es capaz de causar daño al ADN. El ion •O2 también es capaz de reducir el Cr (VI) a Cr (V), 

lo que puede catalizar la descomposición de H2O2 produciendo el radical •OH (Shi y Dalai, 

1992; Navarro et al., 2007).  
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                    H2O2 + Fe2+                                Fe3+ + OH‐ + •OH 

•OH + H‐R                                    R• + H2O 

 
Figura 7: a) reacción de Fenton; b) ciclo de Haber‐Weiss y reacción de Fenton para el Cr (VI) 

 (Tomado de Shi y Dalai, 1992). 

 

 

 

1.6. Ensayos para la evaluación del daño genotóxico 

De  forma general  los ensayos de detección del daño genotóxico se agrupa dependiendo 

del daño a evaluar:  

 

 Mutaciones Génicas: estas  se  refieren ya  sea a  la  sustitución de pares de bases, 

adiciones o deleciones y en algunas ocasiones pueden llegar a tener consecuencias 

graves como la inactivación de genes. Estas mutaciones son detectables mediante 

técnicas de secuenciación de ADN. 

 

 Alteraciones en la Integridad del ADN: son lesiones premutagénicas, como lo es la 

formación de aductos,  ligamentos cruzados  intra e  interbanda y rompimientos de 

una o ambas cadenas. Para estas alteraciones existe compensación pues pueden 

ser reparadas enzimáticamente. Las alteraciones en la integridad del ADN pueden 

ser  detectadas mediante  electroforesis  unicelular  en  condiciones  alcalinas  y  por 

determinación de aductos de ADN. 

a) 

b) 
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 Aberraciones  Cromosómicas  (AC):  estas  se  suelen  clasificar  a  su  vez  en 

aberraciones  estructurales  que  involucran  a  las  translocaciones,  inversiones, 

deleciones  y  duplicaciones,  que  provocan  diversas  enfermedades  genéticas  e 

incluso pueden  llegar a ser mortales; se habla de aberraciones numéricas cuando 

se  trata  de  aneuploidias  y  poliploidias  estos  cambios  en  el material  genético  la 

mayoría de las veces ocasionan la muerte en las etapas tempranas del desarrollo. 

Ambos  casos  son  detectables  a  partir  de  un  examen  de  cariotipo  (Strickberger, 

1988; Pierce, 2005). 

 

 

1.6.1. Micronúcleos  

El ensayo de MN ha sido recomendado para la evaluación genotóxica en la “International 

Conference on Harmonization of Genotoxicity Guidelines” (ICH4), “Enviromental Protection 

Agency”  (EPA),  “Food  and  Drug  Administration”  (FDA)  y  la  “International  Agency  for 

Research on Cancer”  (IARC). Este ensayo  tiene  como objetivo  identificar  sustancias que 

causan daño citogenético, provocado por clastogénesis o aneuploidogénesis, además es 

capaz  de  detectar  la  rotura  o  pérdida  cromosómica,  permitiendo  identificar  el  daño 

citogenético  asociado  a  la  frecuencia  de  AC.  La  técnica  fue  desarrollada  por  Schmid  y 

Boller  en  1970,  y  originalmente  fue  propuesta  para  practicarse  en  medula  ósea; 

posteriormente,  la  técnica  se  ha  instrumentado  en  una  gran  variedad  de  tejidos  y 

especies. (Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000).  

Los MN  son  pequeños  fragmentos  de  cromosomas  o  cromosomas  completos  que  se 

forman  espontáneamente  o  por  causa  de  agentes  que  rompen  cromosomas  (agentes 

clastógenos), su forma es generalmente redonda, con un diámetro que varía desde 0.4 a 

1.6 micras.  Su  formación  se basa que  cualquier  fragmento  cromosómico que no posea 

centrómero no podrá integrarse a un núcleo esto ocurre durante la anafase. Después de la 

telofase,  los  cromosomas normales,  así  como  los  fragmentos que posean  centrómeros, 

dan  origen  a  los  núcleos  de  las  células  hijas;  sin  embargo,  los  elementos  rezagados 

(fragmentos o cromosomas completos), quedan  incluidos en el citoplasma de  las células 

hijas, y una proporción de ellos se transforma en uno o varios núcleos secundarios. Tales 

núcleos  son  mucho  más  pequeños  que  el  núcleo  principal,  y  de  ahí  su  nombre  de 

“micronúcleos”  en  la  figura  8  se  observan  un  esquema  general  de  los mecanismos  de 

formación de MN (Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000). 
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Figura 8. Mecanismos de formación de MN. 

 

Los MN pueden  ser evaluados en diferentes  tipos  celulares, por ejemplo: mieloblastos, 

mielocitos, médula ósea de ratón (eritrocitos) o en eritrocitos de sangre periférica, células 

binucleadas  (linfocitos)  inducidos mediante citocalacina B, así como células uroteliales y 

exfoliadas  de  la  mucosa  oral  y  nasal,  de  igual  manera  se  han  realizado  estudios  en 

eritrocitos de hígado y de sangre periférica fetal (Schmid y Von Ledebur, 1973; Heddle et 

al., 1983; Krishna y Hayashi, 2000).  

En  las  células  eritroides  se distinguen  claramente  a  los  eritrocitos  jóvenes o  eritrocitos 

policromáticos  (EPC)  y  los maduros o  eritrocitos normocromáticos  (ENC), pues  los  EPC, 

todavía  contiene ARN,  son basófilos y el núcleo principal es expulsado;  si un MN  se ha 

formado permanece en el citoplasma anucleado. Los EPC con el tiempo pierden el ARN y 

se conviertene en ENC más pequeños que  los EPC y son acidófilos. Partiendo de esto  los 

eritrocitos se pueden diferenciar en EPC y ENC utilizando diferentes colorantes como May 

Gruenwald, Giemsa y NA (Schmid y Von Ledebur, 1973; Hayashi et al., 1990). 
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1.7. Apoptosis y necrosis 

La muerte  celular  en  los  tejidos  de  los  organismos  es  un  hecho  natural  y  no  produce 

alteraciones de  las  funciones, por el contrario,  la cantidad de células en  los  tejidos está 

determinada por un balance homeostático entre la proliferación de las células nuevas y la 

muerte  de  las  células  no  funcionales,  existiendo  una  tasa  o  ritmo  de  relación 

proliferación/muerte que varía de un tejido a otro. Existen dos tipos de muerte celular una 

es  la  que  se  produce  como  consecuencia  de  una  lesión  celular masiva  conocida  como 

necrosis,  y  la  otra  es  la  apoptosis  que  es  un mecanismo  controlado  de muerte  celular 

(Elena, 2002).  

La necrosis ocurre de manera aguda, por una forma no fisiológica, mediante una agresión 

que causa  lesión en una porción  importante del  tejido. Este proceso es desencadenado 

por  toxinas,  hipoxia  severa,  agresión  masiva  y  cualquier  otra  condición  que  genere 

disminución  de ATP,  esto  crea  cambios  histológicos  como  la  desorganización  y  lisis  del 

citoplasma, con dilatación del retículo endoplasmático y las mitocondrias, disolución de la 

cromatina  y  pérdida  de  la  continuidad  de  la  membrana  citoplasmática.  El  ADN  es 

fragmentado  al  azar.  Debido  a  la  perdida  de  la  integridad  de  la membrana  celular,  el 

contenido del citoplasma es vertido al espacio extracelular, produciendo  la atracción de 

células inmunes en el área, lo que genera el proceso de inflamación, en el cual los restos 

celulares son eliminados por fagocitosis de inmigrantes (Elena, 2002). 

La apoptosis fue descrita por Kerr en 1970, es un proceso altamente selectivo, que regula 

el desarrollo normal y la homeostasis de los organismos multicelulares, importante tanto 

en condiciones fisiológicas, como la destrucción programada en el desarrollo embrionario 

para terminar de formar  los tejidos y en condiciones patológicas como  la muerte celular 

inducida  por  un  quimioterapéutico  en  un  proceso  canceroso  (Elena,  2002;  Sosa  et  al., 

2012).  

Uno de  los propósitos de  la apoptosis a nivel celular es  la auto‐desintegración de células 

innecesarias  o  senescentes.  Sin  embargo  también  es  considerado  un  mecanismo  de 

eliminación  de  daño  celular  irreparable  que  de  otra  forma  podría  alterar  el  estado  de 

salud de todo el organismo (Elena, 2002; Sosa et al., 2012).  
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Histológicamente la apoptosis se caracteriza por la condensación de los componentes del 

citoplasma, con grandes brotes en la membrana celular y la condensación de la cromatina 

que  lleva a  la formación de cuerpos apoptóticos. Este proceso se  lleva a cabo en células 

aisladas dentro del tejido. El ADN es fragmentado en fracciones de 185 pares de bases o 

múltiplos, mientras  la membrana celular permanece  intacta. Luego el cuerpo apoptótica 

es  fagocitado  por  células  vecinas  sin  generar  proceso  inflamatorio.  En  la  figura  9  se 

observa  la morfología de  la necrosis y de  la apoptosis  (Norbury y Hickson, 2001; Elena, 

2002; Squier y Cohen, 2002; Sosa et al., 2012).  

 
Figura 9. Morfología de la necrosis y la apoptosis. A la izquierda, el proceso de necrosis muestra 

el edema, la pérdida de integridad de la membrana celular y la salida de los organelos 

intracelulares al espacio exterior. A la derecha, el proceso de apoptosis muestra integridad de la 

membrana después de la membrana celular condensación de la cromatina y los cuerpos 

apoptóticos que contienen organelos (Tomada de Elena, 2002). 
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Bioquímicamente  el  proceso  de  apoptosis  implica  una  cascada  de  señalización  que 

conduce a dichos cambios histológicos, donde la mayoría de las vía apoptóticas convergen 

en  una  cascada  común  de  cistein‐proteasas  (caspasas).  Las  caspasas  son  centrales  al 

mecanismo  de  la  apoptosis  ya  que  son  tanto  iniciadoras  como  ejecutoras  del  proceso 

(Elena, 2002; Sosa et al., 2012).  

Existen dos vía que pueden llevar a apoptosis: inducción positiva o externa por un ligando 

unido  a  receptores  específicos  de  la membrana  plasmática  y  la  inducción  negativa  o 

interna que ocurre por pérdida de la actividad supresora de mecanismos intracelulares. La 

inducción  positiva  involucra  ligandos  que  por  una  porción  intracelular  del  receptor 

transducen al interior una señal; esa porción es llamada dominio de muerte. La inducción 

negativa  se  produce  por  perdida  de  la  actividad  supresora  a  cargo  de  una  familia  de 

proteínas específicas que están relacionadas con  la mitocondria. El cuadro 3 muestra  las 

diferencias entre el proceso de apoptosis y el de necrosis (Elena, 2002; Sosa et al., 2012).  

 

Cuadro 3. Diferencias entre los procesos de necrosis y de apoptosis 

característica  necrosis  apoptosis 

Estimulo 
Agresión masiva, toxinas, 

anoxia, caída de ATP 

Condiciones fisiológicas y 

patológicas sin caída de ATP 

Requerimientos de 

energía 
Ninguno  Dependiente de ATP 

Histología 

Lisis del citoplasma y 

organelos. Se da en sectos 

de tejido 

Condensación de la 

cromatina, cuerpos 

apoptóticos. 

Se da en células aisladas. 

Ruptura del ADN  En tamaños irregulares 
Fragmentos de 185 pares de 

bases o múltiplos. 

Membrana plasmática  Lisis 
Intacta, con alteraciones 

moleculares 

Fagocitosis de las 

células muertas 
Fagocitosis inmigrantes  Células vecinas 

Reacción tisular  Inflamación  Sin inflamación 
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2. Planteamiento del problema  

Las poblaciones humanas nos encontramos expuestas a diversos xenobióticos como son 

los metales  pesados.  Entre  ellos,  los  compuestos  de Cr  (VI)  llaman  la  atención  para  su 

estudio  debido  a  que  son  ampliamente  utilizados  en  diferentes  industrias.  A  los  estos 

compuestos,  se  les  ha  asociado  con  el  desarrollo  de  algunos  tipos  de  cáncer  y  se  ha 

observado que son capaces de inducir daño genotóxico, mediante la generación de ERO´s 

y RL durante su reducción intracelular a Cr (III). En contraparte, recientemente ha surgido 

el  interés  de  estudiar  sustancias  que  puedan  proteger  o  contrarrestar  el  daño  al  ADN 

inducido por el EOx. Dentro de  la dieta humana se encuentran varios componentes que 

presentan propiedades antioxidantes, principalmente en  frutas y vegetales, así como en 

bebidas como el té verde, cerveza, vino tinto entre otras. Entre los compuestos con mayor 

poder  antioxidante  se  encuentran  los  polifenoles  del  té  verde.  Es  por  ello  que  resulta 

interesante estudiar in vivo, los efectos de extractos polifenólicos del té verde (P60), y en 

particular sus catequinas y  flavonoles  (kaemferol) sobre el daño en el material genético 

inducido por agentes que generan EOx, como lo son los compuestos de Cr (VI). 

 

3. Hipótesis 

Se ha observado que  los  compuestos de Cr  (VI)  son  capaces de atravesar  la membrana 

celular y reducirse a Cr (III) generando ERO´s y RL que interaccionan con macromoléculas 

como el ADN, lípidos y proteínas. Por su parte los polifenoles del té verde presentan una 

gran  capacidad  antioxidante.  Por  lo  que,  en  el  presente  estudio  se  espera  que  la 

administración previa de antioxidantes del té verde (extractos de polifenoles, catequinas y 

kaemferol) a  ratones  tratados  con  compuestos de Cr  (VI)  reduzca el daño genotóxico y 

citotóxico producido por el compuesto metálico cancerígeno (CrO3).  

 

 

4. Objetivos 

 

4.1. Objetivo general 

Evaluar el efecto de  los antioxidantes del  té verde  (extracto de polifenoles de  té verde 

[P60], catequinas y kaemferol) sobre el daño genotóxico y citotóxico inducido por Cr (VI), 

mediante  la evaluación de MN y de apoptosis en  ratones de  la  cepa CD‐1  tratados  con 

CrO3. 
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4.2. Objetivos particulares 

 Establecer la dosis de los antioxidantes del té verde (extracto de polifenoles de té 

verde,  catequinas  y  kaemferol)  que  no  inducen  daño  genotóxico  ni  citotóxico, 

mediante la evaluación de MN en EPC de sangre periférica de ratón y de la relación 

de EPC con respecto a  los ENC, así como de  la viabilidad celular en  leucocitos de 

sangre periférica de ratón. 

 

 Establecer la dosis genotóxica y citotóxica del CrO3, mediante la evaluación de MN 

en  EPC  de  sangre  periférica  de  ratón  y  la  evaluación  de  la  relación  de  EPC  con 

respecto a los ENC, así como la viabilidad celular en leucocitos de sangre periférica 

de ratón. 

 

 Evaluar el efecto de  los antioxidantes del  té verde  (extracto de polifenoles de  té 

verde,  catequinas  y  kaemferol)  sobre  el  daño  genotóxico  inducido  por  Cr  (VI), 

mediante la evaluación de MN, en EPC en de sangre periférica de ratón. 

 

 Evaluar el efecto de  los antioxidantes del  té verde  (extracto de polifenoles de  té 

verde,  catequinas  y  kaemferol)  sobre  el  daño  citotóxico  inducido  por  Cr  (VI), 

mediante la evaluación de la relación de EPC con respecto a ENC, y de la viabilidad 

celular en leucocitos de sangre periférica de ratones tratados con CrO3. 

 

 Evaluar la apoptosis en leucocitos de sangre periférica de ratones tratados con los 

antioxidantes  del  té  verde  (extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  catequinas  y 

kaemferol) y con CrO3 empleando la técnica de tinción diferencial con NA/BrEt. 

 

 Evaluar el efecto del  tratamiento con  los antioxidantes del  té verde  (extracto de 

polifenoles de té verde, catequinas y kaemferol) previa a la administración de CrO3 

sobre  la  inducción  de  apoptosis  en  en  leucocitos  de  sangre  periférica  de  ratón 

empleando la técnica de tinción diferencial con NA/BrEt. 
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5. Material y método 

5.1. Animales  

Este estudio se emplearon ratones macho de  la cepa CD‐1 de 2 a 3 meses de edad, con 

peso entre 30 y 40 g, provenientes del laboratorio Harlan de La Facultad de Química de la 

Universidad Nacional Autónoma de México  (UNAM),  los cuales  se mantuvieron durante 

dos semanas en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores “Zaragoza”, UNAM para 

su adaptación. Los ratones tuvieron libre acceso al agua y al alimento (nutricubos Purina). 

Las  condiciones  de  temperatura,  humedad  y  circulación  de  aire  se  mantuvieron 

controladas al igual que el fotoperiodo, con 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.  

Los  criterios de evaluación  y  condiciones de  trabajo  fueron establecidos  con base a  los 

lineamientos  de  los  programas  de  la  GENOTOX,  la  EPA,  la  “European  Center  for 

Ecotoxicology of Chemicals” (ECETOC) y la FDA (Heddle et al., 1983; EPA, 1984; Mavournin 

et al., 1990; Hayashi et al., 1994; FDA, 2000). 

 

5.2. Reactivos 

Los reactivos manejados en este estudio se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, 

MO, USA). Colorante naranja de acridina  (NA)  [CAS N° 10127‐02‐03]; Bromuro de Etidio 

(BrEt)  [CAS  N°  1239‐45‐8];  Extractos  de  polifenoles  de  té  verde,  estos  extractos  se 

obtuvieron de una marca comercial conocida como Polyphenon 60 (P60) [CAS N° 138988‐

88‐2];  catequinas  [CAS N° 225937‐10‐0];  kaemferol  [CAS N° 520‐180‐3];  y CrO3  [CAS N° 

133‐82‐0]. 

 

5.3. Tratamientos 

Los extractos de polifenoles de té verde, catequinas, kaemferol y CrO3 fueron preparados 

mediante  su  disolución  en  agua  destilada  estéril.  Una  vez  preparados  los  reactivos  se 

administraron inmediatamente en un volumen de aproximadamente 0.25 ml por ratón de 

acuerdo  a  cada  protocolo.  Los  grupos  a  tratar  fueron  de  cinco  ratones  cada  uno.  Los 

protocolos  se  plantearón  de  acuerdo  a  los  lineamientos  propuestos  por  las  agencias 

reguladoras FDA, EPA e IARC para pruebas de genotoxicidad. 
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Para cubrir los objetivos se realizarán los siguientes protocolos: 

 

Protocolo 1. Efecto de la administración del extracto de polifenoles de té verde (P60), vía 

i.g. sobre el daño genotóxico inducido por CrO3 

Cada grupo contó con un  total de cinco  ratones machos de  la cepa CD‐1. Un grupo  fue 

empleado  como  grupo  testigo  por  lo  que  se  le  trató  únicamente  con  el  vehículo. Otro 

grupo de ratones fue tratado con una sola dosis de 30 mg/kg de extracto de polifenoles de 

té  verde, por  vía  i.g. mientras que un  grupo más  fue  tratado  con una  sola dosis de 20 

mg/kg, por  vía  i.p. de CrO3, otro grupo  fue  tratado  con una  sola dosis de 30 mg/kg de 

extracto de polifenoles de té verde, por vía i.g. cuatro horas previas a la administración de 

20 mg/kg, por vía i.p. de CrO3. El tiempo de administración del CrO3 fue considerado como 

la hora 0. Posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica cada 24 horas desde 

la hora 0 hasta la hora 72 para la evaluación de la genotoxicidad y citotoxicidad mediante 

la evaluación de MN en EPC de sangre periférica de ratón (ver figura 10). 

 

 

Protocolo 2. Efecto de  la administración del extracto de té verde, vía  i.p. sobre el daño 

genotóxico inducido por CrO3 

Cada grupo contó con un  total de cinco  ratones machos de  la cepa CD‐1. Un grupo  fue 

empleado testigo por lo que se le trató únicamente con el vehículo. Otro grupo de ratones 

fue tratado con una sola dosis de 30 mg/kg de de extracto de polifenoles de té verde, por 

vía i.p. mientras que un grupo más fue tratado con una sola dosis de 20 mg/kg, por vía i.p. 

de CrO3, un último grupo más fue tratado con una sola dosis de 30 mg/kg de de extracto 

de  polifenoles  de  té  verde,  por  vía  i.p.  cuatro  horas  previas  a  la  administración  de  20 

mg/kg, por vía i.p. de CrO3. El tiempo de administración del CrO3 fue considerado como la 

hora 0. Posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica cada 24 hora desde  la 

hora 0 hasta la hora 72 para la evaluación de la genotoxicidad y citotoxicidad mediante la 

evaluación  de MN  en  EPC  de  sangre  periférica  de  ratón.  Posteriormente  se  tomaron 

muestras de  sangre periférica a  la hora 48, para  la evaluación de  la viabilidad  celular e 

inducción de apoptosis (ver figura 11). 
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Figura 10. Protocolo 1. Administración del tratamiento con extracto de polifenoles de té verde 

vía i.g. y CrO3 vía i.p. 
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Figura 11. Protocolo 2. Administración del tratamiento con extracto de polifenoles de té verde 

vía i.p. y CrO3 vía i.p. 
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Protocolo 3. Efecto de la administración de catequinas vía i.p. y kaemferol vía i.p. sobre 

el daño genotóxico inducido por CrO3 

Cada grupo contó con un  total de cinco  ratones machos de  la cepa CD‐1. Un grupo  fue 

empleado como testigo por lo que se le trató únicamente con el vehículo. Dos grupos más 

fueron tratados con una sola dosis de 500 mg/kg de catequinas, por vía i.p. y otro con una 

sola dosis de 150 mg/kg de kaemferol por vía i.p. Un grupo más fue tratado con 20 mg/kg, 

por vía i.p. de CrO3. Dos grupos más fueron tratados. Uno con una sola dosis de 500 mg/kg 

de catequinas, por vía  i.p. cuatro horas previas a  la administración de 20 mg/kg, por vía 

i.p. de CrO3 y el otro con una  sola dosis de 150 mg/kg de kaemferol, por vía  i.p. cuatro 

horas  previas  a  la  administración  de  20  mg/kg,  por  vía  i.p.  de  CrO3.  El  tiempo  de 

administración  del  CrO3  fue  considerado  como  la  hora  0.  Posteriormente  se  tomaron 

muestras  de  sangre  periférica  cada  24  hora  desde  la  hora  0  hasta  la  hora  72  para  la 

evaluación de  la genotoxicidad y citotoxicidad mediante  la evaluación de MN en EPC de 

sangre periférica de ratón. Posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica a la 

hora 48, para la evaluación de la viabilidad celular e inducción de apoptosis (ver figura 12). 
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Figura 12. Protocolo 3. Administración de los tratamientos con catequinas vía i.p., kaemferol vía 

i.p. y CrO3 vía i.p. 
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5.4. Establecimiento de las dosis 

La dosis empleada para los tratamientos con CrO3 fue seleccionada con base en resultados 

obtenidos previamente, en los cuales se observó que la administración de CrO3 por vía i.p. 

en  una  dosis  de  20 mg/kg  de  peso  corporal  es  inductora  de  daño  genotóxico  (García‐

Rodríguez  et  al.,  2001).  Las  dosis  empleadas  para  los  tratamientos  con  extracto  de 

polifenoles de té verde, catequinas y kaemferol fueron seleccionadas con base en estudios 

previos, realizados en nuestro laboratorio en los que no se observaron efectos genotóxico 

tras  la  administración  de  30 mg/kg  de  peso  corporal  de  extracto  de  polifenoles  de  té 

verde,  500 mg/kg  de  peso  corporal  de  catequinas  y  150 mg/kg  de  peso  corporal  de 

kaemferol. 

Una  vez  seleccionadas  las  dosis  de  extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  catequinas, 

kaemferol y CrO3 y establecidas  las condiciones de trabajo, se administraron  las dosis de 

acuerdo a los protocolos previamente descritos. El extracto de polifenoles de té verde, las 

catequinas y kaemferol fueron administrados cuatro horas previas a  la administración de 

CrO3  ya  que  de  acuerdo  a  la  farmacocinética  de  los  polifenoles  del  té  verde,  estos  se 

encuentran  distribuidos  por  completo  en  el  organismo  aproximadamente  cuatro  horas 

después de su administración (Chen et al., 1997). 
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5.5. Evaluación de la inducción de MN en EPC y la relación de EPC con respecto a  ENC 

 

5.5.1. Preparación de laminillas  

 

Las laminillas se prepararon con naranja de acridina (NA) este proceso es previo a la toma 

de muestras. Para ello se preparó una solución de NA con agua desionizada y se colocó la 

solución sobre un portaobjetos precalentado de acuerdo a la técnica previamente descrita 

por Hayashi et al., (1990). 

 

5.5.2. Toma de muestras 

Posteriormente a la administración de los tratamientos se obtuvieron muestras de sangre 

periférica  de  los  ratones,  en  los  tiempos  de  evaluación  establecidos.  Las muestras  se 

obtuvieron  de  la  vena  caudal,  se  colocaron  aproximadamente  10  µL  directamente  al 

centro  de  las  laminillas  previamente  preparadas  con  NA,  inmediatamente  después  se 

colocó un cubreobjetos cual fue sellado con silicón líquido. En cada toma de muestras se 

prepararon 2 laminillas por ratón. Las preparaciones de muestras se guardaron en cajas de 

plástico y bajo  la oscuridad, a una temperatura de 4°C hasta su evaluación. El análisis de 

las muestras se realizó al menos 24 horas después de haber sido preparadas, procurando 

no exceder de los ocho días.  

 

5.5.3. Evaluación de muestras 

La  evaluación  de  las muestras  se  realizó  en  los  eritrocitos  de  la  sangre  periférica,  con 

ayuda  de  un microscopio  de  fluorescencia  (luz  azul)  con  filtro  de  luz  amarilla  (Nikon 

OPTIPHOT‐2). El daño citotóxico se evaluó con la frecuencia de EPC con respecto a los ENC 

de  1000  eritrocitos  totales; mientras  que  la  evaluación  del  daño  genotóxico  se  evaluó 

mediante la frecuencia de MN presentes en los EPC analizando 2000 eritrocitos totales. La 

figura  13 muestra  el diagrama de  flujo del procedimiento  realizado para  el  análisis del 

daño genotóxico y citotóxico. (Schmid y Von Ledebur, 1973; Hayashi et al., 2000; Krishna y 

Hayashi, 2000).  
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Figura 13. Evaluación del daño genotóxico y citotóxico: a) grupos de 5 ratones de la cepa CD‐1; 

b) administración de los diferentes tratamientos; c) toma de muestra de sangre périferica; d) 

preparación de las laminillas; e) observación de las muestras bajo el microscopio de 

fluorescencia; f) evaluación del daño genotóxico y citotóxico mediante el método de MN teñidos 

con NA. 
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5.6. Evaluación de la viabilidad, apoptosis y necrosis 

La  inducción de apoptosis  fue evaluada mediante de  la  tinción  con NA y BrEt, con esta 

técnica  es  posible  determinar  las  células  que  han muerto  por  apoptosis  debido  a,  los 

cambios morfológicos característicos que tienen lugar en una célula apoptótica como lo es 

la  condensación  y  fragmentación  de  la  cromatina  y  el  colapso  nuclear mientras  que  la 

membrana plasmática está  todavía  intacta. Esta  técnica emplea  la  tinción diferencial de 

unión al ADN de colorantes fluorescentes (NA y BrEt), para determinar las células viables 

de  las no viables en una población dada, además nos permiten conocer si  las células se 

encuentran en apoptosis se basándose en la integridad de la membrana. El NA se intercala 

con ADN dando una apariencia verde. Mientras que el BrEt se une solamente a las células 

no viables este colorante  también  se  intercala con el ADN haciendo que  la célula  tenga 

apariencia de color anaranjado y se une débilmente al ARN dando una  ligera apariencia 

roja (McGahon et al., 1995; García‐Rodríguez et al., 2013). 

 

5.6.1. Preparación de colorantes 

La mezcla de colorantes fue preparada un día antes de  la toma de muestras. Se preparó 

una  solución  con 10 µg/ml de BrEt utilizando  solución amortiguadora de  fosfatos  (PBS) 

como diluyente, de acuerdo a la técnica descrita por McGahon et al., (1995), con algunas 

modificaciones (García‐Rodríguez et al., 2013). La mezcla se almacenó en un frasco ámbar 

en la oscuridad hasta el momento de su uso. 

 

5.6.2. Toma de muestras 

Después de los tratamientos establecidos en los protocolo 2 y 3 se obtuvieron antes (hora 

0) y después del  tratamiento  (hora 48), muestras de aproximadamente 100µl de sangre 

periférica a partir de un pequeño corte en  la vena caudal del  ratón, con ayuda de unas 

tijeras  de  punta  fina.  La  sangre  fue  directamente  extraída  con  ayuda  de  una  jeringa 

heparinizada, la muestra se centrifugó a 5000 rpm durante 5 minutos, después de eliminar 

el sobrenadante se agregaron 20 µl de  la mezcla de colorantes  (100µg de NA+100µg de 

BrEt preparados ambos en PBS) y se agitó suavemente, posteriormente se colocaron 10µl 

de  la  suspensión  celular  teñida  sobre  laminillas  limpias  estas  fueron  cubiertas  con 

cubreobjetos, se realizaron dos preparaciones por ratón (García‐Rodríguez et al., 2013).  
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5.6.3. Evaluación de muestras 

Las preparaciones fueron evaluadas  inmediatamente en un microscopio de fluorescencia 

(Nikon OPTIPHOT‐2) con filtro de excitación azul y un filtro de emisión de luz amarilla. Se 

evaluaron  200  células  totales;  para  la  evaluación  de  la  viabilidad  se  contabilizaron  las 

células  viables  y  no  viables, mientras  que  para  el  análisis  de  apoptosis  y  necrosis  se 

identificaron en los siguientes grupos: células viables no apoptóticas; células no viables no 

apoptóticas;  células  viables  apoptóticas  y  células  no  viables  apoptóticas.  La  figura  14 

(García‐Rodríguez et al., 2013).  
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Figura 14. Evaluación de la viabilidad y apoptosis: a) grupos de 5 ratones de la cepa CD‐1; b) 

administración de los diferentes tratamientos; c) toma de muestra de sangre periférica; d) 

centrifugación de las muestras a 5000 rpm; e) eliminación del sobrenandante y adición de la 

mezcla de colorantes BrEt y NA; f) preparación de las muestras sobre laminillas limpias; g) 

observación de las muestras bajo el microscopio de fluorescencia; h) evaluación de viabilidad y 

apoptosis mediante la tinción  diferencial con colorantes BrEt y NA. 
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5.7. Análisis estadístico 

Los  resultados de  la  frecuencia de  inducción de MN,  frecuencia de EPC, y el análisis de 

viabilidad  se presentan  como media ± desviación estándar,  con el programa estadístico 

SPSS/PC V19  TM., se compararon mediante un análisis de varianzas  (ANOVA), seguido de 

una prueba de Tukey para determinar la significancia entre los promedios de cada grupo. 

Además  se calculó  la  frecuencia neta de  inducción de MN  (NIF por  sus  siglas en  inglés) 

para  descartar  la  inducción  espontánea  basal  de  los  grupos  (hora  0)  y  la  frecuencia 

diferencial de la inducción de MN (DIF por sus siglas en inglés), que permitió descartar la 

posibilidad de que el efecto observado fuera producto de la manipulación de los animales 

(García‐Rodríguez  et  al.,  2001).  Los  datos  obtenidos  de  los  cálculos  de NIF  y DIF  y  los 

resultados del ensayo de viabilidad y apoptosis se analizaron con una chi‐cuadrada, con el 

programa  Statistica V7.0.  Para  todos  los  casos  se  consideró  el  nivel de  significancia  de 

p<0.05 (Adler et al., 1998; García‐Rodríguez et al., 2001). 

 

6. Resultados    

La tinción obtenida con  la técnica de NA desarrollada por Hayashi et al.,  (1990) permite 

distinguir  fácilmente  a  los  EPC,  ya  que  al  contener  ARN  se  tiñen  de  color  naranja 

fluorescente, mientras que  los ENC, no son  teñidos por  lo que se observan oscuros. Los 

MN se observan como cuerpos redondos de color verde‐amarillo, debido a la presencia de 

ADN  (figura  15). Dentro  de  las  ventajas  de  la  técnica  de MN  se  incluyen  la  facilidad  y 

rapidez, la posibilidad de probar un sólo químico sin otros compuestos,  la abundancia de 

células  analizables  en  diferentes  periodos  del  ciclo  celular  y  el  que  los MN  formados 

durante  la división celular persisten al menos durante  la  siguiente  interfase; además,  la 

prueba no deja lugar a dudas sobre el daño producido, pues lo que se observa como MN 

es  claramente una pérdida de ADN  (Schmid y Von  Ledebur, 1973; Hayashi et al., 2000; 

Krishna y Hayashi, 2000). 
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Figura 15. Eritocitos de sangre periféricas de ratón teñidos con la técnica de NA. Se observan los 

ENC, EPC, y EPC con MN. 

 

 

6.1. Efecto del extracto de polifenoles de  té  verde,  catequinas  y kaemferol  sobre MN 

inducidos por el CrO3 

En el cuadro 4 se muestran los promedios de las frecuencias de MN ± desviación estándar, 

evaluadas de las 0 a las 72 horas cuando se administraron los tratamientos de extracto de 

polifenoles de  té verde,  (30 mg/kg vía  i.g.), CrO3  (20 mg/kg vía  i.p.) y  la combinación de 

extracto de polifenoles de té verde, cuatro horas previas a  la administración de CrO3 (30 

mg/kg  vía  i.g.  y  20  mg/kg  vía  i.p.  respectivamente).  Los  resultados  muestran  que  el 

tratamiento  con  extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  vía  i.g.  no  incrementa  de  forma 

significativa  los  promedios  de MN  en  ninguna  de  las  horas  evaluadas. Mientras  que  el 

grupo tratado con CrO3 mostró un incremento en las frecuencias de MN (3, 8 y 5 a las 24, 

48  y  72  horas  respectivamente)  que  resultaron  estadísticamente  significativos  al 

compararse con el grupo testigo.  

EPC 

MN

ENC

EPC 
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El  incremento  de  las  frecuencias  de  MN  de  la  hora  48  de  este  mismo  grupo  es 

estadísticamente  significativo  al  ser  comparado  con  su  respectiva  hora  0  (es  decir  la 

evaluación  antes  de  administrar  el  CrO3),  con  un  incremento  de  alrededor  de  5 MN. 

Cuando se combinaron los tratamientos (grupo extractos de polifenoles de té verde, P60 y 

CrO3) se encontró una disminución significativa en las frecuencias de MN en las horas 24, 

48 y 72  (entre 4 y 5 MN), con  respecto al grupo  tratado  sólo con CrO3. Sin embargo el 

valor observado a la hora 72 aún es significativo con respecto a la hora 0 del grupo. 

 

Cuadro 4. Frecuencia de MN en ratones macho CD‐1 tratados con extracto de 

polifenoles de té verde, vía i.g., CrO3 vía i.p. y la combinación extracto de 

polifenolesde té verde+CrO3 

tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n  hora 

MN/2000 

células         

media ± d. e. 

ANOVA 

p<0.05 

testigo  0  5 

0  0.6 ± 0.9   

24  1.0 ± 1.0   

48  1.2 ± 0.8   

72  1.6 ± 1.5   

P60  30  5 

0  1.0 ± 1.2   

24  1.8 ± 1.9   

48  1.2 ± 1.3   

72  1.4 ± 0.5   

CrO3  20  5 

0  3.6 ± 0.9   

24  4.4 ± 0.5  a, d 

48  9.0 ± 2.7  a, b, e 

72  6.4 ± 2.3  a, f 

P60+CrO3  30+20  5 

0  1.2 ± 1.3   

24  0.6 ± 0.5 
 

48  5.2 ± 1.8  a, c 

72  1.2 ± 1.0 
 

a:vs testigo; b:vs CrO3 h 0; c:vs P60 y CrO3 h 0; d:vs P60 y CrO3 h 24; e:vs P60 y CrO3; 

h 48; f:vs P60+CrO3 h 72 
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A pesar de que se observó disminución de las frecuencias de MN cuando se administró el 

extracto  de  polifenoles  de  té  verde  vía  i.g.,  previo  a  la  administración  de  CrO3,  la 

frecuencia de MN observada a la hora 48 aún resultó significativa al ser comparada con el 

testigo,  al  igual que  con  su  respectiva hora 0  (alrededor de 4 MN),  lo que  sugiere una 

protección parcial del daño  genotóxico. Por ello  se optó por  administrar el extracto de 

polifenoles de té verde, por vía  i.p. a fin de observar un efecto más directo en  la posible 

protección del daño genotóxico.  

En el cuadro 5 se muestran los promedios de las frecuencias de MN ± desviación estándar, 

evaluados de  las 0 a  las 72 horas cuando se administraron  los  tratamientos extracto de 

polifenoles de  té verde  (30 mg/kg vía  i.p.), CrO3  (20 mg/kg vía  i.p.) y  la combinación de 

extracto de polifenoles de té verde, cuatro horas previas a  la administración de CrO3 (30 

mg/kg vía i.p. y 20 mg/kg vía i.p. respectivamente). De igual manera la administración del 

extracto de polifenoles de té verde, no  incrementó  los promedios de MN en ninguna de 

las horas evaluadas en comparación con el grupo testigo. El incremento en las frecuencias 

de MN en el grupo tratado con CrO3 se ratifica al incrementarse aproximadamente 12 MN, 

a  la hora  48. Por otra parte  se observa  la disminución de  las  frecuencias de MN  en  el 

grupo  tratado  con  extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  cuatro  horas  previas  a  la 

administración de CrO3 fue mayor en todas las horas evaluadas (alrededor de 10 MN) en 

comparación con el tratamiento vía i.g. Estos resultados muestran una mayor eficacia del 

extracto de polifenoles de  té  verde,  vía  i.p. en  la protección  frente  al daño  genotóxico 

ocasionado por la administración de CrO3. 
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Cuadro 5. Frecuencia de MN en ratones macho CD‐1 tratados con extracto de 

polifenoles de té verde, vía i.p., CrO3, y la combinación de ambos tratamientos 

extractos de polifenoles de té verde+CrO3 

tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n  hora 

MN/2000 

células       

media ± d. e. 

ANOVA 

p<0.05 

testigo  0  5 

0  0.4 ± 0.5   

24  1.0 ± 0.7   

48  1.0 ± 1.2   

72  1.2 ± 1.3   

P60  30  5 

0  0.6 ± 0.9   

24  1.0 ± 1.2   

48  0.0 ± 0.0   

72  1.6 ± 1.5   

CrO3  20  5 

0  0.2 ± 0.4   

24  3.0 ± 1.6   

48  13.2 ± 3.8  a, b, c 

72  3.4 ± 1.1 

P60+CrO3  30+20  5 

0  1.2 ± 0.8   

24  2.6 ± 2.3   

48  3.4 ± 1.1 

72  1.8 ± 1.5   
a: vs testigo; b: vs CrO3 h 0; c: vs P60+CrO3 h 48 

 

Debido a  la variabilidad existente en  las frecuencias de MN basales (es decir cuando aún 

no  se han  administrado  los  tratamientos hora  0),  se  realizó  el  cálculo de  la  Frecuencia 

Neta de inducción de MN (NIF por sus siglas en inglés) este cálculo parte de la premisa de 

que la inducción de MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que al restar 

el número de MN evaluados en la hora 0 a las siguientes horas, se asume que se obtiene la 

inducción neta de MN (García‐Rodríguez et al., 2001).  
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En la figura 16 se muestra el análisis de NIF por tiempo y por grupo, calculado para 10 000 

EPC,  de  los  grupos  tratados  con  CrO3,  extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  vía  i.g,  y 

extracto de polifenoles de té verde, vía i.g. previo a la administración de CrO3 (figura 16A); 

extracto de polifenoles de té verde, vía  i.p. y extracto de polifenoles de té verde, vía  i.p. 

previo a la administración de CrO3 (figura 16B). Al realizar este análisis se observa que en 

el grupo tratado con extracto de polifenoles de té verde, vía i.g. cuatro horas previas a la 

administración de CrO3 hay una protección del daño genotóxico del 175% a las 24 horas y 

que esta disminuye a 26% a las 48 horas, mientras que a las 72 horas la protección es del 

100%. Mientras que al analizar el grupo tratado con extracto de polifenoles de té verde, 

vía  i.p. en combinación con CrO3 se observa una protección del 50% a  las 24 horas y del 

83% y 81% a las 48 y 72 horas respectivamente, por lo que se sugiere una protección más 

consistente cuando el extracto de polifenoles de té verde, es administrado por vía i.p.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NIF = MN observados en “A” a la hora x
i 
– MN observados en “A” a la hora x0

Dónde: “A”=grupo; x
i
=tiempo de evaluación; x0=tiempo 0 
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Figura 16. Análisis de NIF de MN por tiempo y grupo calculado para 10 000 EPC, de los grupos 

tratados con extracto de polifenoles de té verde, CrO3 y la combinación extracto de polifenoles 

de té verde+CrO3 por vía i.g. (A) y vía i.p. (B) p<0.05: a: vs testigo; b: vs extracto de polifenoles de 

té verde; c: vs extracto de polifenoles de té verde+CrO3. 
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También  se  calculó  la  frecuencia diferencial de  inducción de MN  (DIF por  sus  siglas en 

inglés),  con  la  intención  de  descartar  los MN  inducidos  por  el manejo  de  los  ratones 

durante el experimento. Este análisis consiste en restar  los MN observados en  todas  las 

horas del grupo testigo a sus correspondientes horas evaluadas de  los diferentes grupos 

tratados  tanto  con  CrO3,  como  con  extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  así  como  la 

administración  de  extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  cuatro  horas  previas  a  las 

administración de CrO3, de tal forma que se apreciaran únicamente los MN inducidos por 

los diferentes tratamientos (García Rodríguez et al., 2001). 

 

En  la  figura  17  se muestra  el  comportamiento  de  las  frecuencias  de MN  al  realizar  el 

análisis  de  DIF,  en  la  figura  17A  se  observa  que  el  grupo  tratado  con  extracto  de 

polifenoles de té verde, vía  i.g., no presenta variaciones significativas con respecto a sus 

frecuencias basales, mientras que los grupos tratados cuatro horas antes con extracto de 

polifenoles de té verde, vía i.g. a la administración de CrO3 presentan un comportamiento 

similar;  sin  embargo  en  este  grupo  disminuye  la  inducción  de MN  en  todas  las  horas 

evaluadas en comparación con el grupo tratado sólo con CrO3. En la figura 17B se observa 

que el  grupo  tratado  con CrO3,  incrementa  las  frecuencias basales de MN en  todas  las 

horas evaluadas, presentándose el mayor pico de inducción a la hora 48. El grupo tratado 

sólo  con  extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  vía  i.p.  disminuye  significativamente  la 

frecuencia basal de MN a la hora 48. El grupo donde se administró extracto de polifenoles 

de  té  verde,  vía  i.p  previo  a  la  administración  de  CrO3  no  presenta  variaciones 

significativas con respecto a sus frecuencias basales. 

DIF = MN observados en “A” a la hora x
i  
– MN observados en “T” a la hora xi

Dónde: “A”=grupo; x
i
=tiempo de evaluación; x0=tiempo 0; T=grupo testigo 
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Figura 17. Análisis de DIF de MN por tiempo y grupo, calculado para 10 000 EPC, de los grupos 

tratados con extracto de polifenoles de té verde, CrO3 y la combinación extracto de polifenoles 

de té verde+CrO3 por vía i.g. (A) y vía i.p. (B), p<0.05: *: vs h 0 de cada tratamiento. 

 

 

Dado que el extracto de polifenoles de té verde, es una mezcla comercial de polifenoles, 

presentes en el té verde se realizó el estudio empleando las catequinas al 100%, debido a 

que estos flavanoles se encuentran en un porcentaje del 60% en la mezcla de extracto de 

polifenoles de té verde (P60). También se seleccionó el kaemferol, flavonol presente en el 

té verde y que junto con la quercetina son los más consumidos en la dieta humana. En el 

cuadro 6 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de las 0 a las 72 

horas  cuando  se  administraron  los  tratamientos    catequinas    (500  mg/kg  vía  i.p.),  

kaemferol  (150 mg/kg  vía  i.p.),  CrO3  (20 mg/kg  vía  i.p.),  la  combinación  de  catequinas 

cuatro horas previas a  la administración de CrO3  (500 mg/kg vía  i.p. y 20 mg/kg vía  i.p. 

respectivamente)  y    kaemferol  cuatro  horas  previas  a  la  administración  de  CrO3  (150 

mg/kg  vía  i.p.  y 20 mg/kg  vía  i.p.  respectivamente).  Se observa que el  tratamiento  con 

catequinas al  igual que con kaemferol no  incrementan significativamente  las  frecuencias 

de MN en ninguna de las horas evaluadas. Se ratifica la generación de daño genotóxico en 

el  grupo  tratado  sólo  con  CrO3.  Cuando  se  trató  al  grupo  con  catequinas  cuatro  horas 

previas  a  la  administración  de  CrO3  se  observó  una  disminución  significativa  de  los 

promedios de MN a  las horas 48 y 72 (alrededor de 4 MN), en este grupo se presentó  la 

muerte de un organismo a la hora 48 después del tratamiento por lo que para la hora 72 

la n del grupo fue de 4 organismos. 



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el daño genotóxico inducido por Cr (VI) 

Carvente Juárez Megumi Monserrat | 57 
 

El grupo tratado con kaemferol previo a la administración de CrO3 también se observó una 

disminución significativa, en  las  frecuencias del MN,  la hora 48 y 72  (alrededor de 5 y 4 

respectivamente).  

 

Cuadro 6. Frecuencia de MN en ratones macho CD‐1 tratados con catequinas, 

kaemferol, CrO3, la combinación catequinas+CrO3 y kaemferol+CrO3 

tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n  hora 

MN/2 000 

células          

media ± d. e 

ANOVA 

p<0.05 

testigo  0  5 

0  0.6 ± 0.5   

24  0.0 ± 0.0   

48  1.4 ± 1.5   

72  0.6 ± 0.5   

catequinas  500  5 

0  1.6 ± 0.9   

24  0.8 ± 1.1   

48  0.8 ± 0.8   

72  1.0 ± 1.4   

kaemferol  150  5 

0  0.8 ± 0.8   

24  1.0 ± 1.7   

48  1.2 ± 2.2   

72  1.4 ± 0.9   

CrO3  20  5 

0  0.8 ± 1.1   

24  2.4 ± 2.4   

48  5.8 ± 2.4  a, b, c, e 

72  5.4 ± 0.9  a, b, d, f 

catequinas+CrO3  500+20  5 

0  0.2 ± 0.4   

24  0.6 ± 0.9   

48 †  1.8 ± 2.2 

72*  1.0 ± 1.7 

kaemferol+CrO3  150+20  5 

0  0.2 ± 0.4   

24  1.2 ± 1.3   

48  0.8 ± 1.3 
 

72  1.4 ± 1.1 
a:vs testigo; b:vs CrO3 h 0; c:vs catequinas+CrO3 h 48; d:vs catequinas+CrO3 h 72; e:vs 

kaemferol+CrO3 h 48; f:vs kamferol+CrO3 h 72; †: muerte de un organismo;*: n= 4 

organismos. 
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En la figura 18 se muestra el análisis de NIF por tiempo y por grupo, calculado para 10 000 

EPC, de  los grupos  tratados  con CrO3,  catequinas, kaemferol, y  la  combinación de  cada 

uno de estos  flavonoides con CrO3.   Al  realizar este análisis  se observa que en el grupo 

tratado  con  catequinas  cuatro  horas  previas  a  la  administración  de  CrO3  hay  una 

protección del daño genotóxico del 75% a  la hora 24, mientras que en  la misma hora del 

grupo tratado con kaemferol cuatro horas previas a la administración de CrO3 se observa 

una protección del 38%, ambos datos aun son significativos al ser comparados contra el 

grupo testigo. A  la hora 48 en el grupo tratado con catequinas cuatro horas previas a  la 

administración de CrO3 se observa una protección del 68%, además hay que recordar que 

en esta hora se presentó la muerte de un organismo. En la misma hora del grupo tratado 

con kaemferol previo a la administración de CrO3 hay una protección del 88%. Al realizarse 

el  análisis  de  la  hora  72  se  se  observa  el mayor  porcentaje  de  protección  en  el  grupo 

tratado con catequinas previo a la administración de CrO3 (83%), por su parte en la misma 

hora de evaluación del grupo  tratado con kaemferol previo a  la administración de CrO3, 

hay una disminución del daño genotóxico del 74%.  
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Figura 18. Análisis de NIF de MN por tiempo y por grupo, calculado para 10 000 EPC, de los 

grupos tratados con catequinas, kaemferol, CrO3, catequinas+CrO3 y kaemferol+CrO3. p<0.05: a: 

vs testigo; b: vs kaemferol; c: vs catequinas; d: vs catequinas+CrO3; e: vs kaemferol+ CrO3; †: 

muerte de un organismo; *: n= 4 organismos 
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En  la  figura 19  se muestra el comportamiento de  las  frecuencias de MN  tras  realizar el 

análisis  de  DIF,  para  los  grupos  tratados  con  CrO3,  catequinas,  kaemferol,  catequinas 

previo  a  la  administración de   CrO3  y  kaemferol previo  a  la  administración de CrO3.  Se 

observa que el grupo tratado sólo con CrO3, incrementa las frecuencias de MN a las horas 

48  y  72  con  respecto  a  su  frecuencia  basal  (hora  0).  Los  grupos  que  incluyeron  el 

tratamiento  con  flavonoides  (catequinas o kaemferol), ya  sea en combinación o no  con 

CrO3,  presentan  un  comportamiento muy  similar  ya  que  a  la  hora  24  después  de  los 

tratamientos se observa un  ligero  incremento en  las frecuencias de MN basales que solo 

resulta  significativa  en  los  grupos  tratados  con  kamferol  cuatro  horas  previas  al 

tratamiento  con  CrO3  y  en  el  grupo  tratado  con  catequinas  cuatro  horas  previas  a  la 

administración de CrO3. Para la hora 48 de evaluación se observa una disminución de los 

MN basales observados que sólo es significativa en el grupo tratado con catequinas. Hay 

que  recordar  que,  cuando  las  catequinas  se  combinaron  con  el  CrO3,  se  presentó  la 

muerte de un  ratón en esta hora,.  En  la hora 72 de evaluación  la  inducción de MN  se 

incrementa ligeramente; sin embargo solo es significativa en el grupo que fue tratado con 

kaemferol previo a la administración de CrO3. 

 
Figura 19. Análisis de DIF de MN por tiempo y por grupo, calculado para 

10 000 EPC, de los grupos tratados con catequinas, kaemferol, CrO3, 

catequinas+ CrO3 y kaemferol+ CrO3, p<0.05*: vs h 0 de cada tratamiento; 

†: muerte de un organismo. 

 

 

 



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el daño genotóxico inducido por Cr (VI) 

Carvente Juárez Megumi Monserrat | 61 
 

6.2. Efecto del extracto de polifenoles de té verde, catequinas y kaemferol sobre el 

daño citotóxico inducido por CrO3 

En el cuadro 7  se muestran  los promedios de  las  frecuencias de EPC con  respecto a  los 

ENC ± desviación estándar, evaluadas de las 0 a las 72 horas cuando se administraron los 

tratamientos de extracto de polifenoles de té verde, (30 mg/kg vía i.g.), CrO3 (20 mg/kg vía 

i.p.) y extracto de polifenoles de té verde, cuatro horas previas a la administración de CrO3 

(30 mg/kg  vía  i.g.  y  20 mg/kg  vía  i.p.  respectivamente).  Los  resultados muestran  que 

ninguno  de  los  tratamientos  incrementa  significativamente  los  promedios  de  EPC  con 

respecto  a  ENC,  en  ninguna  de  las  horas  evaluadas.  Por  lo  cual  se  puede  sugerir  que 

ninguno  de  los  tratamientos  tiene  efectos  citotóxicos  al  ser  evaluados mediante  este 

parámetro. 

 

Cuadro 7. Frecuencia de EPC en ratones macho CD‐1 tratados con extracto de 

polifenoles de té verde, vía i.g., CrO3 vía i.p. y la combinación extracto de 

polifenoles de té verde+CrO3 

tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n  hora 

EPC/ 1000 células 

media ± d. e. 

testigo  0  5 

0  65.6 ± 8.4 

24  57.8 ± 21.9 

48  44.6 ± 13.5 

72  46.8 ± 11.8 

P60  30  5 

0  68.0 ± 23.1 

24  51.0 ± 7.5 

48  47.0 ± 10.4 

72  45.8 ± 9.2 

CrO3  20  5 

0  34.6 ± 1.7 

24  41.2 ± 6.1 

48  38.0 ± 7.9 

72  37.6 ± 7.9 

P60+CrO3  30+20  5 

0  54 .4 ± 21.4 

24  64.8 ± 10.1 

48  42.2 ± 16.5 

72  44.6 ± 13.5 
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En el cuadro 8  se muestran  los promedios de  las  frecuencias de EPC con  respecto a  los 

ENC ± desviación estándar, evaluadas de las 0 a las 72 horas cuando se administraron los 

extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  (30 mg/kg  vía  i.p.),  CrO3  (20 mg/kg  vía  i.p.)  y  la 

administración de extracto de polifenoles de té verde, previo a la administración de CrO3 

(30 mg/kg vía i.p. y 20 mg/kg vía i.p. respectivamente). Estos resultados muestran que el 

tratamiento con CrO3 disminuye significativamente las frecuencias de EPC en las horas 48 

y  72  con  respecto  al  testigo  (alrededor  de  24  y  20  EPC  respectivamente)  y  con  su 

respectiva hora 0 (alrededor de 10 EPC). Mientras que en el grupo tratado con extracto de 

polifenoles de  té verde, previo a  la administración de CrO3  se observa una disminución 

significativa en las horas 48 y 72 al compararse con su respectiva hora 0 (alrededor de 16 

EPC). Esto nos sugiere un posible daño citotóxico ocasionado por el tratamiento con CrO3 

y  por  extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  administrado  por  vía  i.p.  al  evaluar  la 

citotoxicidad mediante este parámetro. 

En el cuadro 9  se muestran  los promedios de  las  frecuencias de EPC con  respecto a  los 

ENC ± desviación estándar, evaluadas de las 0 a las 72 horas cuando se administraron los 

tratamientos  catequinas  (500 mg/kg  vía  i.p.),  kaemferol  (150 mg/kg  vía  i.p.),  CrO3  (20 

mg/kg vía i.p.), catequinas cuatro horas previas a la administración de CrO3 (500 mg/kg vía 

i.p.  y  20  mg/kg  vía  i.p.  respectivamente)  y  kaemferol  cuatro  horas  previas  a  la 

administración  de  CrO3  (150 mg/kg  vía  i.p.  y  20 mg/kg  vía  i.p.  respectivamente).  Estos 

resultados  muestran  que  el  tratamiento  con  catequinas,  kaemferol  no  modifica  los 

promedios  de  EPC  con  respeto  a  los  ENC  en  ninguna  de  las  horas  evaluadas.  Por  el 

contrario se observa una disminución de las frecuencias de EPC con respeto a los ENC en 

el grupo tratado sólo con CrO3, en las horas 24, 48 y 72; sin embargo estas frecuencias no 

son estadísticamente significativas.  

 

El grupo que se trató con catequinas cuatro horas previas a  la administración de CrO3 no 

modifica  significativamente  las  frecuencias en ninguna de  las horas evaluadas. Por otra 

parte en el grupo que se trató con kaemferol cuatro horas previas a la administración de 

CrO3  se observa un  incremento  significativo de  EPC  a  las horas 24  y 48,  al  compararse 

estas  frecuencias con  las  respectivas horas del grupo  testigo  (alrededor de 32 y 34 EPC 

respectivamente) y con respecto al grupo CrO3 (incremento de alrededor de 44 y 39 EPC 

respectivamente) sugiriendo un efecto citotóxico sinérgico de estos tratamientos. 

 

 

 



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el daño genotóxico inducido por Cr (VI) 

Carvente Juárez Megumi Monserrat | 63 
 

Cuadro 8. Frecuencia de EPC en ratones macho CD‐1 tratados con extracto de 

polifenoles de té verde, vía i.p., CrO3 vía i.p. y la combinación de ambos 

tratamientos extracto de polifenoles de té verde+CrO3 

tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n  hora 

EPC/1000 

células 

media ± d. e 

ANOVA 

p<0.05 

testigo  0  5 

0  58.2±6.5   

24  54.6 ± 7.0   

48  60.2 ± 6.9   

72  62.6 ± 5.3   

P60  30  5 

0  54.6 ± 3.2   

24  48.6 ± 7.1   

48  53.0 ± 10.4   

72  52.4 ± 3.8   

CrO3  20  5 

0  53.2 ± 8.1   

24  54.0 ± 7.5   

48  36.0 ± 4.1  a, b 

72  42.8 ± 7.4  a 

P60+CrO3  30+20  5 

0  62.0 ± 4.6   

24  46.0 ± 5.0  c 

48  46.0 ± 8.5  c 

72  51.6 ± 6.9   
a:vs testigo; b:vs CrO3 h 0; c:vs P60+CrO3 h 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el daño genotóxico inducido por Cr (VI) 

Carvente Juárez Megumi Monserrat | 64 
 

Cuadro 9. Frecuencia de EPC en ratones macho CD‐1 tratados con catequinas vía 

i.p., kaemferol vía i.p., CrO3 vía i.p., catequinas+ CrO3 y kaemfero+ CrO3  

tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n  hora 

EPC/1000 

células 

media ± d. e. 

ANOVA 

p<0.05 

testigo  0  5 

0  50.8 ± 12.6   

24  54.6 ± 5.8   

48  53.0 ± 7.2   

72  67.2 ± 10.3   

catequinas  500  5 

0  56.2 ± 5.8   

24  62.6 ± 3.6   

48  65.2 ± 15.3   

72  72.4 ± 8.0   

kaemferol  150  5 

0  67.0 ± 10.5   

24  67.6 ± 11.8   

48  69.0 ± 15.0   

72  71.0 ±  8.6   

CrO3  20  5 

0  60.4 ± 11.2   

24  42.4 ± 8.6   

48  47.4 ± 6.1   

72  49.4 ± 3.6   

catequinas+CrO3  500+20  5 

0  61.2 ± 5.0   

24  54.8 ± 9.2   

48†  54.4 ± 11.2   

72*  51.6 ± 29.1   

kaemferol+CrO3  150+20  5 

0  92.8 ± 6.0   

24  86.2 ± 8.6  a, b 

48  86.6 ± 5.3  a, c 

72  80.8 ± 8.0   
a:vs testigo; b:vs CrO3 h 24; c:vs CrO3 h 48; †: muerte de 1 organismo;*: n= 4 

organismos 
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Debido a que los datos observados en la relación de EPC, con respecto a los ENC, en todos 

los grupos muestran alta variabilidad se procedió a realizar el análisis de viabilidad celular 

en leucocitos, mediante el método descrito por McGahon et al., (1995) y García Rodríguez 

et al., (2013). Este método proporciona una evaluación más precisa de la citotoxicidad de 

los tratamientos.  

 

6.3. Efecto del extracto de polifenoles de té verde, catequinas, kaemferol y CrO3 sobre 

la viabilidad celular 

En  la  figura  20  se muestran  el  análisis  de  los  resultados  obtenidos  del  análisis  de  la 

viabilidad  celular  de  los  diferentes  grupos  tratados,  con  extracto  de  polifenoles  de  té 

verde, CrO3 y extracto de polifenoles de té verde previo a la administración de CrO3. En la 

figura 20A se observan  las  frecuencias de células viables y no viables obtenidas de 1000 

células  totales evaluadas. Estos datos  se analizaron  con el  cálculo de  chi  cuadrada  y  se 

observa  que  no  hay  variación  significativa  en  las  células  viables  observadas  en  los 

diferentes  grupos  tratados,  mientras  que  en  las  células  no  viables  se  observa  un 

incremento de 4 células en el grupo tratado únicamente con extracto de polifenoles de té 

verde, sin embargo este no es estadísticamente significativo. Los promedios ± desviación 

estándar,  de  las  células  viables  y  las  no  viables  en  los  diferentes  grupos  tratados  se 

muestran en la figura 20B, tras realizar el análisis de estos datos con la prueba ANOVA se 

puede  observar  que  las  células  viables  y  las  no  viables,  no  varían  de  forma 

significativamente en ninguno de los diferentes tratamientos.  
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tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n 

(media ± d. e.) 

células viables  células no viables 

testigo  0  5  199.6 ± 0.9  0.4 ± 0.9 

P60  30  5  198.8 ± 1.1  1.2 ± 1.1 

CrO3  20  5  199.4 ± 0.9  0.6 ± 0.9 

P60+CrO3  30+20  5  200.0 ± 0.0  0.0 ± 0.0 

Figura 20. Análisis de células viables y no viables de los grupos tratados con P60, 

CrO3 y P60+CrO3.  p<0.05; a: vs testigo. 

 

En  la  figura  21  se muestran  el  análisis  de  los  resultados  obtenidos  del  análisis  de  la 

viabilidad  celular  de  los  diferentes  grupos  tratados  con  catequinas,  kaemferol,  CrO3, 

catequinas  cuatro  horas  previas  a  la  administración  de  CrO3  y  kaemferol  cuatro  horas 

previas a la administración de CrO3.  En la figura 21A se observan las frecuencias de células 

viables y no viables obtenidas de 1000 células totales evaluadas. Tras realizarse el cálculo 

chi  cuadrada  se  puede  observar  que  las  frecuencias  de  células  viables  disminuyen 

significativamente en todos los tratamientos al comparase con el testigo. El grupo tratado 

con  catequinas  cuatro  horas  previas  a  la  administración  de  CrO3,  incluso  disminuye 

significativamente su frecuencia de células viables al compararse contra el grupo tratado 

sólo  con  CrO3.  Las  células  no  viables  incrementaron  significativamente  en  todos  los 

tratamientos;  los  grupos  tratados  con  catequinas  previo  a  la  administración  de  CrO3  y 

kaemferol previo a la administración de CrO3 incluso resultaron significativos con respecto 

al grupo tratado sólo con CrO3.  

B 
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En la figura 21B se muestran, los promedios ± desviación estándar, de las células viables y 

las no viables en los diferentes grupos tratados, tras realizar el análisis de estos datos con 

la prueba ANOVA se observa que las células viables disminuyen en todos los tratamientos, 

sin embargo solamente resultan significativos el grupo tratado con kaemferol y el grupo 

tratado con catequinas previo a la administración de CrO3; por el contrario se observa un 

incremento significativo de las células no viables sólo en el grupo tratado con kaemferol y 

en  el  grupo  tratado  con  catequinas  previo  a  la  administración  de  CrO3  lo  cual  es 

consistente  con  lo  observado  previamente  tras  el  análisis  de  los  datos  totales  con  la 

prueba de chi cuadrada (figura 21A). 

 

tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n 

(media ± d. e.) 

células viables  células no viables 

testigo  0  5  182.0 ± 6.6  18.0 ± 6.6 

catequinas  500  5  140.2 ± 32.1  59.8 ± 32.1 

kaemferol  150  5  129.4 ± 15.6 a  70.6 ± 15.6 a 

CrO3  20  5  155.8 ± 26.2  44.2 ± 26.2 

catequinas+CrO3  500+20  5  119.6 ± 27.5 a  80.4 ± 27.5 a 

kaemferol+CrO3  150+20  5  142.0 ± 22.3  58.0 ± 22.3 

Figura 21. Análisis de células viables y no viables de los grupos tratados con 

catequinas, kaemferol, CrO3, catequinas+CrO3 y kaemferol+CrO3; p<0.05; a: vs 

testigo; b: vs catequinas+CrO3; c: kamferol+CrO3. 

 

 

 

B 
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6.4. Efecto de extracto de polifenoles de té verde, catequinas, kaemferol y CrO3 sobre 

la inducción de apoptosis 

La apoptosis fue evaluada directamente en leucocitos de sangre periférica de ratón antes 

(hora 0) y después del tratamiento (hora 48) con base en la tinción diferencial de unión al 

ADN de colorantes  fluorescentes  (NA y BrEt). Con esta técnica es posible determinar  las 

células que han muerto por apoptosis debido a,  los cambios morfológicos característicos 

que tienen lugar en una célula apoptótica como es la condensación y fragmentación de la 

cromatina por acción de endonucleasas endógenas y el colapso nuclear (McGahon et al., 

1995; García‐Rodríguez et al., 2013).   

El  colorante  NA  se  intercala  con  ADN  dando  una  apariencia  verde.  Mientras  que  el 

colorante  BrEt  se  une  solamente  a  las  células  no  viables  este  colorante  también  se 

intercala con el ADN haciendo que la célula tenga apariencia de color anaranjado y se une 

débilmente al ARN dando una  ligera apariencia roja. Se evaluaron 200 células totales  las 

cuales se  identificaron en  los siguientes grupos: Células viables no‐apoptóticas debido a 

que el NA se intercala con al ADN dando al núcleo un color verde brillante con estructura 

organizada. En  las células no‐viables no‐apoptóticas, se aprecian el núcleo de color rojo‐

anaranjado con estructura organizada, debido a que además del NA el BrEt se  intercala 

con al ADN. Las células viables apoptóticas. Se observan con núcleo verde brillante con 

estructura  fragmentada  y  las  células no‐viables  apoptóticas  con núcleo  rojo‐anaranjado 

con estructura fragmentada ver figura 22. 
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Figura 22. Análisis de viabilidad y apoptosis, en linfocitos de sangre periférica de ratones CD‐1, 

teñidos con el método de NA y BrEt. Las células viables se tiñen de color verde uniforme con 

estructura organizada (A), las células no‐viables no‐apoptóticas se aprecian de color rojo‐

anaranjado con estructura organizada (B), Las células viables apoptóticas se observan de color 

verde brillante con estructura fragmentada (C)  las células no‐viables no‐apoptóticas se 

observan de color rojo‐anaranjado con estructura fragmentadas (D). 

 

En  la figura 23 se muestra el análisis de  los datos obtenidos tras realizar el análisis de  la 

apoptosis en los diferentes grupos tratados con extracto de polifenoles de té verde, CrO3 y 

extracto de polifenoles de té verde previo a la administración de CrO3. En la figura 23A se 

observan las frecuencias de células viables apoptóticas, células viables no‐apoptóticas así 

como  las células no‐viables apoptóticas y no‐viables no‐apoptóticas de un  total de 1000 

células evaluadas. Tras realizarse el cálculo chi cuadrada se puede observar que las células 

viables no‐apoptóticas no se incrementan en ninguno de los diferentes tratamientos.  
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Al  analizar  las  células  viables  apoptóticas,  se  observa  que  estas  incrementan 

significativamente en los grupos tratados con extracto de polifenoles de té verde, y CrO3; 

sin embargo al realizar la combinación de los tratamientos (grupo tratado con extracto de 

polifenoles  de  té  verde,  previo  a  la  administración  de  CrO3),  se  observa  el  mayor 

incremento  en  las  frecuencias  de  las  células  viables  apoptóticas,  sugiriendo  un  efecto 

sinérgico al combinar estos tratamientos. Al evaluar  las células no‐viables no‐apoptóticas 

tampoco se observó variación significativa en ninguno de los tratamientos analizados. Por 

su  parte  al  analizar  las  células  no‐viables  apoptóticas  se  observa  un  incremento 

significativo  en  las  frecuencias  del  grupo  que  fue  tratado  únicamente  con  extracto  de 

polifenoles de té verde.  

El  la  figura  23B  se  muestran  como  media  ±  desviación  estándar,  las  células  viables 

apoptóticas,  viables no‐apoptóticas, no‐viables  apoptóticas  y no‐viables no‐apoptóticas, 

de  los  diferentes  grupos  tratados  tras  realizar  el  análisis  de  estos  datos  con  la  prueba 

ANOVA se puede observar que  las células viables apoptóticas  incrementan en  todos  los 

grupos estudiados; sin embargo sólo resultan significativos el grupo que  fue tratado con 

CrO3 y el grupo tratado con extracto de polifenoles de té verde, previo a la administración 

de  CrO3.  Este  incremento  significativo  es  consistente  con  lo  analizado  previamente  al 

realizar  la  prueba  chi  cuadrada  lo  cual  nos  sugiere  que  si  bien  el  daño  genotóxico 

ocasionado  por  el  CrO3  se  vio  disminuido  al  administrar  extracto  de  polifenoles  de  té 

verde, la posible vía de protección de daño sería mediante la inducción de apoptosis.  No 

se observa variación significativa en diferentes los grupos tratados al realizar la evaluación 

de  las  células viables no‐apoptóticas,  células no‐viables no‐apoptóticas y  las  células no‐

viables apoptóticas. 

 

 



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el daño genotóxico inducido por Cr (VI) 

Carvente Juárez Megumi Monserrat | 71 
 

   

tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n 

(media ± d. e.) 

células viables 
no‐apoptóticas

células 
viables 

apoptóticas 

células 
no‐viables 

no‐apoptóticas 

células 
no‐viables 
apoptóticas 

testigo  0  5  197.2 ± 2.2  2.4 ± 1.8  0.4 ± 0.9  0.0 ± 0.0 

P60  30  5  192.8 ± 4.9  6.0 ± 4.1  0.4 ± 0.5  0.8 ± 1.3 

CrO3  20  5  189.4 ± 3.5  10.0 ± 3.8 a  0.4 ± 0.5  0.2 ± 0.5 

P60+CrO3  30+20  5  187.2 ± 6.3  12.8 ± 6.3 a  0.0 ± 0.0  0.0 ± 0.0 

Figura 23. Análisis de células viables no‐apoptóticas, viables apoptóticas, no‐viables no‐

apoptóticas y no‐viables apoptóticas, de los grupos tratados con CrO3, P60 y P60 en 

combinación con CrO3 p<0.05; a: vs testigo. 
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En  la  figura 24  se muestran el análisis de  los datos obtenidos obtenidos  tras  realizar el 

análisis de la apoptosis, en los diferentes grupos tratados con catequinas, kaemferol, CrO3, 

catequinas  cuatro  horas  previas  a  la  administración  de   CrO3  y  kaemferol  cuatro  horas 

previas  a  la  administración  de  CrO3.  En  la  figura  24A  se muestran  las  células  viables 

apoptóticas, viables no‐apoptóticas, no‐viables apoptóticas y no‐viables no‐apoptóticas de 

un total de 1000 células evaluadas. Tras realizarse el cálculo chi cuadrada se observa que 

las  células  viables  no‐apoptóticas  disminuyen  significativamente  en  todos  los 

tratamientos, el grupo que fue tratado con catequinas previo a la administración de CrO3 

incluso resulta significativo al compararse con el grupo que tratado sólo con CrO3.  

Se observa que las células viables apoptóticas disminuyen significativamente en los grupos 

tratados con catequinas, kaemferol, CrO3 y catequinas previo a la administración de CrO3. 

Mientras  que  las  células  no‐viables  no‐apoptóticas  incrementan  significativamente  en 

todos  los  tratamientos  evaluados,  los  grupos  tratados  con  catequinas  previo  a  la 

administración de CrO3 y kaemferol previo a  la administración de CrO3,  incluso  resultan 

significativos al compararse con el grupo que sólo fue tratado con CrO3. Por su parte  las 

células  no‐viables  apoptóticas  disminuyen  significativamente  en  los  grupos  que  fueron 

tratados con CrO3 y kaemferol previo a la administración de CrO3.  

En  la  figura 24B  se muestran  como media ± desviación estándar,  las  células viables no‐

apoptóticas, células viables apoptóticas, células no‐viables no‐apoptóticas y las células no‐

viables  apoptóticas,  de  los  diferentes  grupos  tratados.  Tras  realizar  el  análisis  de  estos 

datos con la prueba ANOVA se puede observar una disminución de las células viables no‐

apoptóticas en  todos  los grupos,  sin embargo solamente  resultan  significativos el grupo 

tratado  con  kaemferol  y el  grupo  tratado  con  catequinas previo  a  la  administración de 

CrO3  lo cual es consistente con  lo previamente analizado con  la prueba chi cuadrada. Al 

evaluar  las  células  viables  apoptóticas  se  observa  disminución  en  todos  los  grupos 

tratados,  aunque  ninguno  resulto  significativo. Mientras  que  las  células  no‐viables  no‐

apoptóticas  incrementan en  todos  los  tratamientos pero sólo son significativos el grupo 

tratado  con  kaemferol  y el  grupo  tratado  con  catequinas previo  a  la  administración de 

CrO3 lo cual es consistente con lo previamente analizado con la prueba chi cuadrada. No se 

observa  variación  estadística  significativa  en ninguno de  los  tratamientos  al  evaluar  las 

células no viables apoptóticas. 
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tratamiento 
dosis 

(mg/kg) 
n 

(media ± d. e.) 

células viables 
no‐apoptóticas 

células 
viables 

apoptóticas

células           
no‐viables        

no‐apoptóticas 

células       
no‐viables 
apoptóticas

testigo  0  5  160.0 ± 6.4  22.0 ± 4.7  16.2 ± 4.5  1.8 ± 3.0 

catequinas  500  5  125.8 ± 26.3  14.4 ± 6.1  58.8 ± 33.8  1.0 ± 1.7 

kaemferol  150  5  113.0 ± 7.8 a  16.4 ± 8.5  70.0 ± 14.5 a  0.6 ± 1.3 

CrO3  20  5  139.4 ± 26.6  16.4 ± 4.0  44.2 ± 26.2  0.0 ± 0.0 

catequinas+CrO3  500+20  5  107.2 ± 24.1 a  12.4 ± 6.5  79.2 ± 29.4 a  1.2 ± 2.7 

kaemferol+CrO3  150+20  5  124.8 ± 17.8  17.2 ± 5.8  58.0 ± 22.3  0.0 ± 0.0 

Figura 24.  Análisis de células apoptóticas y no apoptóticas de los grupos tratados con 

catequinas, kaemferol, CrO3, catequinas+ CrO3 y kaemferol+CrO3; p<0.05; a: vs testigo;  b: vs 

CrO3; c: vs catequinas+CrO3. 
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7. Discusión 

En las últimas décadas el té verde ha llamado la atención debido a que se le han atribuido 

numerosas propiedades benéficas dado que su consumo está asociado con la disminución 

del  desarrollo  de  enfermedades  crónico‐degenerativas  incluyendo  algunos  tipos  de 

cáncer. Estos efectos benéficos se atribuyen principalmente a su contenido de polifenoles 

particularmente flavonoles y flavanoles (derivados de los flavonoides) que representan el 

30%  del  peso  de  la  hoja  seca  de  Camelia  sinensis  (Cabrera  et  al.,  2006;  Chacko  et  al., 

2010).  Estos  polifenoles  poseen  gran  capacidad  antioxidante  la  cual  se  debe 

principalmente  a  su  estructura  fenólica  que  les  permite  neutralizar  los  RL mediante  la 

donación de un e‐ o átomo de hidrógeno. En contraparte los organismos nos encontramos 

expuestos  a  diversos  xenobióticos  como  son  los  metales  pesados.  Entre  ellos,  los 

compuestos de Cr (VI) llaman la atención para su estudio debido ya que son ampliamente 

utilizados en diferentes  industrias y se  les ha asociado con el desarrollo de algunos tipos 

de  cáncer.  Se  ha  observado  que  son  capaces  de  inducir  daño  genotóxico mediante  la 

generación de ERO´s y RL generados durante su reducción intracelular a Cr (III).  Por lo que 

en el presente estudio se evaluó el efecto de  los antioxidantes del té verde (extracto de 

polifenoles  de  té  verde,  catequinas  y  kaemferol)  sobre  el  daño  genotóxico  y  citotóxico 

inducido por Cr (VI), mediante la evaluación de MN y de apoptosis en ratones de la cepa 

CD‐1 tratados con CrO3. 

Los resultados muestran que la administración de 30 mg/kg de extracto de polifenoles de 

té  verde,  por  vía  i.g.  e  i.p.  no  induce  daños  tóxicos  aparentes,  ni  incrementan  las 

frecuencias  de MN  (cuadro  4  y  cuadro  5).  Estos  resultados  concuerdan  con  estudios 

previos  que  muestran  que  la  administración  de  polifenoles  del  té  verde  no  inducen 

genotoxicidad; adicionalmente,  la administración por vía oral de polifenoles del té verde 

durante 28 días, en dosis de 625, 1250 y 2500 mg/kg/día, en ratones ICR no tiene ningún 

efecto sobre la genotoxicidad; por el contrario se observó una disminución significativa al 

medir los triglicéridos y los niveles de colesterol (Isbrucker et al., 2006; Zaveri, 2006; Hsu 

et  al.,  2011).  Resultados  similares  se  encontraron  en  estudios  clínicos  en  los  que  se 

observó que la administración de un extracto acuoso de té verde (6 cápsulas/día para un 

total de 714 mg de polifenoles de té verde/día) durante 3 semanas a hombres sanos no 

tiene  efectos  adversos  (Frank  et  al.,  2009).  Un  estudio,  controlado  con  placebo  en 

voluntarios sanos  informó que  la administración de 800 mg/día durante cuatro semanas 

de  EGCG  o  Polyphenon  E  (un  extracto  descafeinado  de  té  verde  que  contiene  60%  de 

EGCG) no presentó efectos adversos (Sherry et al., 2005; Sarma et al., 2008). 
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Los estudios han sugerido que ingesta “ideal” de té verde es de al menos 3 tazas al día, las 

cuales proporcionan un mínimo de 250 mg/día de catequinas  (Kono et al., 1992;  Jian et 

al., 2004; Boehm et al., 2009). Por lo que la dosis de 30 mg/kg de extracto de polifenoles 

de  té  verde,  utilizadas  en  el  presente  estudio  corresponde  al  7.2%  de  la  dosis  diaria 

deseable. Estos  resultados sugieren que el extracto de polifenoles de  té verde, no  tiene 

efectos tóxicos ni genotóxicos en los organismos.  

Al administrar 500 mg/kg de  catequinas por vía  i.p.,  tampoco  se encontraron  signos de 

toxicidad aparente, ni genotoxicidad en  los ratones  tratados, con base en  los resultados 

obtenidos al  realizarse el análisis de  las  frecuencias de MN  (cuadro 6). Estos  resultados 

concuerdan  con  la  información obtenida previamente para  los extractos acuosos de  los 

polifenoles del  té verde donde  la mayor cantidad de  sus polifenoles  son  las catequinas, 

como  el  estudio  realizado  por  Ogura  et  al.,  (2008)  en  el  cual  se  observó  que  la 

administración de 500, 1000 y 2000 mg/kg por dos días consecutivos, de extractos de té 

verde  con  altas  cantidades  de  catequinas,  no  se  encontraron  efectos  genotóxicos 

utilizando  el  ensayo  de MN  en medula  ósea  de  ratón.  En  un  estudio  realizado  en  30 

voluntarios  sanos  quienes  tomaron  en  ayuno  un  extracto  de  polifenoles  del  té  verde 

conocido como Polyphenon E (mezcla de catequinas de té verde descafeinado), en grupos 

de dosis únicas de 400, 800, ó 1200 mg se encontró que fue generalmente bien tolerado 

aunque se reportó náuseas leves en la dosis de Polyphenon E más alta (1200 mg) y en la 

condición de ayuno Sherry et al., 2005. Además un estudio realizado por Oyama et al., en 

2010 en hombres fumadores, mostraron que el tratamiento con dosis de hasta 580 mg de 

catequinas  diariamente  durante  dos  semanas  no  produce  efectos  adversos  por  el 

contrario ellos observaron que  la concentración plasmática de 8‐OHdG,  IL‐6, TNF‐alfa, y 

FasL soluble disminuyó significativamente durante el tratamiento por dos semanas en el 

grupo  de  dosis más  alta,  (580 mg).  Por  lo  que  la  dosis  de  500 mg/kg  de  catequinas 

administrada en este estudio corresponden a  la dosis más baja de  las encontradas como 

no genotóxicas por Ogura et al., 2008 y al 200% de  la dosis diaria de catequinas “ideal” 

recomendada en humanos (Kono et al, 1992; Jian et al, 2004; Boehm et al., 2009).  

En  cuanto  a  la  administración  de  150 mg/kg  de  kaemferol  vía  i.p.  no  se  encontraron 

efectos  tóxicos  aparentes,  ni  genotóxicos  con  base  a  los  resultados  obtenidos  en  las 

frecuencias  de  MN  (cuadro  6).  Estos  resultados  son  consistentes  con  la  información 

obtenida en un estudio donde  se observó que  la  administración oral de 50, 100  y 200 

mg/kg de kaemferol no  tiene efectos adversos en  ratas wistar, en contraste  se observó 

que este flavonol puede actuar como agente quimiopreventivo en el modelos murinos de 

cáncer colorectal (Nirmala y Ramanathan, 2011).  
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De igual forma se ha encontrado que administración de flavonoles como kaemferol vía i.p. 

(25‐100 mg/kg) no producen efectos genotóxicos por el  contrario estos  son  capaces de 

inhibir de forma dependiente de la dosis el daño gástrico producido por etanol acidificado 

en  ratas  (Izzo  et  al.,  1994).  Por  lo  que  la  dosis  de  150  mg/kg  de  kaemferol  vía  i.p 

corresponden  a  la  dosis  en  las  cuales  no  se  encontraron  efectos  adversos  en modelos 

animales. Los resultados de este estudio sugieren que el tratamiento de ratones CD‐1 con 

150  mg/kg  de  kaemferol  vía  i.p.  no  presenta  efectos  genotóxicos  al  evaluarse  este 

parámetro mediante el análisis de las frecuencias de MN. 

La  genotoxicidad de  los  compuestos de Cr  (VI)  se demuestra en  los  grupos que  fueron 

tratados  con  20 mg/kg  de  CrO3  vía  i.p.  en  los  cuales  se  observó  un  incremento  en  las 

frecuencias de MN, siendo constante  la significancia estadística a  la hora 48 después del 

tratamiento. Este  incremento se hace evidente al compararse contra el grupo testigo,  lo 

cual corrobora el daño genotóxico reportado previamente para los compuestos de Cr (VI) 

(Norseth,  1981; Newman  y McIntosh,  1991;  CDPC,  1992;  Air Quality Guidelines,  2000; 

ATSDR, 2000; Dayan y Paine, 2001; Depault et al., 2004; Ferré‐Huguet et al., 2007; Kristen 

et  al.,  2010)  y  particularmente  para  el  CrO3  (García‐Rodríguez  et  al.,  2001;  García‐

Rodríguez y Altamirano‐Lozano, 2006).  

En  el presente  estudio  se  realizó  la  evaluación del daño  genotóxico  inducido por CrO3, 

mediante el análisis de la cinética de MN, cada 24 horas de las 0 a las 72 horas después de 

administrar el compuesto. Los resultados de este análisis muestran que la administración 

de CrO3  incrementa  las  frecuencias de MN en  todas  las horas evaluadas, sin embargo  la 

mayor  inducción de MN  se observa a  las 48 horas. Esto posiblemente  se debe a que  la 

mayor distribución y biotransformación de los agentes químicos se presenta entre las 24 y 

48 horas después de su administración, aunado al proceso de eritropoyesis en el  ratón, 

pues por lo general la inducción de MN se observa 12 horas después de la administración 

del compuesto de estudio (Hayashi et al., 1990; Krishna y Hayashi, 2000). 

El  mecanismo  de  genotoxicidad  de  los  compuestos  de  Cr(VI)  se  ha  asociado  con  la 

capacidad que  tiene de  reducirse a Cr(III) al atravesar  la membrana  celular por  canales 

iónicos  no  específicos,  o  bien  por  el  proceso  de  fagocitosis  en  el  caso  de  cromatos 

insolubles  (Valko et al., 2006),  ya en el  interior de  la  célula el Cr(VI)  se  reduce a Cr(V), 

Cr(IV)  y  finalmente  a  Cr(III),  estas    formas  reducidas  son  capaces  de  interactuar  con 

moléculas  citoplasmáticas,  como  ácidos  nucleicos,  debido  a  la  afinidad  a  bases 

nitrogenadas y grupos fosfato, dando como resultado la formación de aductos Cr‐ADN.  
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Durante este proceso de reducción del Cr (VI), se generan además RL y ERO´s que también 

son responsables de daño genotóxico, como rupturas en la cadena de ADN, oxidación de 

bases, sitios abásicos, etcétera (Dayan y Paine, 2001; O’Brien et al., 2003; Jomova y Valko, 

2011). Por  lo  tanto  se  sugiere que estos efectos  también  son  capaces de  conducir  a  la 

formación de MN en EPC de sangre periférica en los ratones tratados con este compuesto 

metálico. 

Una  vez  encontradas  las  dosis  no  genotóxicas  de  los  antioxidantes  así  como  la  dosis 

genotóxica del CrO3 se combinaron los tratamientos con el objetivo de evaluar el efecto de 

los  antioxidantes  del  té  verde  [extracto  de  polifenoles  de  té  verde  (P60),  catequinas  y 

kaemferol] sobre el daño genotóxico inducido por la administración de 20 mg/kg de CrO3, 

mediante la evaluación de las frecuencias de MN. 

Los resultados muestran que al administrarse 30 mg/kg del extracto de polifenoles de té 

verde,  in vivo por vía i.g., cuatro horas previas a la administración de CrO3 se observó una 

disminución de las frecuencias de MN en EPC en todas las horas evaluadas al compararse 

con  el  grupo  tratado  sólo  con CrO3  (cuadro  4),  la protección  se  confirma  al  realizar  en 

cálculo del NIF (figura 16A), donde se observa una protección del daño ocasionado por la 

administración de  CrO3, del 175%, a la hora 24, del 26% a la hora 48 y del 100% a la hora 

72 de evaluación. La protección observada es incluso mayor que al administrar té verde ad 

libitum  (García‐Rodríguez  et  al.,  2012);  esta  protección  puede  deberse  al  efecto 

antioxidante, previamente descrito para  los polifenoles presentes en el té verde, pues  la 

evidencia de diversos estudios sugieren que el consumo de los polifenoles del té verde es 

capaz de reducir los efectos adversos ocasionados por la oxidación del ADN; sin embargo 

la frecuencia de MN a la hora 48 aun es significativa al compararse con el grupo testigo lo 

que sugiere una protección de daño genotóxico parcial, esto posiblemente se deba a  la 

baja biodisponibilidad de  los polifenoles tras haber sufrido el proceso de metabolización 

en el tracto gastrointestinal.  

Estudios  realizados  recientemente  han  encontrado  que  la  biodisponibilidad  difiere 

notablemente entre polifenoles, pues al ser metabolizados circulan en el organismo como 

derivados  sultafatados, metilados  o  bien  glucuronizados  (Lee  et  al.,  2002; Meng  et  al., 

2002), que si bien estos también poseen capacidad antioxidante, esta es mucho más baja 

que la descrita para los polifenoles del té verde sin metabolizar. Otro estudio realizado en 

ratas mostró que  los niveles de EGCG en  los tejidos y  la sangre correspondían a 0.0003‐

0.45 % de  la dosis  ingerida  inicialmente,  lo que demuestra  la pobre biodisponibilidad de 

los polifenoles del té verde (Nakagawa y Miyazawa, 1997; Lee et al, 2002; Lambert y Yang, 

2003; Laurie et al., 2005).  
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Suganuma et al., (1998) encontraron que después de una dosis única de [3H]‐EGCG tanto 

en  rata  como  en  ratón  vía  i.g,  la  radiactividad  se  puede  detectar  en  todo  el  cuerpo 

después de 24 horas en porcentajes bajos,  sólo el 10 % de  la dosis  inicial presente en 

sangre  y  aproximadamente  1%  en  el  cerebro,  pulmón,  corazón,  hígado,  riñón  y  otros 

tejidos.  Por  lo  que  se  demuestra  que  la  biodisponibilidad  difiere  notablemente  de  un 

polifenol a otro, esto puede deberse a varios factores tales como la dosis administrada de 

los polifenoles, la variación interindividual en el metabolismo de los componentes del té y 

principalmente  la  vía  de  administración  utilizada;  es  por  ello  que  con  el  objetivo  de 

observar un efecto más directo sobre la protección del daño genotóxico ocasionado por el 

CrO3  y considerando la importancia que tiene la vía de administración se optó por realizar 

la administración de  los polifenoles estudiados por vía  i.p. ya que se ha mostrado que  la 

administración  de  fármacos  por  vía  i.p.  puede  incrementar  considerablemente  la 

concentración  en  plasma  en  comparación  con  vías  de  administración  enterales.  La 

administración  vía  i.p.  se  considera  apropiada  para  este  tipo  de  compuestos  debido  al 

control sobre las dosis real recibida por el organismo, además de que la biodisponibilidad 

del compuesto será del 100%(Dedick y Flessner, 1997). 

Por  lo que al administrarse 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde, por vía  i.p., 

cuatro  horas  previas  a  la  administración  de  CrO3  se  observó  la  disminución  de  las 

frecuencias de MN en todas las horas evaluadas, al compararse con el grupo tratado sólo 

con CrO3  (cuadro 5), protección que  se  confirma al  realizar el  cálculo del NIF, donde  se 

observa protección del 50%, 83%, y 81% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente después 

del  tratamiento  (figura  16B),  la  protección  observada  al  administrar  extracto  de 

polifenoles de té verde, por vía    i.p es mucho más efectiva que al administrar el extracto 

de  polifenoles  de  té  verde,  por  vía  i.g.    Se  sabe  que  la  capacidad  antioxidante  de  los 

polifenoles del té verde se debe a su estructura fenólica que les permite neutralizar los RL 

mediante  la  donación  de  un  e‐  o  átomo  de  hidrógeno.  Los  polifenoles  suprimen  la 

generación de RL, que en este caso serían los RL generados durante la reducción de Cr (VI) 

a Cr (III), disminuyendo así  la tasa de oxidación mediante  la  inhibición o  la desactivación 

de la formación de las especies reactivas y precursores de RL.  

Con  frecuencia,  los polifenoles actúan  como eliminadores  “directos” de  radicales en  las 

reacciones  en  cadena  de  la  peroxidación  de  lípidos  (interruptores  de  la  cadena), 

interrumpen  la  cadena  al  donar  un  electrón  al  RL,  neutralizando  los  radicales  y 

convirtiéndose ellos mismos en radicales menos reactivos, deteniendo así  las reacciones 

en  cadena,  además  de  eliminación  de  RL,  los  polifenoles  son  conocidos  también  como 

formadores de quelatos metálicos (Cadenas y Packer, 2002; Escamilla et al., 2009).  
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La quelación de metales de transición tales como Fe2+ puede reducir la tasa de reacción de 

Fenton,  evitando  así  la  oxidación  causada  por  los  radicales  •OH  altamente  reactivos 

(Pietta, 2000; Cadenas y Packer, 2002; Martínez et al., 2002; Escamilla et al., 2009; Guo et 

al., 2009; Perron y Brumaghim, 2009; Tsao, 2010).   

Al administrar 500 mg/kg de catequinas cuatro horas previas al tratamiento con CrO3 se 

observó la disminución de las frecuencias de MN en EPC en todas las horas evaluadas  al 

compararse con el grupo que fue tratado únicamente con CrO3 (cuadro 6), protección que 

se confirma al realizar el cálculo del NIF, donde se observa protección del 75%, 68%, y 83% 

a  las  24,  48  y  72  horas  respectivamente  después  del  tratamiento  (figura  18).  Los 

porcentajes  de  protección  son  mayores  que  los  observados  en  el  grupo  tratado  con 

extracto de polifenoles de té verde, vía i.p. a las horas 24 y 72; sin embargo a la hora 48 se 

presentó  la muerte  de  un  organismo  lo  cual  sugiere  un  efecto  tóxico  sinérgico  de  las 

catequinas en  combinación  con CrO3  lo  cual pudiera estar  relacionado  con  la  capacidad 

pro‐oxidante mostrada para la EGCG. 

La dosis administrada en este estudio (500 mg/kg de catequinas vía i.p.) contiene un 60% 

de EGCG  (30mg) y se sabe que esta  la catequina más abundante y con mayor actividad 

antioxidante  del  té  verde  para  la  cual  se  ha  reportado  que  es  capaz  de  inducir  por  si 

misma  o  incrementar  el  daño  genotóxico  inducido  por  agentes mutágenos,  cuando  se 

emplean  dosis  elevadas  (Imanishi  et  al.,  1991;  Weisburger,  1997;  Hsu  et  al.,  2011). 

Estudios in vitro indican que el tratamiento de hepatocitos de rata con altas dosis de EGCG 

resulta  en  la  reducción  de  la  viabilidad  celular  (Schmidt,  2005; Galati  et  al.,  2006). Un 

estudio realizado por Hirose et al., (2001), quienes observaron el incremento del riesgo de 

cáncer de colon en ratas tratadas con catequinas del té verde como lo es la EGCG. Lo que 

sugiere un posible efecto pro‐oxidante al administrar 500mg/kg de catequinas al 100% las 

cuales  contiene  el  60%  de  EGCG  que  es  considerado  como  uno  de  los  polifenoles  con 

mayor capacidad antioxidante, por  lo que es capaz de actuar como pro‐oxidante a altas 

concentraciones.  

Al administrar 150 mg/kg de kaemferol cuatro horas previas al  tratamiento con CrO3 se 

observó  la disminución de  las frecuencias de MN en EPC en todas  las horas evaluadas al 

compararse con el grupo que fue tratado únicamente con CrO3 (cuadro 6), esta protección 

que se confirma al realizar el cálculo del NIF, donde se observa protección del 38%, 88%, y 

72% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente después del tratamiento (figura 18). 
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Los porcentajes de protección podrían ser comparables con el grupo que fue tratado con 

extracto de polifenoles de  té verde, vía  i.p.  cuatro horas previas a  la administración de 

CrO3, pues en ambos grupos se presenta protección del daño genotóxico mayor al 80% a 

las horas 48 y 72 que corresponden a las horas de mayor inducción de daño por parte del 

CrO3, (García‐Rodríguez et al., 2001). 

En  estudios  previos  se  observó  la  capacidad  del  kaemferol  para  reducir  el  riesgo  de 

desarrollar  algunos  tipos  de  cáncer,  en  líneas  celulares  de  cáncer  colon,  de melanoma 

humano  y  células  de  cáncer  de  próstata.  Se  encontró  que  este  flavanol  tiene  efecto 

antiproliferativo (Lee et al., 1998; Casagrande y Darbon, 2001; Knowles et al., 2000; Li et 

al.,  2009).  Un  estudio  reciente  ha  mostrado  que  este  flavonol  ejerce  un  efecto 

antiproliferativo en  la  línea celular de cáncer de mama MDA‐MB‐453 (Choi y Ahn, 2008). 

Incluso  se  habla  de  su  posible  uso  del  flavonol  como  agente  quimiopreventivo  en  el 

tratamiento de cáncer colorrectal, ya que su acción es comparable a  la de  irinotecán, el 

fármaco de primera  línea utilizado en el  tratamiento de este  tipo de  cáncer  (Nirmala y 

Ramanathan,  2011).  Asimismo  se  realizó  un  estudio  que  da  a  conocer  una  respuesta 

sinérgica  y  aditiva  entre  los  dos  flavonoles  más  comúnmente  ingeridos  en  la  dieta 

humana, quercetina y kaemferol,  sobre  la proliferación  celular en  las  líneas  intestinales 

humanas  Caco‐2  y  hutus‐80  y  en  la  línea  celular  de  carcinoma  de  mama  PMC42, 

mostrando que una combinación de, kaemferol y quercetina es más eficaz en la reducción 

de  la  proliferación  de  células  cancerígenas  que  al  aplicarse  solamente  quercetina  o 

kaemferol  (Leigh‐Ackland  et  al.,  2005).  En  el  mismo  sentido  Lim  et  al.,  en  2011 

encontraron que un extracto conocido como EGb761, que contiene  flavonoles, como el 

kaemferol  es  capaz  de  reducir  el  riesgo  de  desarrollar  ateroesclerosis  de  forma 

dependiente de  la dosis en modelos de ratas obesas resistentes a  la  insulina que fueron 

tratadas durante 6 semanas con dosis de 100 mg/kg/día y 200 mg/kg/día del extracto.  

Estudios en humanos  como el  realizado  con pacientes  voluntarios en  la Universidad de 

California,  se  observó  que  los  participantes  que  ingerían  frutas  y  bebidas  con  alto 

contenido de  flavonoides, mostraban un menor desarrollo del cáncer de pulmón. Por  lo 

que se sugirió que los flavonoides fueron los que inhibieron este efecto y particularmente 

las catequinas, el kaemferol y la quercetina (Cui et al., 2008).  
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Al evaluar  la  citotoxicidad, mediante  las  frecuencias de EPC  con  respecto  a  los ENC,  se 

observó una alta variabilidad en las frecuencias de EPC. Pues si bien se ha descrito que el 

daño  citotóxico  puede  determinarse  por  la  disminución  de  las  frecuencias  de  EPC  con 

respecto a  los ENC,  la evaluación de este parámetro debe  tomarse con  reserva, esto es 

debido a que cuando un compuesto causa la muerte celular, también pueden activarse los 

mecanismos de división celular y por tanto ocultar el efecto (Krishna et al., 1986; Hayashi 

et al., 2000). Es por ello que se evaluó la viabilidad célular y la inducción de apoptosis en 

leucocitos de sangre periférica de los diferentes grupos tratados con 30 mg/kg de extracto 

de  polifenoles  de  té  verde,  vía  i.p.,  500  mg/kg  de  catequinas,  vía  i.p.,  150mg/kg  de 

kaemferol vía  i.p., 20 mg/kg de CrO3 vía  i.p., extracto de polifenoles de  té verde cuatro 

horas previas al tratamiento con CrO3, catequinas cuatro horas previas al tratamiento con 

CrO3 y kaemferol cuatro horas previas al tratamiento con CrO3.  

Las  evaluaciones  de  cada  grupo  se  llevaron  a  cabo  a  las  48  horas  después  de  la 

administración de cada tratamiento, debido a que es  la hora de mayor  inducción de MN 

por  parte  del  CrO3  de  acuerdo  a  estudios  realizados  previamente  en  nuestro  grupo  de 

trabajo  (García‐Rodríguez  et al.,  2001).  El hecho de que  se haya optado por  evaluar  la 

muerte celular en leucocitos se debe a que al igual que los eritrocitos, conforman uno de 

los tipos celulares del tejido hemático, sin embargo los leucocitos tiene la característica de 

presentar núcleo  los  cual  es  importante  ya que permite  la observación de  los  cambios 

morfológicos nucleares que se llevan a cabo en el proceso de apoptosis.  

El  análisis  de  resultados  del  análisis  de  viabilidad  celular  en  leucocitos, muestra  que  el 

grupo  tratado  únicamente  con  CrO3  se  incrementa  significativamente  la  frecuencia  de 

células viables apoptóticas en  comparación con el grupo  testigo  (figura 23). Esto puede 

estar relacionado con la liberación de ERO´s durante el proceso de reducción de Cr (VI) a 

Cr (III), ya que como se ha descrito previamente, el incremento de ERO´s en el interior de 

la  célula,  es  uno  de  los  factores  que  pueden  desencadenar  la  muerte  celular 

particularmente la muerte por apoptosis.  

Estos  resultados  son  consistentes  con  lo  reportado  inicialmente por Blankenship  et al., 

(1994), ellos observaron que  las  células de ovario de hámster  chino  tratada  con Cr  (VI) 

exhibieron características apoptóticas, analizadas con  la tinción con NA. Más tarde Wang 

et al., (2006), encontraron que  la administración oral de Cr (VI) a ratones,  indujo daño al 

ADN  y muerte  celular  por  apoptosis,  además  observaron  incremento  de  las  ERO´s  en 

hígado. 
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Un estudio realizado por Shi et al., (1999), sugiere que las ERO´s contribuyen a los efectos 

tempranos de  la apoptosis  inducida por Cr (VI) a través de un mecanismo  independiente 

de  p53, mientras  que  los  efectos  apoptóticos  podrían  ser  bloqueados  en  presencia  de 

eliminadores de ERO´s, tales como la catalasa. Bagchi et al., (2001) también han mostrado 

que un aumento en  la producción de ERO´s se correlaciona con  la muerte apoptótica de 

manera dependiente de la concentración de Cr (VI). Por lo que sugerimos que la alteración 

del  estado  oxidativo  intracelular  tiene  el  potencial  de  desencadenar  o  sensibilizar  una 

célula al proceso de apoptosis, por  lo tanto  las ERO´s generadas a partir de  la reducción 

intracelular de Cr (VI) a Cr (III),  juega un papel  importante en  la vía de señalización de  la 

apoptosis. Sin embargo  la evaluación de  los cambios morfológicos nucleares de  la célula 

es  considerada  como  uno  de  los  primeros  pasos  a  seguir  para  la  identificación  de  la 

muerte celular, ya que se recomienda complementar la evaluación de este proceso con el 

uso  de  métodos  más  precisos  como  la  cuantificación  de  la  expresión  génica  y  de 

marcadores moleculares bcl‐2, p53, p21, caspasas entre otros (Kroemer et al., 2008).  

Cuando se administró el tratamiento de 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde, 

se observó un  incremento significativo en el número de células viables apoptóticas en  la 

evaluación  de  las  células  viables  totales  que  se  analizó  bajo  la  prueba  estadística  chi 

cuadrada. Al  realizar  el  análisis de  los promedios de  células  viables  apoptóticas  aún  se 

observa este incremento; sin embargo este no es estadísticamente significativo al realizar 

la  prueba  estadística ANOVA  (figura  23).  Previamente  se  han  realizado  estudios  en  los 

cuales se ha encontrado que  los polifenoles del té verde poseen una acción cancerígena 

directa mediante  la  inducción  de  la  apoptosis,  por  ejemplo  estudios  sugieren  que  los 

polifenoles del té verde pueden unirse directamente a ciertos dominios de  las proteínas 

de  la  familia Bcl‐2  y Bcl‐X, que  tienen  acción  antiapoptótica  al analizarse  con  ayuda de 

espectroscopía. Al  inhibir a estas proteínas, se conseguiría una acción pro‐apoptótica en 

las células tumorales (Leone et al., 2003; Qin et al., 2007). Otros estudios han encontrado 

que los polifenoles del té verde, tales como EGCG y ECG inhiben el crecimiento del cáncer 

de  pulmón  humano  (línea  celular  PC‐9)  mostrando  además  que  la  inhibición  del 

crecimiento  celular  fue  acompañado por  la detención del  ciclo  celular en  la  fase G2/M 

(Okabe et al., 1997; Fujiki et al., 1998)  lo que podría estar  relacionado  con  la actividad 

apoptótica de estos polifenoles.  
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Cuando se administraron  los extractos de polifenoles de té verde cuatro horas antes del 

tratamiento  con  CrO3,  se  observó  un  incremento  significativo  en  las  células  viables 

apoptóticas al realizar el análisis con la prueba chi cuadrada, este incremento significativo 

es consistente al analizar  los promedios con  la prueba estadística ANOVA  (figura 23). El 

incrementó de las células viables apoptoticas fue aún mayor que el observado después del 

tratamiento sólo con CrO3. Estudios afirman que los polifenoles del té verde no sólo actúa 

inhibiendo las proteínas de la familia Blc‐2, sino que también estimula la expresión de los 

genes Bax y Bak, que son proteínas pro‐apoptóticas. Esto se ha visto en diferentes tipos de 

cáncer, como el condrosarcoma (Kanwar et al., 2012). En el mismo sentido se ha mostrado 

que  los  polifenoles  del  té  actúan  sobre  la  proteína  cinasa  2,  esto  en  estudios  sobre  la 

leucemia promielocítica aguda  (Britschgi et al., 2010). Otros estudios sugieren que  la vía 

de  las  caspasas  es  otro  punto  de  acción  de  los  polifenoles  del  té  verde,  como  indican 

estudios realizados en células de adenocarcinoma de mama que carecían de receptores de 

estrógenos en  las que se observó una activación de  la caspasa‐3  (Roy et al., 2005). Otro 

experimento,  realizado  sobre  células  de  tumor  gastrointestinal  de  células  estromales 

(GIST), en el cual se incluían células resistentes al imatinib, se encontró que el EGCG inhibe 

el  crecimiento  celular y estimula  la muerte  celular dependiente de  caspasas  (Chi et al., 

2009).  Los  datos  observados  en  este  estudio  nos muestran  una mayor  inducción  de  la 

apoptosis después de un  tratamiento combinado  (extracto de polifenoles de  té verde y 

CrO3), esto sugiere que el proceso apoptótico puede contribuir a eliminar  las células con 

ADN dañado inducida por Cr (VI). 

Por otra parte en el  análisis de  apoptosis  tras  realizarse el  cálculo  chi  cuadrada  (figura 

24A)  de  los  grupos  tratados  con  catequinas,  kaemferol,  CrO3,  catequinas  cuatro  horas 

previas al tratamiento con CrO3 y kaemferol cuatro horas previas al tratamiento con CrO3, 

se observó que las células viables apoptóticas disminuyen significativamente en los grupos 

tratados con catequinas, kaemferol, CrO3 y catequinas previo a la administración de CrO3.  

Se  observó  que  las  células  no  viables  apoptóticas  disminuyen  significativamente  en  los 

grupos que  fueron  tratados  con CrO3  y  kaemferol previo  a  la  administración de CrO3  e 

incrementan  significativamente  en  el  grupo  tratado  con  catequinas  previo  a  la 

administración de CrO3 en comparación con el grupo tratado sólo con CrO3. Sin embargo 

estos resultados no son consistentes con el análisis de los promedio tras realizar el análisis 

con  la prueba ANOVA  (figura 24B) se puede observar en células viables apoptóticas una 

disminución en todos los grupos tratados, aunque ninguno resulto significativo.  
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Estos resultados son contrastantes con lo previamente reportado en diversos estudios los 

cuales observaron efecto pro‐apoptótico  tras el  tratamiento con catequinas. Un estudio 

en el que se muestra una relación entre  la dosis de catequinas del té verde y  la tasa de 

apoptosis  en  células  tumorales,  de  cáncer  de  vejiga  (Philips  et  al.,  2009).  Además  la 

inducción de la apoptosis por catequinas también se ha mostrado en células de leucemia, 

células  de  carcinoma  epidermoide  humano,  carcinoma  de  queratinocitos  humanos  y 

células de carcinoma de próstata humanos (Hibasami et al., 1996; Ahmad et al., 1997). En 

un estudio realizado por Randall et al., (1989) ellos observaron que  las catequinas del té 

verde  tienen actividad antioxidante hacia peróxido de hidrógeno  (H2O2) y el  radical O2
‐, 

impidieron la inhibición de la comunicación intercelular en hepatocitos de ratón en cultivo 

B6C3F1 y queratinocitos humanos (células NHEK)  inducida por el radical H2O2, además el 

tratamiento con  las catequinas del  té verde evitó  la muerte de  los hepatocitos  (medida 

por  la  liberación  de  lactato  deshidrogenasa)  de  una  manera  dependiente  de  la 

concentración.  

El  tratamiento  con  150 mg/kg  de  kaemferol  no  indujo  la muerte  celular  por  apoptosis 

estos  resultados  contrastan  con  lo  observado  por  Sharma  et  al.,  (2007)  en  el  que  se 

investigó el efecto de kaemferol en células de glioblastoma humano. El kaemferol  indujo 

la  apoptosis en  células de  glioma mediante  la elevación de estrés oxidante  intracelular 

[aumento en  la generación de ERO´s, acompañado de  la disminución en  los agentes de 

barrido oxidante tales como  la superóxido dismutasa (SOD‐1) y tiorredoxina (TRX‐1)].   Es 

importante  destacar  que,  en  este  estudio  el  kaemferol  potenció  el  efecto  tóxico  del 

agente  quimioterapeútico  utilizado  como  control  positivo  (doxorrubicina) mediante  la 

amplificación de la toxicidad ocasionada por ERO´s y la disminución del flujo de salida de 

la  doxorrubicina. Más  tarde  un  estudio  realizado  por  Yoshida  et  al.,  (2008)  en  el  que 

observaron que el tratamiento combinado con kaemferol y el factor de necrosis tumoral 

relacionado al ligando inductor de apoptosis (TRAIL) induce drásticamente la apoptosis en 

las  células  SW480  de  cáncer  de  colon  humano,  en  comparación  a  los  tratamientos 

individuales. 

En 2009 Li et al., estudiaron el efecto anti‐proliferativo del kaemferol sobre las células de 

cáncer de colon humano en  la  línea HCT116, ellos observaron que  inhibió el crecimiento 

dependiente  de  p53  y  de  la  apoptosis.  Asimismo,  kaemferol  induce  la  liberación  del 

citocromo c de  la mitocondria y activa  la caspasa‐3. Sugiriendo que kaemferol podría ser 

un candidato potente para el tratamiento del cáncer colorrectal.  
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En 2008 Choi y Ahn mostraron los efectos de kaemferol sobre las células de carcinoma de 

mama humano MDA‐ MB‐453, ellos observaron que este  flavonol  inhibe  la proliferación 

celular mediante  la  interrupción del  ciclo  celular, que está  fuertemente asociada con  la 

inducción de  la detención en  la  fase G2/M  y pueden  inducir a apoptosis a  través de  la 

fosforilación de p53. Del mismo modo Zhang y Fang (2005) observaron que un extracto de 

kaemferol de Gingko biloba es  capaz de  inhibir  la proliferación de  células de  cáncer de 

páncreas  analizado mediante  recuento directo de  la  incorporación de 3H‐timidina  a  las 

células y ensayo de MTS además reportaron que kaemferol induce apoptosis. 

Las diferencias observadas en nuestros resultados con  los datos reportados previamente 

en la literatura posiblemente se deban a que los estudios fueron realizados con extractos 

de kaemferol obtenidos de plantas  con altas  concentraciones de este  flavonol,  como el 

Gingko biloba. En ninguno de  los estudios citados el kaemferol fue extraído del té verde 

(Camellia  sinensis),  como  lo  es  el  extracto  utilizado  en  este  estudio.  Con  base  en 

experimentos in vitro, se han propuesto muchos mecanismos para explicar la actividad de 

kaemferol; sin embargo la importancia de algunos de estos estudio in vivo permanece en 

cuestión debido a una comprensión  incompleta de  la biodisponibilidad del kaemferol y a 

que  las  concentraciones  utilizadas  muchas  veces  son  mayores    a  las  encontradas  en 

condiciones in vivo. 

De manera complementaria a la evaluación de la citotoxicidad y a la inducción de muerte 

por  apoptosis,  se  realizó  el  análisis  de  la  viabilidad  celular,  mediante  los  resultados 

obtenidos del ensayo de apoptosis en  leucocitos de sangre periférica. En este análisis se 

tomaron  en  cuenta  como  células  viables  totales  a  las  células  viables  apoptóticas  y  las 

células  viables no‐apoptóticas  y  como  células no‐viables  totales  a  las  células no‐viables 

apoptóticas y las células no‐viables no‐apoptóticas.  

El análisis mostró que el tratamiento extracto de polifenoles de té verde, y el tratamiento 

con  extracto  de  polifenoles  de  té  verde  previo  al  tratamiento  con  CrO3,  no modifica 

significativamente  la  viabilidad  celular  puesto  que  estos  resultados  son  consistentes  al 

analizar  los  datos  de  células  viables  totales  con  chi  cuadrada  así  como  al  analizar  los 

promedios de viabilidad celular con la prueba estadística ANOVA (figura 20), por lo que se 

sugiere que los polifenoles del té verde no modifican la estabilidad celular.  
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Por  el  contrario  en  los  grupos  que  fueron  tratados  con  catequinas,  kaemferol,  CrO3, 

catequinas  cuatro  horas  previas  a  la  administración  de  CrO3  y  kaemferol  cuatro  horas 

previas a la administración de CrO3, se observó una disminución significativa en el número 

de células viables totales en todos los grupos evaluados y un incremento significativo en el 

número  de  células  no  viables  totales  en  todos  los  grupos  evaluados,  esto  al  realizar  la 

prueba de chi cuadrada (figura 21); sin embargo al realizar el análisis de los promedios de 

viables  células  evaluadas  con  la  prueba  estadística  ANOVA,  los  grupos  tratados  con 

kaemferol  y  catequinas  previo  a  la  administración  de  CrO3  presentan  una  disminución 

significativa. Al analizar los promedios de las células no viables, de igual forma los grupos 

tratados  con  kaemferol  y  catequinas  previo  a  la  administración  de  CrO3  presentan  un 

incremento estadísticamente significativo. Puesto que estos datos son consistentes con lo 

observado en  las  células  viables  totales  y no‐viables  totales  al  analizarse  con  la prueba 

estadística  chi‐cuadrada,  los  resultados  nos  sugieren  un  efecto  citotóxico  notable  al 

administrar 150 mg/kg de kaemferol y 500 mg/kg de catequinas previo a la administración 

de 20 mg/kg de CrO3.  

En el  caso  catequinas esto posiblemente  se deba  a  las  altas  concentraciones de  EGCG, 

para  las cuales se ha descrito después de  la quercetina  la mayor capacidad antioxidante, 

además de  ser  las de mayor presencia en el extracto de  catequinas del  té  verde  (60%) 

(Schmidt et al., 2005; Galati et al., 2006).  Por su parte, sobre el kaemferol existen estudios 

previos realizados en cultivos celulares con altas concentraciones del flavonol que indican 

que este es capaz de reducir  la viabilidad de células A549 de manera dependiente de  la 

dosis y del  tiempo de exposición al  flavonol  (Nguyen et al., 2003).   Esto  sugiere que el 

tratamiento  ya  sea  con  catequinas,  con  kaemferol  o  con  CrO3  tiene  efecto  citotóxico 

notable. 

Por  su  parte  los  grupos  que  fueron  tratados  con  catequinas  cuatro  horas  previas  a  la 

administración  de  CrO3  y  kaemferol  cuatro  horas  previas  a  la  administración  de  CrO3 

inducen la muerte celular lo que sugiere que estos polifenoles actúan bajo su mecanismo 

antioxidante, evitando así los daños ocasionados por el CrO3. 
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En resumen, el presente estudio demuestra que  la administración de CrO3 vía  i.p. podría 

inducir  daño  en  el  ADN  y  apoptosis,  estos  efectos  son  dependientes  del  tiempo.  La 

formación de ERO´s y RL puede desempeñar un papel esencial daño al ADN mediado por 

en el Cr (VI) y la apoptosis in vivo. Por otra parte, los extracto de polifenoles de té verde, 

administrados vía  i.p.  son capaces de  reducir el daño genotóxico  inducido por el Cr  (VI) 

más eficazmente que el tratamiento con catequinas o con kaemferol por la misma vía de 

administración. Se observó  la mayor protección a  las 24 horas después del  tratamiento 

con CrO3 vía  i.p.  (figura 16).  La protección  se da en el  siguiente orden: 50% a  las 24 h,         

> 83% a las 48 h y >81% a las 72 h después del tratamiento. Con base en estos resultados, 

los  extracto  de  polifenoles  de  té  verde,  pueden  proteger  eficazmente  contra  el  daño 

genotóxico en los ratones CD‐1 tratados con Cr (VI).  

Los efectos benéficos del extracto de polifenoles de té verde podrían ser el resultado de la 

inhibición de ERO´s y RL, generados por el estrés oxidativo causado por el Cr (VI) y por la 

actividad  inductora  de  apoptosis  del  extracto.  Existe  evidencia  que  demuestra  que  el 

consumo regular de té verde puede reducir el daño genotóxico. Por lo tanto, este estudio 

contribuye con pruebas  in vivo que demuestran que  los polifenoles del té verde pueden 

proteger contra el daño genotóxico  inducido por carcinógenos relacionados con el estrés 

oxidante, tales como compuestos de Cr (VI). 
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8. Conclusiones y comentarios finales 

 

 El tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde por vía  i.g. e 

i.p., así como los tratamientos de 500 mg/kg de catequinas por vía i.p. y 150 mg/kg 

de kaemferol por vía i.p. no inducen daño genotóxico, ya que no incrementaron de 

manera significativa la frecuencia de MN. 

 

 El tratamiento con 20 mg/kg de CrO3 por vía  i.p.  induce daño genotóxico, ya que 

incrementa significativamente la frecuencia de MN a las 48 y 72 horas después de 

su aplicación. 

 

 El  tratamiento  con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del  té  verde por  vía  i.g. 

previo  al  tratamiento  con  20  mg/kg  de  CrO3  por  vía  i.p.  disminuye  el  daño 

genotóxico ocasionado por CrO3 a las 24, 48 y 72 horas en el siguiente orden: hora 

24  (175%)  >  hora  72  >  (100%)  >  hora  48  (26%),  sin  embargo  a  la  hora  48  esta 

disminución  aún  es  significativa  comparada  con  el  grupo  testigo,  lo  que  sugiere 

una protección de daño genotóxico parcial. 

 

 El  tratamiento  con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del  té verde por vía  i.p. 

previo  al  tratamiento  con  20  mg/kg  de  CrO3  por  vía  i.p.  disminuye  el  daño 

genotóxico ocasionado  por CrO3,  ya que disminuyó  las  frecuencias de MN  en el 

siguiente orden: hora 48 (83%) > hora 72 (81%) > hora 24 (50%). 

 

 El tratamiento con 500 mg/kg catequinas por vía i.p. previo al tratamiento con 20 

mg/kg de CrO3 por vía  i.p. disminuye el daño genotóxico ocasionado por CrO3, ya 

que disminuyó las frecuencias de MN en el siguiente orden: hora 72 (83%) > hora 

24 (75%) > hora 48 (68%). 

 

 El tratamiento con 150 mg/kg kaemferol por vía  i.p. previo al tratamiento con 20 

mg/kg de CrO3 por vía  i.p. disminuye el daño genotóxico ocasionado por CrO3, ya 

que disminuyó las frecuencias de MN en el siguiente orden: hora 48 (88%) > hora 

72 (77%) > hora 24 (38%). 
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 El  tratamiento  con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del  té  verde por  vía  i.g. 

previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrO3 por vía i.p. al igual que el tratamiento 

con 500 mg/kg catequinas por vía i.p. previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrO3 

por vía i.p. no modificaron la relación de EPC con respecto a los ENC, sin embargo 

estos datos deben tomarse con reserva. 

 

 El  tratamiento  con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del  té verde por vía  i.p. 

previo  al  tratamiento  con  20  mg/kg  de  CrO3  por  vía  i.p.  lo  mismo  que  el 

tratamiento 150 mg/kg kaemferol por vía  i.p. previo al tratamiento con 20 mg/kg 

de CrO3 por vía  i.p. modificaron  la  relación de EPC con  respecto a  los ENC, a  las 

horas 24 y 48 después del tratamiento sin embargo estos datos deben tomarse con 

reserva.  

 

 Los tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del té verde vía  i.p. y el 

tratamiento  con  500  mg/kg  de  catequinas  vía  i.p.  no  disminuyen  la  viabilidad 

celular, ya que no incrementan significativamente el número de células no viables, 

en comparación con el grupo testigo.  

 

 El tratamiento 150 mg/kg de kaemferol vía  i.p. disminuye  la viabilidad celular, ya 

que incrementa significativamente el número de células no viables en comparación 

con el grupo testigo. 

 

 Los tratamientos con 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde por vía  i.p. 

previo a 20 mg/kg de CrO3 por vía i.p.  y el tratamiento con 150 mg/kg kaemferol 

por vía i.p. previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrO3 por vía i.p. no disminuyen 

la viabilidad celular ya que no incrementan significativamente el número de células 

no viables en comparación con el grupo testigo.  

 

 El tratamiento con 500 mg/kg catequinas por vía i.p. previo al tratamiento con 20 

mg/kg  de  CrO3  por  vía  i.p.  disminuye  la  viabilidad  celular  ya  que  incrementa 

significativamente el número de  células no viables en  comparación con el grupo 

testigo. 
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 El tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde vía i.p. al igual 

que  los  tratamientos  con  500  mg/kg  de  catequinas  vía  i.p.  y  150  mg/kg  de 

kaemferol vía  i.p. no  incrementan significativamente el número de células viables 

apoptóticas y células no‐viables apoptóticas en comparación con  sus  respectivos 

grupos testigo.  

 

 El  tratamiento  con  30 mg/kg de extracto de polifenoles de  té  verde por  vía  i.p. 

previo  al  tratamiento  con  20  mg/kg  de  CrO3  por  vía  i.p.  incrementa 

significativamente el número de células viables apoptóticas en comparación con el 

grupo  testigo,  lo  que  sugiere  que  este  es  el  posible mecanismo  por  el  cual  el 

extracto de polifenoles disminuye las frecuencia de MN.  

 

 El tratamiento con 500 mg/kg catequinas por vía i.p. previo al tratamiento con 20 

mg/kg  de  CrO3  por  vía  i.p.  disminuye  significativamente  el  número  de  células 

viables  apoptóticas  en  comparación  con  el  grupo  testigo  e  incrementa 

significativamente  las células no‐viables apoptóticas en comparación con el grupo 

tratado  sólo  con  CrO3  lo  que  sugiere  que  este  es  el  posible  mecanismo  de 

reducción de MN por parte de las catequinas.  

 

 El tratamiento con 150 mg/kg kaemferol por vía  i.p. previo al tratamiento con 20 

mg/kg  de  CrO3  por  vía  i.p.  no  modifica  significativamente  número  de  células 

viables apoptóticas y células no‐viables apoptóticas en comparación con el grupo 

testigo. 

 

 El tratamiento con 500 mg/kg catequinas por vía i.p. previo al tratamiento con 20 

mg/kg de CrO3 por vía  i.p.  indujo  la muerte de un ratón a  la hora 48 después del 

tratamient,  lo que sugiere que  la combinación de catequinas y CrO3 presenta un 

efecto tóxico sinérgico induciendo letalidad; sin embargo esto puede corresponder 

a la variación interindividual. 
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10. Anexos  

El  presente  trabajo  fue  presentado  de  manera  parcial  el  los  siguientes  eventos 

academicos. 

 

i)  IV  Congreso  de  Especies  Reactivas  del  Oxigeno  en  Biología  Y Medicina.  Sociedad 

Mexicana de Bioquimica. 

Jurica, Querétaro. Celebrado del 19 al 22 de marzo de 2013. 

Título  del  trabajo:  Effect  of  polyphenol  extract  from  green  tea  [P60]  on  genotoxic  and 

citotoxic damage induced by Cr (VI) in mice CD‐1 strain. 

Autores:  García‐Rodríguez,  M.C.  Carvente‐Juárez,  M.M.  Montaño‐Rodríguez,  A.R.  and 

Altamirano‐Lozano, M.A. 

 

ii)  12th  International  Society  of  Antioxidants  in  Nutrition  and  Health.  International 

Conference on Oxidative Stress, Redox States & Antioxidants. 

Paris, Francia. Celebrado del 3‐4 de julio de 2013. 

Título del trabajo: Modulation of DNA damage by phytochemicals (chlorophyllin, ascorbic 

acid and polyphenols), in CD‐1 mice treated with hexavalent chromium. 

Autores:  M.C.  García‐Rodríguez,  M.M.  Carvente‐Juárez,  G.  Serrano‐Reyes,  C.  Macedo‐

Evaristo, M.A. Altamirano‐Lozano.  

 

iii)  Simposio  del  Departamento  de  Ciencias  de  la  Salud.  Universidad  Autónoma 

Metropolitana. Unidad Iztapalapa. 

Iztapalapa. México D.F. Celebrado del 28 al 30 de agosto de 2013. 

Título  del  trabajo:  Efecto  de  los  polifenoles  extraídos  del  té  verde  sobre  el  daño 

genotóxico inducido por el trióxido de cromo en ratones de la cepa CD‐1. 

Autores: Carvente‐Juárez Megumi Monserrat, Altamirano‐Lozano Mario Agustín y García‐

Rodríguez María del Carmen.      
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iv) XIII Foro de Investigación Escolar. Carrera de Biología FES Zaragoza. UNAM. 

Iztapalapa. México D.F. Celebrado del 29 al 31 de enero de 2014. 

Título del trabajo: Efecto de las Catequinas del té verde sobre el daño genotóxico inducido 

por el trióxido de cromo en ratones de la cepa CD‐1. 

Autores: Carvente‐Juárez Megumi Monserrat y García‐Rodríguez María del Carmen.      

 

El presente trabajo fue públicado en la siguiente revista electrónica:  

Hindawi Publishing Corporation. Oxidative Medicine and Cellular Longevity.  

Volume 2013, Article ID 486419, 9 pages.http://dx.doi.org/10.1155/2013/486419 

Tíulo del artículo: Antigenotoxic and Apoptotic Activity of Green Tea Polyphenol Extracts 

on Hexavalent Chromium‐Induced DNA Damage in Peripheral Blood of CD‐1 Mice: Analysis 

with Differential Acridine Orange/Ethidium Bromide Staining. 

Autores: María  del  Carmen García‐Rodríguez, Megumi Monserrat  Carvente‐Juárez,  and 

Mario Agustín Altamirano‐Lozano. 
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Título: (Mayúsculas) 

EFECTO DE LAS CATEQUINAS DEL TÉ VERDE SOBRE EL DAÑO GENOTÓXICO INDUCIDO POR EL TRIÓXIDO 

DE CROMO EN RATONES  DE LA CEPA CD‐1 

 

Autores: (sepárelos con una coma e indique con superíndice 1 si es alumno, con 2 si es docente) 

Carvente‐Juárez Megumi Monserrat1 y García‐Rodríguez María del Carmen2      

 

Modalidad   y   Ciclo: 

Por favor marque con una x 

X  Oral    Básico 

  Cartel    Intermedio 

  Video  X  Terminal 

 

Resumen:
(Máximo 300 palabras, Times New Roman 12 pts., interlineado sencillo, renglón seguido, sin sangría y 

justificado) 

El té verde es fuente importante de catequinas, a las que se les atribuyen efectos benéficos para la salud 
debido a sus propiedades antioxidantes. En contraparte se sabe que compuestos metálicos como los de 
Cr  (VI) son carcinogénicos e  inducen daño genotóxico mediante estrés oxidante. Este estudio evaluó el 
efecto de  las catequinas sobre el daño genotóxico y citotóxico  inducido por Cr  (VI). El daño al ADN se 
evaluó con el ensayo de micronucleos (MN) y la relación de eritrocitos policromáticos (EPC) con respecto 
a los normocromáticos (ENC) en sangre periférica. Grupos de cinco ratones macho fueron divididos en: 1) 
control, tratado con el vehículo vía intraperitoneal; 2) catequinas, tratado con 500 mg/kg de catequinas 
vía intraperitoneal, 3) Cr (VI), tratado con 20 mg/kg de CrO3 vía intraperitoneal y 4) catequinas y Cr (VI), 
tratado tanto con las catequinas como con el CrO3. Las muestras se obtuvieron a las 0, 24, 48 y 72 horas 
después del tratamiento. Los resultados muestran que el tratamiento con catequinas no incrementa las 
frecuencias de MN. El  tratamiento con CrO3  incrementó  las  frecuencias de MN a  las 48 y 72 horas. El 
grupo  tratado  con  catequinas y CrO3 disminuyó  significativamente  las  frecuencias de MN en  todas  las 
horas evaluadas. No se observó modificación en  la relación de EPC con respecto a ENC, sin embargo se 
presentó la muerte de un organismo a la hora 48. Esto nos sugiere que el incremento de MN inducido por 
CrO3 puede  ser bloqueado por  las  catequinas, pero  la  combinación de  catequinas  y CrO3 presenta un 
efecto tóxico sinérgico generalizado ya que induce letalidad. [Proyecto financiado por PAPIIT‐IN217712]. 

Palabras clave: (3‐5 palabras): catequinas, micronúcleos, CrO3, antigenotoxico, té verde 
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