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RESUMEN 
La búsqueda y el estudio de sustancias con propiedades protectoras o moduladoras de 
daño al ADN, surge como una opción complementaria a los estudios de genotoxicidad, ya 
que al conocer los mecanismos de protección se pueden generar alternativas para 
contrarrestar los efectos de los agentes inductores del daño genotóxico. El objetivo de 
este estudio consistió en evaluar los efectos de la clorofilina (sal de la clorofila) sobre el 
daño genotóxico y teratógeno inducido por las sales metálicas del cromo (VI) [CrO3 ó 
K2Cr2O7]. Se emplearon hembras de ratón de la cepa CD-1 sin preñar y preñadas, a las 
que se les trató con clorofilina (CFL) (20 mg/kg), Cr (VI) (20 mg/kg) ó CFL(20 mg/kg) y Cr 
(VI) (20 mg/kg). La ruta de administración de la CFL fue vía oral ó intraperitoneal (i.p.), 
mientras que la del Cr (VI) por vía i.p. El efecto genotóxico fue evaluado con el análisis de 
las frecuencias de micronúcleos (MN) en sangre y el daño teratógeno con las 
malformaciones externas y esqueléticas en los fetos. Las muestras de sangre de los 
organismos adultos fueron obtenidas de la vena caudal y de los fetos por decapitación. 

En los resultados de este trabajo se observó que, en las hembras sin preñar la 
CFL administrada de forma i.p reduce sólo la frecuencia de MN inducidos por el CrO3 en 
la hora 12, a partir de esto se plantea que los MN que se forman en respuesta al 
tratamiento con CrO3 tienen diferentes vías de inducción, y que la CFL administrada por 
vía i.p. tiene efecto sólo sobre los MN originados de manera temprana. Cuando se 
administró la misma dosis de CFL por vía oral, la disminución en el número de MN se 
presentó tanto en la hora 12 como en la 48, por lo que se puede decir que la vía de 
administración de la CFL juega un papel importante en sus mecanismos de protección, los 
cuales pueden estar relacionados con la velocidad de absorción de la CFL. Al probar el 
efecto del K2Cr2O7, se observó que este a diferencia del CrO3 tiene un menor efecto 
genotóxico. Al administrar la CFL previamente al tratamiento con K2CrO7, se disminuyen 
significativamente los MN observados en la hora 48, esto quiere decir que la protección de 
la CFL está relacionada con el compuesto y con la toxicidad del mismo. 

En las hembras preñadas la administración de CrO3 en el día 15 de gestación 
induce daño genotóxico al igual que en sus crías. Estos incrementos en el número de MN 
son menores en comparación con el efecto en las hembras sin preñar. Cuando se 
administró la CFL por vía i.p previa a la aplicación del CrO3, se observó que si bien la CFL 
reduce el número de MN, esta reducción no es significativa, por lo que se puede decir que 
la CFL no protege del daño genotóxico a las hembras gestantes tratadas con CrO3 en el 
día 15 de gestación. Sin embargo, en los fetos sí se disminuyó el número de MN 
inducidos por CrO3 con el tratamiento previo de las madres. Estas observaciones hacen 
suponer que al redistribuirse la CFL entre la madre y sus crías, posiblemente la 
concentración de la CFL fue más alta en los fetos.   

En cuanto a las evaluaciones de las frecuencias de eritrocitos policromáticos 
(EPC) en hembras sin preñar no se observaron efectos, por lo que se puede decir que no 
hubo un efecto citotóxico claro inducido por los tratamientos de CFL, CrO3 y CFL-CrO3. En 
las hembras preñadas hubo una disminución de la frecuencia de EPC sólo en el grupo 
tratado con CrO3, esto nos hace suponer que los efectos citotóxicos podrían depender de 
la condición endocrina de los animales. En los fetos se observó una disminución de la 
frecuencia de EPC tanto en el grupo tratado como en el testigo, por lo que se sugiere que 
la disminución se debe al desarrollo fetal y no a los tratamientos. 

Finalmente, la administración del CrO3 a hembras preñadas incrementó el número 
de malformaciones externas y esqueléticas en los fetos. La administración de CFL antes 
del tratamiento con CrO3 en hembras preñadas reduce significativamente las alteraciones 
externas. A partir de estos resultados se puede sugerir que existe una relación entre los 
mecanismos genotóxicos y el daño teratógeno. 
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ABSTRACT 
 
The search and study of substances with protective properties or damage modulators to 
the DNA emerge as a complementary option to genotoxicity studies. The analyses of the 
protection mechanisms generate alternatives to counteract the effects of agents causing 
the genotoxic damage. The aims of the present project were to study the effects of 
chlorophyllin (Na and Cu salt of chlorophyll) on the genotoxic and tetarogen damage 
induced by the metallic salts of chromium (VI) [CrO3 ó K2Cr2O7 [Cr (VI)]. Female mice from 
CD-1 strain, pregnant and non-pregnant, were treated with chlorophyllin (CHL) (20 mg/kg), 
Cr (VI) (20 mg/kg) or with CHL and Cr (VI) at 20 mg/kg body weight. The CHL was 
administered by gavage or intraperitoneal (i.p.), and Cr (VI) via i.p. The genotoxic effect 
was evaluated with the analysis of the micronucleus (MN) in the peripheral blood and 
teratogen effect with external and skeletal macroscopic malformations in fetuses. Blood 
samples of adult organisms were obtained from the tail vein and in the fetuses from the 
trunk after decapitation. 
 In non-pregnant females, CHL administrated i.p. reduces the frequency of MN 
induced by CrO3 12 h after treatment, such effect not was observed 48 h after it. These 
results suggest that MN are formed in response to treatment CrO3 by different ways. When 
the same dose of CFL was administrated via oral, a decrease in the number of MN was 
presented 12 and 48 h after treatment. It can be said that the administration via of CFL 
plays an important role in its mechanisms of protection; such differences could be 
explained by the speed of absorption of the CFL. K2Cr2O7 showed lower genotoxic effects 
than CrO3. CFL administrated previously to the treatment with K2Cr2O7, diminishes 
significantly the MN observed 48 h after treatment, suggesting that CFL protection could 
be related to the compound and its toxicity. 
  The administration of CrO3 to 15-day pregnant mice induced genotoxic damage in 
the mothers and pups. The increment in the frequency of MN are smaller compared to the 
effect in non-pregnant females. CFL administrated via i.p. previously to the injection of 
CrO3 reduced the number of MN present in the pregnant mice in a non-significant way. 
Nevertheless, a significative reduction in the number of MN was observed in the fetuses of 
pregnant mice treated with CFL before CrO3 administration. These observations suggest 
that CFL is redistributed between the mother and her breeding, suggesting that the CFL 
level high in the fetuses is higher in the mother.  
 The frequency of polychromatic erythrocytes (PCE), in non pregnant females mice 
was not modify by CFL, CrO3 and CFL-CrO3 treatments, suggesting that a cytotoxic effect 
was not induced. The frequency of PCE was lower in CrO3 pregnant treated mice than 
control ones, suggesting that the cytotoxic effects could depend on the endocrine condition 
of the animals. No significant effects of CrO3 PCE in the fetuses were observed. In the 
fetuses, the diminution of PCE was observed both in treated and control groups, suggests 
that such diminution obeys to the fetal development and not to the treatments.  
 Finally, CrO3 injected to pregnant mice resulted in significant increase in the 
number of external and skeletal malformations. CFL treatment before CrO3 injection 
resulted in a decrease in the frequency of external alterations. Taken together present 
results suggest the existence of an interrelationship between the genotoxic mechanisms 
and teratogenic damage induced by CrO3. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Se ha estimado que la dieta humana esta asociada con la inducción del 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 canceres humanos están 

relacionados con la dieta (figura 1). A partir de estos datos, diversos 

investigadores empezaron a estudiar las propiedades de los componentes de la 

dieta humana, y encontraron que nuestra dieta 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 et al., 1992; Surh y Ferguson, 2003).  

 

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Porcentaje

Desconocido (<1%)

Aditivos alimenticios (<1%)

Productos industriales (1%)

Medicina y procedimientos medicos (1%)

Contaminación (2%)

Alcohol (3%)

Factores geofísicos (3%)

Ocupación (4%)

Reproducción y conducta sexual (7%)

Infecciones (10%)

Tabaco (30 %)

Dieta (35%)

 
Figura 1. Proporciones estimadas de factores de riesgo asociados con muerte por cáncer 

(adaptada por Lee y Park, 2003 de Doll y Peto, 1981). 
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 Las frutas y los vegetales, fueron de los primeros componentes de la 

dieta que llamaron la atención para su estudio como posibles agentes 

protectores del daño al ADN, esto debido a que están constituidos por 

sustancias que tienen propiedades antioxidantes. En el cuadro 1 se muestran 

algunas de los componentes de las frutas y vegetales que en la actualidad han 

sido descritas con potencial antimutágeno y anticancerígeno (Graham et al., 

1978; Shu et al., 1989; Barone et al., 1992; Block et al., 1992; Harris y Ferguson 

1993; Ferguson, 1994). 

 

 
Cuadro 1. Principales fuentes alimenticias de algunos constituyentes de la dieta 

descritos como antimutágenos y anticancerígenos. 
 
 

Principales fuentes alimenticias 
 

 
Sustancia protectora  

de daño  
mutágeno o cancerígeno 

 
Margarina, hígado-

Vegetales rojos y amarillos (zanahoria, jitomate etc.)-

Principalmente en cítricos-

Aceites vegetales y harinas-

Carnes, huevos-

Vegetales verdes-

Cruciferaceas-

Chile-

Vegetales fibrosos-
(Piña, melón etc.) 

Ajo-

Sábila-

Uvas rojas-
Vinos maduros

 

Vitamina A 
Beta carotenos 
 
Vitamina C 
 
Vitamina E 
 
Selenio 
 
Clorofila 
 
Indole-3-carbinol 
 
Capsaicina 
 
Fibra vegetal 
 
 
Organosulfide 
 
Antraquinona 
 
Flavonoides 
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 Particularmente la clorofila y sus sales las clorofilinas, han sido 

identificadas como potentes antimutágenos y anticancerígenos en diferentes 

sistemas, observándose inclusive un mayor potencial comparado con otros 

componentes que presentan la misma actividad (Lai et al., 1980; Ong et al., 

1986; 1989; Whong et al., 1988; García-Rodríguez y Altamirano-Lozano, 2001). 

 Hoy en día, las clorofilinas y particularmente la cupri-sódica (CFL) son 

ampliamente estudiadas con los siguientes objetivos: 1) establecer sus posibles 

mecanismos de protección y con ello deducir los mecanismos de daño de 

algunos agentes químicos (Neault et al., 1998; Hayashi et al., 1999; Kyung-Joo 

et al., 2000), y 2) utilizarlas como prueba en el tratamiento y la prevención de 

diferentes cánceres, con la intención de una posible aplicación (Breinholt et al., 

1999; Chernomorsky et al., 1999; Peluso et al., 2000).  

 Hasta el momento los resultados obtenidos con las CFL han sido muy 

satisfactorios y tienen una gran aceptación, tanto que, en el año 2001, el 

“National Institute of Environmental Health Science”, USA, respaldó una 

investigación en la República de China, encabezada por los Doctores Kensler, 

Groopman y Bailey, en la cual se está probando la CFL en personas voluntarias 

expuestas de manera natural en su dieta a concentraciones elevadas de 

aflatoxina B1. Algunas de las observaciones realizadas en este estudio, indican 

que en las personas tratadas con CFL se reduce al menos el 20 % de la 

inducción de daño al ADN, aunado a la reducción del riesgo de desarrollar 

hepatocarcinomas (Bailey, 1998; Egner et al., 2000; 2001; 2003). Este mismo 

grupo de investigadores está realizando pruebas preclínicas con líneas 

celulares tumorales, para conocer los mecanismos por los que la CFL suprime 

el cáncer y determinar las posibles condiciones del tratamiento en humanos 

(Blum et al., 2001; Díaz et al., 2003). Estos resultados generan grandes 

expectativas para la prevención y el tratamiento de enfermedades relacionadas 

con daño al ADN, como algunos tipos de cáncer, mediante el uso de sustancias 

con propiedades antimutágenas y anticarcinógenas.  

 3



Efecto de la clorofilina sobre el daño genotóxico y teratógeno del Cr (VI) 

1.1. Modulación y protección de daño genotóxico 

La modulación y protección de daño genotóxico son temas que siempre han 

llamado la atención, sin embargo, no es sino hasta la década de los noventas 

cuando inicia el mayor auge de su estudio. En las primeras pruebas, las 

sustancias que se analizaron resultaron ser tóxicas, por lo que fueron dejadas 

de lado. Tiempo después, Phillips (1975) publica un estudio epidemiológico en 

el que concluye que el estilo de vida y los hábitos alimenticios juegan un papel 

importante en el riesgo de desarrollar cáncer. Con base en sus hallazgos, se 

planteó la posibilidad de que los constituyentes de la dieta, particularmente la 

vegetariana, contienen sustancias que de alguna manera controlan o protegen 

a los organismos de los efectos de algunos agentes inductores de cáncer.  

 A partir del análisis de Phillips varios investigadores reiniciaron los 

estudios sobre la modulación y protección del daño contra diversos mutágenos. 

En estos trabajos probaron preferentemente extractos de frutas y vegetales, 

observando que ambos tipos de extractos tienen gran actividad antimutágena 

(Kada et al., 1978; 1984; Morita et al., 1978; Terwel y Van der Hoeven, 1985). 

 Estudios posteriores permitieron discriminar entre los componentes que 

presentaban una mayor actividad antimutágena y se encontró que pigmentos 

como los beta-carotenos y la clorofila, así como las vitaminas A, C, D y E eran 

los que les conferían esta propiedad a las frutas y a los vegetales (Lai, 1979; Lai 

et al., 1980; Whong et al., 1988; Ong et al., 1989; Gentile y Gentile, 1991). 

 De todos estos componentes la clorofila es la más abundante en las 

plantas verdes (figura 2). 
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Otros agua, fibra, etc.
86%

Otros pigmentos 
carotenos, xantofilas 

etc

Clorofila
8%

Esteroles grasos
2%

Vitaminas
3%

1

 
Figura 2. Proporción de componentes en los vegetales verdes. 

 

 

 Actualmente, la lista de los componentes de la dieta con propiedades 

antimutágenas y anticancerígenas, se ha incrementado considerablemente, de 

tal suerte que ya se han descrito alrededor de 500 agentes con este potencial, y 

con base a esos resultados se han podido plantear algunos mecanismos de 

protección  como: a) Bioantimutagénesis, b) Desmutagénesis, c) Inactivación 

de enzimas, d) Prevención de la formación de sustancias activadas 

metabólicamente, e) Formación de complejos o captura, mediante la formación 

de enlaces con el mutágeno o la adsorción  f) Antioxidación y captura de 

radicales libres. (Ferguson, 1994; Lee y Park, 2003). En el cuadro 2 se 

muestran algunas de las sustancias que componen la dieta y que han 

presentado propiedades antimutagenas y anticancerígenas, así como el 

mecanismo de protección propuesto y el órgano blanco (Ferguson, 1994; Lee y 

Park, 2003). 

 5



Efecto de la clorofilina sobre el daño genotóxico y teratógeno del Cr (VI) 

Cuadro 2. Descripción del posible mecanismo de acción de agentes antimutágenos y 
anticancerígenos que se encuentran en la dieta (Lee y Park, 2003 actualizada). 

 
Agente 

Quimiopreventivo 

 
Descripción de posible mecanismo 

de acción 
 

 
Órgano blanco 

  

 
-Beta-carotenos: 
 
 
 
-Vitamina A: 
 
 
 
-Vitamina E: 
 
 
 
-Vitamina C:  
 
 
 
-Carbinol-3-Indol:  
 
 
 
-Capsacian:  
 
 
-Organosulfito: 
 
 
 
-Antraquinona: 
 
 
-2(3)-ter-butil-4-
hidroxianisol: 
  
 
-Fibras vegetales:  
 
 
-Clorofilina:   
 
 
 
-Vainillina:  

 
-Antioxidante (Desactivación del 
carcinógeno) 
 
 
-Antioxidante (Inducción de la 
diferenciación en la apoptosis) 
 
 
-Antioxidante (Inhibe daño oxidativo 
ADN) 
 
 
-Antioxidante (Inhibición de la 
formación del carcinógeno) 
 
 
-Antioxidante (Inductor de las enzimas 
del citocromo P-450) 
 
 
-Desactiva carcinógenos en apoptosis 
 
 
-Inhibición del citocromo P-450 
(Inductor de enzimas de la fase II) 
 
 
-Antigenotóxico en apoptosis 
 
 
-Inductor de enzimas del citocromo P-
450 
 
 
-Capturador de mutágenos 
 
 
-Capturador de mutágenos y radicales 
libres  
 
 
-Repara y suprime mutaciones (un 
“verdadero” antimutágeno) 

 
-Pulmón, piel, páncreas 
 
 
 
-Pulmón, piel 
 
 
 
-Pulmón, hígado, piel 
 
 
 
-Estomago, páncreas 
 
 
 
-Flora estomacal, hígado, 
pulmón, tejido mamario 
 
 
-Piel, estomago 
 
 
-Piel, colon 
 
 
 
-Estomago, colon, 
hígado 
 
 
-Hígado, glándula 
mamaria, estomago 
  
 
-Estomago 
 
 
-Páncreas, hígado, 
estomago 
 
 
-Células de médula ósea 
y linfocitos 
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 En un estudio hecho en el hospital de Turín se analizaron 162 pacientes 

con cáncer de bazo y 104 individuos testigo, a los cuales se les evaluó la 

presencia de aductos en el ADN. Durante el estudio se observó que en los 

pacientes con cáncer que ingirieron diferentes porciones de frutas y vegetales 

se disminuía la formación de los aductos, de ahí que se planteara la posibilidad 

de que este tipo de dieta es capaz de proteger contra la inducción de cáncer en 

el bazo (Peluso et al., 2000). Estas observaciones generan grandes 

expectativas para la prevención y el tratamiento de enfermedades relacionadas 

con daño al ADN. Sin embargo, pese a estos resultados las perspectivas para 

su aplicación aún son limitadas. Si bien se están estudiando los mecanismos de 

protección que ejercen estos agentes, es necesario conocer el proceso en el 

cual es más conveniente administrar el agente y obtener una mayor eficacia 

(Lee y Park, 2003). 

 El impacto que el estudio de la antimutagénesis y la anticarcinogénesis 

tiene en la prevención y el tratamiento de las enfermedades humanas ha 

generado que se desarrollen diferentes eventos internacionales para discutir los 

principales resultados y avances en el área. Entre estos se encuentra la 

“International Conference on Mechanisms of Antimutagenesis and 

Anticarcinogenesis”, que se celebra cada tres años, en la cual se ha llegado a 

las siguientes conclusiones en cuanto al uso de sustancias moduladoras o 

protectoras del daño al ADN (Lohman et al., 2001; Surh y Ferguson, 2003):  

 

1) El uso de antimutágenos y anticarcinógenos en los humanos, puede 

ser uno de los procedimientos más efectivos para prevenir el cáncer y las 

enfermedades genéticas. 

 

 2) No se debe descartar la posibilidad de que el daño puede ser 

incrementado por el agente protector o modulador. 
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 3) El principal efecto de estos antimutágenos es sobre mutágenos 

comunes de exposición cotidiana y diaria, lo cual resulta aún de mayor 

importancia.  

 

 Como se puede observar, la posibilidad de emplear sustancias que 

pudieran contrarrestar los efectos causados por agentes genotóxicos y 

cancerígenos, abre un campo de investigación muy importante, y dados los 

resultados y datos que se tienen hasta el momento, la aplicación en humanos 

es ya casi una realidad, sin embargo es necesario continuar este tipo de 

estudios para plantear los mecanismos por los cuales se puede proteger o 

modular el daño al ADN.  

 

 

1.2. Clorofilina 

La clorofila es el pigmento natural que le da el color verde a los vegetales. Fue 

aislada en 1817 por los químicos Pelletier y Caventou de Francia, quienes la 

separaron por primera vez y la llamaron clorofila, nombre derivado del adjetivo 

griego jlorós y el sustantivo fýllon, que significa “verde de hoja”. 
 La molécula de clorofila (figura 3a) posee una gran similitud con la de 

hemoporfirina de la sangre (figura 3c). La clorofila es poco estable y poco 

soluble en el agua, por lo que se ha preferido trabajar con sus sales 

(clorofilinas) con mejores resultados (Kephart, 1955; Sarkar et al., 1994a y b).  

 Las clorofilinas se obtienen por el método de Schertz y Toepher, 

mediante la hidrólisis alcalina de la clorofila, en la cual se sustituye el radical fitil 

y alquíl de los grupos carbometoxíl. El magnesio del núcleo de la clorofila es 

inestable, por lo que es reemplazado por otro metal que le confiere estabilidad a 

la molécula. La introducción del tipo de metal depende del pH del medio en el 

cual se lleve a cabo la reacción (Kephart, 1955; Sarkar et al., 1994a).  
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  a)            

                

N N

H2C=HC CH 3 

CH 2 CH 3 H3C

N N
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H3C
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N N
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N N
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Figura 3. Estructura química de la clorofila (a), de la clorofilina cupri-sódica (b) y de la 
hemoporfirina (c). 

 De todas las sales de la clorofila, la más empleada terapéuticamente y 

en la investigación es la CFL, cuya estructura química está conformada por un 

anillo tetrapirrólico con puentes dobles conjugados y cobre en el centro (figura 

3b). Su fórmula química es C34H31Na4CuO6. La CFL es una sustancia 

microcristalina verde-azul oscura que produce el efecto Tyndall en solución 

acuosa, tiene una banda de absorción característica entre 630 a 688 nm, y es 

muy soluble en agua y alcohol (Kephart, 1955; Oster et al., 1964; Newmark et 

al., 1987). Se ha observado que el origen, el grado de purificación y la forma de 

extracción juegan un papel importante en su actividad (Dashwood, 1997). 

 
 
1.2.1. Principales usos  

El primer uso reconocido de la clorofila en la industria fue dado por Becquerel 

en 1874, como sensibilizador en fotografía por sus propiedades fotoquímicas. A 

partir de esa fecha, a la clorofila y sus sales se les han dado muchos y variados 

usos (cuadro 3) (Kephart, 1955; Ghosh et al., 1992). 

 
 
1.2.2. Aplicaciones terapéuticas 

Dada la semejanza estructural química de la CFL con el pigmento de la sangre 

(hemoporfirina) (figura 3), las primeras aplicaciones estuvieron encaminadas 

hacia el tratamiento de la anemia. En un estudio realizado en conejos anémicos 

por el Dr. Burgi (1932), observó que cuando se les administraba CFL, estos 

eran capaces de regenerar sus células sanguíneas. Posteriormente, se 

realizaron estudios con pacientes anémicos y al administrar la CFL por vía oral, 

se incrementaba la hemoglobina y los eritrocitos en la sangre. A partir de estos 

datos, se planteó que el cuerpo humano puede emplear sustancias pirrólicas 

preformadas para la construcción de la hemoglobina (Berlinson, 1969). En la 
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actualidad la CFL aún se vende en tiendas naturistas como complemento 

alimenticio para el tratamiento de la anemia.  
Cuadro 3. Principales usos descritos para la CFL. 

 
USO 

 
DESCRIPCIÓN 

 

 
EJEMPLOS 

-En los alimentos
  

Colorante de dulces, chicles, sopas, 
gelatinas etc., así como de vegetales 
frescos verdes para mejorar la 
apariencia.  
 
 

-En los cosméticos
  

Colorante en perfumes, lociones, 
jabones, pastas dentales, etc. 
 
 

-En la conservación 
de alimentos 

Dentro de las bolsas ya que absorbe 
el oxígeno y otros gases. 
 
 

- En la agricultura Se le usa en el cultivo de las plantas, 
por ser un buen transportador de 
micronutrientes, como el cobalto, 
zinc manganeso, hierro y molibdeno. 
 
 

-Agente catalítico
  

En la oxidación de compuestos 
orgánicos. 
 
 

- Protector solar  En cremas, lociones y pomadas, por 
su capacidad de absorber la 
radiación dañina del sol y por lo tanto 
proteger a la piel. 
 
 

-Agente desodorante Reduce y elimina el olor producido 
por los cambios metabólicos de los 
alimentos, las bebidas y el cigarro 
(bencil mercaptano, ácido tioglicótico 
y trimetilamina). 
 
 

       
 
 

 

 El Dr. Burgi, también estudió a la CFL en el tratamiento de la 

hipertensión, en 1932 publicó un libro llamado “Chlorophyll as a 
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Pharmaceutical”. A pacientes hipertensos se les trató con CFL por vía oral por 

un tiempo de dos a seis semanas y se observó que la presión se normalizaba. 

Por su lado, Nagase (1986) inspirado en estos resultados administró CFL por 

vía intravenosa o intraperitoneal a ratas y detectó un incremento en el flujo 

sanguíneo gástrico dado bajo condiciones isquémicas, sin la participación del 

sistema nervioso autónomo (Kephart, 1955; Nagase, 1986). También se ha 

observado que la administración de la CFL tiene una débil o casi nula actividad 

hemolítica y que aceleran la coagulación de la sangre, así como el proceso de 

cicatrización (Krasnikova, 1974; Kojima, 1978). 

 Aunado a lo anterior, a la CFL se le han descrito propiedades 

antinflamatorias, ya que inhibe las reacciones alérgicas (Nagai et al., 1983), por 

lo que la CFL ha sido utilizada en el tratamiento de heridas y quemaduras de la 

piel con buenos resultados, de hecho algunas pomadas la contienen. De igual 

manera, se ha observado que la CFL disminuye el olor pútrido en las 

infecciones, esto debido a que produce un ambiente desfavorable para el 

crecimiento de las bacterias y de los hongos, es por esta razón que ha sido 

considerada como un agente bacteriostático y funguicida (Nakeeb y Yousef, 

1974). También se ha usado con éxito en el tratamiento de infecciones 

supurativas como la gingivitis severa (piorrea) y las ulceras en general 

(Krasnikova, 1973; Murakami et al., 1979).  

 A la clorofila y CFL se les ha propuesto para el tratamiento clínico de la 

pancreatitis, ya que su administración en pacientes con esta enfermedad 

disminuye el dolor abdominal, las nauseas y el vómito, además de que los 

niveles de amilasa en la orina se reducen hasta los valores normales (Oda et 

al., 1971), y dadas sus propiedades desodorantes y laxantes se les utiliza 

eficientemente en los cuidados generales de los pacientes geriátricos (Young y 

Beregi, 1980). Otra de las propiedades de la CFL es que aumenta la oxidación 

de las grasas de la dieta. En estudios realizados con ratas se observó que la 

administración combinada de aceite de maíz y CFL, disminuía la absorción del 

 12



García Rodríguez, M. C. 

colesterol en el intestino, por lo que también se ha propuesto su uso en el 

control de peso (Tsuji et al., 1978; Ebihara y Shuhachi, 1982; Cho, 1984). De 

igual manera, se ha observado que la CFL presenta capacidad de protección 

contra la peroxidación lipídica en los microsomas y mitocondrias relacionadas 

con el envejecimiento, la arteriosclerosis y el daño hepático entre otras (Sato et 

al., 1984). 

 Como se puede observar a la clorofila y sus sales se les han atribuido 

una gran cantidad de propiedades terapéuticas prácticamente desde su 

descubrimiento. Sin embargo, lo que ha llamado la atención recientemente son 

sus propiedades antimutágenas y anticarcinógenas, ya que éstas están 

relacionadas con su posible aplicación en el tratamiento de algunos tipos de 

cáncer. 

 

 

1.2.3. Efectos antigenotóxicos y anticancerígenos 

La actividad antimutagénica de la clorofila y CFL se ha probado con éxito en 

diferentes sistemas, desde el ensayo de Ames con Salmonella hasta líneas 

celulares de mamíferos (cuadro 4).  

 A partir de los estudios en los que se ha demostrado que la clorofila 

cuando es ingerida por los humanos en su dieta (vegetales verdes) es 

transformada en feofitina, pirofeofitina y feoforbida, las cuales presentan una 

actividad antitumorígena y antimutágena contra compuestos como el 3-

metilclorantreno, se ha sugerido que los derivados de la clorofila pueden jugar 

un papel importante en la prevención del cáncer (Chernomosky et al., 1999). 

Otros resultados que apoyan esta idea son los obtenidos por Sato et al., (1977 y 

1986), quienes describen las propiedades antioxidantes de la CFL, al observar 

que bloquea la peroxidación lipídica en homogenados de hígado de rata, así 

como la producción de oxido nítrico en cultivos celulares RAW 264.7 (Cho et al., 

2000).  
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Cuadro 4. Actividad antimutágena de la clorofila y CFL (basada en Sarkar et al., 1994b). 

 
AGENT

E 

 
SISTEMA DE PRUEBA 

 
AGENTE INDUCTOR DE 

DAÑO (EFECTO) 

 
REFERENCIA 

 

S. typhimurium 
 

Benzo[a]pyreno(+) 
y otros carcinogenos(+) 

 
Arimoto et al., 1980ª

 
S. typhimurium/sistema 

microsómico S9 de hígado 
de rata 

 

Productos de pirolisis de 
aminoacidos(+) 

Arimoto et al., 1980b

Células V59 de hámster 
Chino 

 

Benzo[a] pirenos (+) Katoh et. al., 1983 

S. typhimurium Mezclas complejas de la 
dieta y ambientales(+) 

Ong et al., 1986 
 
 

S. typhimurium Aflatoxin B1 (AFB1) Whong et al., 1988 
 

S. typhimurium/ensayo de 
microsomas 

Mezcla de complejos 
mutagénicos(+) 

Ong et al., 1989 
 
 

Ensayo de Salmonella  
resistente a arabinosa 

MNNG. AFB1 B[a , P, 2AA 
(+) 

Warner et al., 1991 
 
 

Salmonella/activación de 
hígado de trucha 

AFB1 y 2 aminas 
heterocíclicas(+) 

Dashwood et al., 
1991 

 
Pruebas de mutagenicidad 

en Salmonella 
2-amino-3-metilimidazol[4,5-

f]- quinolina (+) 
 

Dashwood y Liew, 
1992 

Drosophila Oxido de Cromo (VI) (+) Olvera et al., 1993 
 

S. typhimurium 
(TA1535/pSK 1002) 

3-amino-1,4-dimetil-5H-
pirido[4,3-b]indol (+) y 

Mitomicina C (+) 
 

Okai et al., 1996 

 
CFL 

Fibroblastos celulares 
BALB/c3T3 

12-O-tetradecanoil-forbol-
13-acetato 

Okai et al., 1996 
 
 

S. typhimurium 3 metilclorantreno y B[a]P 
(+) 

Lai, 1979; Lai et al., 
1980 

 

Clorofila 
+ CFL-
Cu-Na 

Salmonella/pruebas de 
reversión de genes 

microsómicos 

Carcinógenos de acción 
directa e indirecta 

Kimm et al., 1982 
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S. typhimurium TA98 y 

Drosophila sp 
 

Trp-P-2(+) Negishi et al., 1989 

En estudios in vivo realizados en salmones, se ha observado que la CFL 

es capaz de disminuir la hepatocarcinogenicidad inducida por las aflatoxinas B1 

y B2 (Breinholt et al., 1999; Hayashi et al., 1999). De igual manera cuando la 

CFL se administró a ratas en las que se indujo desarrollo de cáncer de colon, 

esta inhibió el crecimiento del tumor (Blum et al., 2001). 

 Por otra parte, debido a que uno de los problemas más graves del uso de 

sustancias antineoplásicas es lo agresivo del tratamiento y las reacciones 

secundarias, se ha sugerido el uso de la CFL en combinación con estos 

tratamientos, para disminuir la inducción del daño al ADN provocado por el 

agente antineoplásico, tal es el caso de la ciclofosfamida, la cual ha mostrado 

menores efectos genotóxicos y por lo tanto tóxicos en los organismos, sin 

alterar el efecto antineoplásico cuando se administra con CFL (Te et al., 1997; 

Gentile et al., 1998). 

 Otros de los efectos protectores del daño genotóxico de la CFL se 

muestran en el cuadro 5, como lo son su capacidad para proteger del daño 

causado por agentes clastógenos y aneuploidógenos, así como del daño 

inducido por la radiación. Con respecto a la radioprotección, existen datos en 

los que la administración de 200 mg/kg de peso corporal de CFL, no disminuye 

la frecuencia de MN inducidos por 1.0 Gy de radiación gamma (Morales-

Ramírez et al., 1996).  

 

 

1.2.4. Mecanismos de protección de daño genotóxico 

Se ha propuesto que la CFL protege al ADN de los efectos genotóxicos 

mediante la inhibición de la función enzimática del sistema de activación 

metabólica. Esta propuesta se basa en que la CFL inhibe el deterioro de las 

 15



Efecto de la clorofilina sobre el daño genotóxico y teratógeno del Cr (VI) 

funciones microsómicas hepáticas, las cuales forman parte del sistema 

metabólico de drogas o de xenotoxinas (Sato et al., 1984; Imai et al., 1986). 

 
Cuadro 5. Efectos de protección de la clorofilina (basada en  Sarkar et al., 1994b) 
EFECTO DEL 

AGENTE 
SISTEMA DE 

PRUEBA 
 

AGENTE REFERENCIA 

Células de ovario 
(hamster) 

Tiotepa (+) Renner, 1990 

Médula ósea de 
ratón 

Nicotina (+) 
Cloruro de cobalto (+) 
Cloruro de cesio (+) 

Cloruro de mercurio (+)
Oxido de cromo (VI) (+)

Clordano (-) 

Sen et al., 1991 
Palit et al., 1991 

Ghosh et al., 1991a 
Ghosh et al., 1991b 
Sarkar et al., 1993 
Sarkar et al., 1993 

A. Efectos 
anticlastogénicos  

Sangre periférica 
de ratón 

Oxido de cromo (VI) (+)
 

García-Rodríguez et al., 
2001 

B. Efecto 
antianeuplogénico 

Saccharomyces 
cerevisiae D61.M

 nocodazol (+) Verma et al., 1996 

 
Drosophila Radiación gamma Zimmering et al., 1990 

Pimentel et al., 1999 

Médula ósea de 
ratón 

Radiación gamma Morales-Ramírez y 
García-Rodríguez, 1994

C. Efectos 
radioprotectores 

Espermatogonias 
de ratón 

Radiación gamma Morales-Ramírez-
Mendiola-Cruz, 1995 

 

 

 De igual manera se ha sugerido que la clorofila y la CFL interactúan 

directamente con el mutágeno y forman complejos, lo que se traduce en una 

inactivación de estos agentes inductores de daño (Lai, 1979; Lai et al., 1980; 

Breinholt et al., 1999; Chernomorsky et al., 1999; Hayashi et al., 1999). Estudios 

realizados con espectrofotometría muestran que la CFL forma compuestos 

moleculares no covalentes con aminas heterocíclicas, con lo cual la CFL limita 

la biohabilidad de carcinógenos y mutágenos (Dashwood y Guo, 1992; 1993). 

 La CFL también impide la formación de enlaces covalentes de los 

agentes mutágenos con el ADN, además de que disminuye la absorción de los 

mutágenos en el intestino y aumenta su eliminación por orina y bilis, por lo que 
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la CFL in vivo puede actuar también como desmutágeno e interceptor de 

moléculas (Dashwood et al., 1991; Dashwood y Liew, 1992; Amara-Mokrane, et 

al., 1996; Peluso et al., 2000). 

 Tomando en consideración algunas de las características fisico-químicas 

de la CFL, como son su alto grado de resonancia y deslocalización de 

electrones, se ha planteado que la CFL captura radicales libres (Simic, 1988; 

Arimoto et al., 1993). Hadnagy y Seemayer (1988), obtuvieron las primeras 

evidencias directas de que la CFL inactiva radicales libres (entre ellos las 

especies reactivas de oxígeno). Estas observaciones apoyan la idea de que uno 

de los mecanismos de radioprotección que posee la CFL es la captura de estos 

radicales (Kimm et al., 1982; Robins y Nelson, 1989; Bronzetti et al., 1990; 

Morales-Ramírez y García-Rodríguez, 1994).  

 También se ha observado que la CFL protege del daño causado por 

agentes clastógenos y aneuploidógenos (Renner, 1990; Sarkar et al., 1993; 

Verma et al., 1996; García-Rodríguez et al., 2001) y que la protección de la CFL 

es más efectiva claramente hacia mutágenos de acción indirecta que los de 

acción directa (Kimm et al., 1982; Terwell y Van der Hoeven, 1985; 

Chernomorsky et al., 1999; Blum et al., 2001). 

 

 

1.2.5. Toxicidad 

En estudios realizados específicamente para determinar los posibles efectos 

tóxicos de la CFL se observó que al ser administrada por vía oral (v.o), 

intraperitoneal (i.p.), intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.) y subcutánea (s.c.), 

durante varios días a conejos, perros y humanos no producía efectos tóxicos 

colaterales (Kephart, 1955). 

 Harrison et al., (1954), administraron CFL en la dieta de ratas a lo largo 

de toda su vida en una proporción equivalente al 3% de su consumo diario y no 

encontraron signos de toxicidad, además de que las tasas de crecimiento, 
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supervivencia y fertilidad no se vieron afectadas. Cuando realizaron la 

necropsia a estos animales no se detectaron cambios patológicos en el hígado, 

riñón y bazo, ni se encontraron efectos tóxicos causados por el cobre de la 

molécula de la CFL. En el cuadro 6 se resume la LD50 (mg/kg de peso corporal) 

para la CFL en diferentes animales.  

 En los tratamientos terapéuticos en los cuales se ha administrado CFL 

en humanos, como ha sido el caso de pacientes geriátricos (100 mg), pacientes 

con pancreatítis (0.35 mg), pacientes hipertensos (0.8 a 1.5 g) y pacientes 

anémicos (700 mg), no se han observado efectos tóxicos secundarios, ni se han 

desencadenado reacciones antigénicas (Oda et al., 1971; Young y Beregi, 

1980; Ghosh et al., 1992).  

 

 
Cuadro 6. LD50 para diferentes animales (FAO/WHO, 1974). 
 

AGENTE 
 

SISTEMA DE 
PRUEBA 

 
VÍA DE 

ADMINISTRACIÓN

 
LD50 (mg/kg de 
peso corporal) 

 
 

Ratón 
intravenosa 

intramuscular 
intraperitoneal 

>400 
>500 
>1000 

 
 

Rata 
intravenosa 

intramuscular 
intraperitoneal 

>250 
>250 
>1000 

 
 

Conejo 
intravenosa 

intramuscular 
intraperitoneal 

>200 
>60 

>500 
 

Gato intraperitoneal >60 
 

 
Perro 

intravenosa 
intramuscular 
intraperitoneal 

>200 
>50 

>200 
 

 
CFL-Cu-Na 

 
Cerdo 

intravenosa 
intramuscular 
intraperitoneal 

>10 
>20 
>50 
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  De igual manera, en otros estudios realizados en diferentes sistemas de 

prueba, se ha concluido que la CFL no produce efectos citotóxicos ni 

genotóxicos (Lai, 1979; Kimm et al., 1982; Ong et al., 1986; 1989; Negishi et al., 

1989; Warner et al., 1991; Morales-Ramírez y García-Rodríguez, 1994; 

Morales-Ramírez y Mendiola-Cruz, 1995).  

 Sin embargo, cabe mencionar que aunque se ha observado que la CFL 

no presenta efectos clastógenos cuando es administrada en ratones a dosis de 

0.77 a1.5 mg/kg de peso corporal (Sen et al., 1991), a dosis mayores de 3 

mg/kg de peso corporal induce de manera marginal daño genotóxico (Sarkar et 

al., 1993; 1996). De igual manera Romert et al., (1992), observaron que aunque 

la administración de altas concentraciones de CFL reduce la mutagenicidad de 

las nitrosaminas, N-nitrosonornicotina y del 4-(N-metil-N-nitrosamina)-1-

(3piridinil)-2-butanona, la CFL en bajas concentraciones puede potenciar al 

doble la mutagenicidad de estos compuestos en el ensayo de Salmonella, por lo 

que se ha sugerido que la CFL actúa potenciando o inhibiendo el daño. 

 En un estudio reciente, realizado en nuestro laboratorio con ratones 

hembras preñadas, se observó que el tratamiento i.p. con 100 mg/kg de CFL en 

el día 8 de gestación, induce pérdida total de las camadas. Este efecto se 

presentó de forma dosis-dependiente, además de que los sitios de implante en 

el útero eran marcados como “anillos verdes”. A partir de estos resultados se 

puede inferir que la CFL es capaz de llegar al sitio en donde se está llevando 

acabo el desarrollo embrionario y fetal. Así mismo la inyección de CFL indujo la 

formación de malformaciones externas y esqueléticas de manera marginal, y 

debido a que las sustancias identificadas como agentes teratógenos son 

aquellas que incrementan claramente el número de alteraciones, se planteó que 

la embrioletalidad y las alteraciones del desarrollo observadas con los 
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tratamientos de 40 y 50 mg/kg de CFL, son debidas a un efecto tóxico más que 

teratógeno (García-Rodríguez et al., 2002). 

 Como se ha descrito la CFL es capaz de proteger del daño al ADN y 

dado que prácticamente no tiene efectos tóxicos, resulta interesante estudiar si 

las dosis de CFL que no son tóxicas para las hembras preñadas ni para sus 

crías, son capaces de proteger del daño genotóxico durante la gestación, 

evaluando tanto a los organismos adultos, como a los fetos. Estos estudios 

parten del hecho de que algunos mecanismos de inducción de daño genotóxico 

han sido descritos también como inductores de daño teratógeno. 

 

 

1.3. Protección de agentes teratógenos 

Como ya se describió, en la actualidad se desarrolla intensamente la búsqueda 

y el estudio de sustancias que pudieran contrarrestar los efectos causados por 

agentes mutágenos y cancerígenos, así como determinar los mecanismos de 

protección (Ferguson, 1994; Surh y Ferguson, 2003). Aunado a esto, se han 

iniciado otras líneas de investigación dirigidas a evaluar sí la protección que 

ejercen los agentes antigenotóxicos también se observan durante la gestación 

tanto en las madres como en las crías, además de estudiar la posible protección 

de la inducción del daño teratógeno. Para ello se utilizan agentes que tienen 

propiedades genotóxicas y teratógenas, y que sus mecanismos de inducción de 

daño son similares (Eriksson y Borg, 1991; Nosel y Klein, 1992; Desesso et al., 

1994).  

 Los primeros trabajos en los cuales se estudió la posible protección del 

daño teratógeno se realizaron en la década de los sesentas, pero los agentes 

que se probaron resultaron ser muy tóxicos. Cuando resurgieron con éxito los 

trabajos de protección y modulación de daño genotóxico, algunos 

investigadores retomaron los estudios de protección en el desarrollo 

embrionario y fetal, para lo cual consideraron aquellas alteraciones de las que 
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se habían descrito mecanismos similares de inducción de daño teratógeno y 

genotóxico, con el fin de probar las mismas sustancias descritas como 

protectoras de daño genotóxico (Friber, 1986; Vogel y Spielmann, 1989; Pillans 

et al., 1990). 

 Por su parte Eriksson y Borg (1991), describieron a partir de los 

resultados obtenidos en un estudio in vitro, que las alteraciones del desarrollo 

pueden disminuir en el tejido embrionario, sí este es capaz de capturar 

radicales libres. A partir de estas observaciones Desesso et al (1994), probaron 

el D-mannitol (un capturador específico de radicales libres de hidroxil), en 

conejos y observaron que reducía la toxicidad inducida por hidroxiurea durante 

el desarrollo embrionario. 

 En otros estudios se ha observado que cuando se les administra a los 

embriones (in vivo e in vitro) metionina, se disminuye el efecto embriotóxico 

causado por el valproato de sodio, así como los defectos del cierre del tubo 

neural que induce este compuesto en las crías (Nosel y Klein, 1992). 

 Como se puede observar, la posibilidad de emplear sustancias que 

pudieran contrarrestar los efectos dañinos causados durante el desarrollo, abre 

un campo de investigación hasta el momento poco explorado. Considerados los 

resultados y datos que se tienen hasta el momento es posible iniciar este tipo 

de estudios, así como el tratar de entender los mecanismos por los cuales se 

pueden proteger o modular de las alteraciones reproductivas.  

 

 

1.4. Agentes genotóxicos y teratógenos  

Se ha descrito que el daño genotóxico puede ser indicativo indirectamente de 

riesgo carcinogénico o teratogénico, ya que pueden estar implicados los 

mismos mecanismos. Los mecanismos de inducción de daño genotóxico han 

sido ampliamente descritos y aunque los mecanismos del daño teratógeno son 

más complejos, se ha propuesto que bajo determinadas condiciones se puede 
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correlacionar el daño genotóxico y teratógeno, lo que resulta ser una hipótesis 

de gran interés (Kram, 1982; Novotná y Jelinek., 1990; Giavini et al., 1990; 

Zemlickis et al., 1993).  

 

 

1.4.1. Metales pesados (cromo) 

Los metales pesados, son agentes químicos que han sido identificados como 

inductores tanto de daño genotóxico como teratógeno. El grado de daño de los 

metales depende principalmente de sus propiedades químicas, de su estado de 

oxidación y de su solubilidad (Vouk, 1986; Newman e Intosh, 1991).  

Particularmente, los compuestos del cromo (Cr), son sustancias que han 

sido ampliamente estudiadas, debido a que forman parte de una gran variedad 

de compuestos utilizados en la industria, pero también por la asociación que 

tienen con la inducción de cáncer y de alteraciones en recién nacidos (IARC, 

1990; Hartwig, 1995).  

 

 

1.4.1.1. Generalidades y principales usos del cromo 

El Cr está de manera ubicua en el ambiente y es muy común encontrarlo 

en el suelo, en las rocas y en los organismos vivos. Presenta estados de 

oxidación que van de Cr (2-) a Cr (6+). Se le encuentra principalmente en las 

formas trivalente (Cr (III)) y hexavalente (Cr (VI)), esta última es producida 

principalmente por fuentes antropogénicas, rara vez se le encuentra de manera 

natural en el ambiente. Al Cr y sus compuestos se les emplea en diversas 

industrias, en la figura 4 se muestran algunos de sus principales usos. 
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-Chapeado metálico 
-Materiales refractarios 
-Curtido de pieles  
-Soldadura 
-Imprenta  
-Manufactura de 
pigmentos 
-Pinturas 
-Fertilizantes 
-Detergentes 
-Fotografía 
-Porcelanización etc. 

Figua 4. Principales usos de los compuestos de cromo (P.H.S., 2000). 
 

 

 El Cr(III) es un micronutriente esencial, ya que juega un papel importante 

en el metabolismo de proteínas, azúcares y grasas potenciando la acción de la 

insulina (Anderson, 1981; CDPC, 1992), por lo que  es muy común encontrarlo 

en suplementos dietéticos.
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 Se ha estimado que la exposición a elevadas concentraciones de Cr, 

induce severos daños en la salud, los cuales van desde toxicidad 

(nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, cardiotoxicidad, genotoxicidad) hasta la 

inducción de carcinomas que pueden ocasionar la muerte. De igual manera, se 

ha observado una mayor ocurrencia de malformaciones en los recién nacidos 

de madres que están ocupacional o accidentalmente expuestas a este metal 

(Trivedi et al., 1989; IARC, 1990; Liu y Dixon, 1996; P.H.S., 2000).  

 En nuestro país está documentado un caso de toxicidad por exposición a 

compuestos de Cr, que es el caso de “Cromatos de México”. En 1958 se 

estableció en San Francisco Chilpan, municipio de Tultitlán, Estado de México, 

una empresa procesadora de cromita para obtener cromato de sodio y potasio, 

los procesos se llevaban a cabo a cielo abierto, no se tenía control de las 

emisiones de polvos ni de las aguas residuales, por lo que los desechos sólidos 

se acumulaban en los patios de la empresa. Estos desechos se emplearon 

durante varios años por las autoridades municipales para el relleno de las calles 

de dicha zona. En 1977 se reportaron casos de obreros con; Séptum nasal 

perforado, hipertrofia de cornetes, mucosa nasal hiperémica, irritación 

conjuntival, dermatosis y cáncer. En cuanto a los recién nacidos hubo un 

incremento en las alteraciones. Al hacerles el análisis de sangre y pelo a 

quienes presentaban estos efectos, se encontraron concentraciones de cromo 

por arriba de los intervalos establecidos (Ortiz-Monasterio et al., 1987). 

 Desgraciadamente, no se está expuesto a estos compuestos únicamente 

de manera ocupacional, ya que las emisiones automovilísticas y el consumo de 

cigarros son también una fuente importante a su exposición. Se han encontrado 

ó concentraciones de entre 0.24 a 6.3 mg Cr/kg en los cigarros producidos en 

los Estados Unidos (IARC, 1990; P.H.S., 2000). 

Los efectos biológicos de exposición al Cr están asociados con la forma 

en la cual se encuentra el compuesto. Las formas metálicas y trivalentes al 

parecer no inducen efectos tóxicos directos, debido a que estas formas no son 
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capaces de atravesar la membrana celular in vivo (Norseth, 1981; Arslan et al., 

1987; Liu y Dixon, 1996; De Flora, 2000; P.H.S., 2000; O´Brien et al., 2003). Sin 

embargo, se ha demostrado que los compuestos del Cr (VI) si son capaces de 

atravesar la membrana celular in vivo y producir daño al ADN. Diversos 

estudios han documentado el daño genotóxico de los compuestos del Cr (VI), 

mediante el incremento de la frecuencia de aberraciones cromosómicas (AC), 

de micronúcleos (MN) y de mutaciones puntuales. También se ha observado 

inducción de Intercambios de Cromátidas Hermanas (ICH) y de transformación 

celular, así como de alteraciones en el ciclo de duplicación del ADN. Cabe 

mencionar que algunas de estas pruebas fueron evaluadas durante el 

desarrollo embrionario y fetal, por lo que se planteó que el Cr (VI) tiene la 

habilidad de atravesar la placenta (EPA, 1984a; De Flora et al., 1990; IARC, 

1990; De Flora, 2000; P.H.S., 2000; O´Brien et al., 2003).  

 Particularmente se ha descrito que el trióxido de cromo (CrO3) es uno de 

los compuestos de Cr (VI) con mayor peligrosidad, ya que es capaz de inducir 

rompimientos de cadena sencilla y doble del ADN además que se ha 

confirmado su actividad como inductor de cáncer (Royle, H., 1975; Sarto et al., 

1982; Singh et al., 1998; Danadevi et al., 2004). 

 En el cuadro 7 se muestran algunos de los principales efectos del Cr (VI) 

evaluados en diferentes sistemas de prueba tanto in vivo como in vitro. De igual 

manera en el cuadro 8 se muestran algunas de las alteraciones observadas, 

cuando los organismos han sido expuestos durante su desarrollo embrionario y 

fetal a los compuestos de Cr (VI). 
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Cuadro 7. Estudios citotóxicos y genotóxicos con compuestos de Cr (VI). 
 

Compuesto 
estudiado 

 
Sistema de 

prueba 
 

 
Dosis 

 
Resultados 

 
Referencia 

K2CrO4 Medula ósea de 
ratón in vivo 

30, 40, 50 
mg/kg 

clastogenicidad Trivedi et al., 1989

K2Cr2O7 Células de 
roedores in vitro 

10 -3  mM Incrementa ICH Bianchi et al., 1980

K2Cr2O7 Células de ratón in 
vitro 

10 µM Inhibe la síntesis de ADN Nishio y Uyeki, 
1985 

K2Cr2O7 
CrO3 

CaCrO4

Células in vitro 1,10, 100 
µg/ml 

Inhibe la síntesis del 
ADN, induce ICH 

Bianchi et al., 
1980; Gomez-

Arroyo et al.,1981 
K2Cr2O7 Ratas in vivo 2.5 mg/kg Estrés oxidativo y daño 

en los tejidos 
Bagchi et al., 1997

K2Cr2O7
Na2Cr2O7

Algas y plantas 20-10 000 
µg/l 

Inhibición de la 
fotosíntesis y retardo en 

el crecimiento, 
desbalance en la 

concentración de K, P, 
Fe, Mg, Ca. 

Cervantes y 
Moreno, 1999 

CrO3 Vicia faba 0.001, 
0.01, 0.05, 

1-3 % 

Alteraciones 
cromosómicas, 

anormalidades en el 
huso mitótico y MN 

Villagómez, 1981 
Gómez-Arroyo et 

al., 1983 

CrO3 Sangre periférica 
de ratón in vivo 

20 y 25 
mg/kg 

Inducción de MN García-Rodríguez 
et al., 1998; 2000; 

2001 
 

 
Cuadro 8. Daño teratógeno de algunos compuestos del Cr (VI). 

 
Compuesto 
estudiado 

 

 
Sistema de 

prueba 

 
Dosis 

 
Resultados 

 
Referencia 

CrO3 Hamster  
in vivo 

8 mg/kg Paladar hendido, 
reabsorciones 

Gale et al., 1979

Na2Cr2O7 Ratones  
in vivo 

10 mg/kg Inhibe la formación de 
cartílago 

Danielsson et al., 
1982. 

Na2Cr2O7 Pollos  
in vitro 

0.1 µg/ml Inhibe condrogenesis Danielsson et al., 
1982 

K2Cr2O7 Ratones  
in vivo 

250,500,1000 
ppm 

Ausencia de sitios de 
implantación, 

malformaciones externas y 
esqueléticas 

Trivedi et al., 
1989 
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1.4.1.2. Mecanismos de inducción de daño 

El Cr (VI) es biológicamente activo, sus mecanismos bioquímicos están 

involucrados en el ciclo redox mediante la producción de especies reactivas de 

oxígeno (EROs). El Cr (VI) pasa fácilmente la membrana celular por los canales 

de proteínas, en donde, algunos componentes puede ser reducidos 

intracelularmente por el peróxido de hidrógeno (H2O2), la glutation reductasa, 

los carbohidratos, el ácido ascórbico, el citocromo P-450, el aldehido oxidasa 

entre otros. El Cr (VI) al ser reducido produce reactivos intermedios como el 

Cr(V), Cr(IV) y finalmente Cr(III) (O´Brien et al., 2003). En la figura 5 se ilustran 

las interrelaciones entre el metabolismo del Cr (VI) y su posible genotoxicidad. 
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Figura 5. Principales rutas involucradas en las lesiones genéticas causadas por el Cr 

 (O´Brien et al., 2003 modificada). 
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El mecanismo más importante de activación de oxígeno por metales de 

transición, involucra la reacción de Fenton/Haber-Weiss generando un 

poderoso radical hidroxil (OH˙), que daña al ADN. En el ciclo de Haber-Weiss 

(figura 6), se observa que el Cr (VI) puede catalizar la formación de radicales 

OH˙ a partir del radical superóxido (O-2˙), esto es, el radical (O-2˙) puede reducir 

al Cr (VI) para generar Cr(V), el cual puede reaccionar con el H2O2 para 

producir el radical OH˙ y generar nuevamente Cr (VI) (Shi y Dalal, 1992). 

 

 

 
Figura 6.  Ciclo de Haber Weiss y la reacción de Fenton (Shi y Dalal, 1992). 

 
 

 La formación del radical hidroxil (OH˙) es particularmente importante, 

debido a que durante la fagocitosis los macrófagos por ejemplo generan 

grandes cantidades del radical superóxido (O-2˙) en el llamado estallido 

respiratorio. Cabe aclarar que el radical (O-2˙) es relativamente inerte, pero si 

algún ión metálico (como el Cr (VI)) está presente en el sitio de formación 

pierde su inactividad (Shi y Dalal, 1992). 
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 El radical hidroxil es genotóxico, ya que desencadena estrés oxidativo 

que daña los lípidos, las proteínas y los ácidos nucleicos, induce rompimientos 

de la cadena de ADN y enlaces cruzados, forma sitios apurínicos/apirimídicos y 

provoca daño oxidativo al ADN. Además, se ha observado que dependiendo del 

sitio intracelular y especialmente de la distancia a molécula del ADN blanco, el 

proceso de reducción puede llevar a la activación o destoxificación del Cr (Vega 

y Reynaga, 1990; Shi y Dalal, 1992). 

 

 

1.5. Evaluación de la genotoxicidad 

El término referente a la genotoxicidad fue usado por primera vez para 

establecer la relación entre la inducción de cáncer y daño genético. 

Posteriormente, la “Comisión Internacional para la Protección contra los 

Mutágenos y Carcinógenos Ambientales”, redefinió este término y estableció 

que sólo sea considerado para aquellos agentes que son capaces de 

interaccionar con el ADN. La inducción de daño genético por exposición a 

agentes genotóxicos es un proceso que se realiza en varias etapas. El agente 

xenobiótico ingresa al organismo, se absorbe, se distribuye y atraviesa las 

membranas celulares. Una vez dentro de la célula puede ser reactivo por si 

mismo (de acción directa) o bien puede ser activado por enzimas metabólicas 

(de acción indirecta). Se da entonces la interacción con el ADN produciéndose 

un daño que puede ser reparado eficiente o ineficientemente (Ames, 1989). 

 En términos generales, los ensayos de prueba para la detección de daño 

genotóxico se agrupan dependiendo del tipo de alteración que detectan y 

pueden ser:  

a) Mutaciones génicas; entendidas como sustituciones de pares de 

bases, adiciones o supresiones. Estas modificaciones pueden llegar a 

inactivar un gen, aunque normalmente permiten al individuo sobrevivir y 

reproducirse, con lo cual las mutaciones génicas se pueden establecer y 
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heredar a las siguientes generaciones. Se detectan mediante procesos 

de secuenciación de muestras de ADN (Cole y Skopek, 1994). 

 

b) Alteraciones en la integridad del ADN; son lesiones premutagénicas, 

como la formación de aductos, ligamientos cruzados intra e interbanda y 

rompimientos de una o dos hebras. Estas alteraciones pueden ser 

reparadas enzimaticamente, por lo que si esto ocurre no constituyen 

mutaciones heredables. Algunas de las pruebas que las detectan son la 

determinación de aductos en el ADN y la electroforesis unicelular alcalina 

(Hemmink et al., 1994). 

 

c) Aberraciones cromosomicas; que se subdividen a su vez en 

estructurales y numéricas. 

Aberraciones estructurales; consisten en deleciones, duplicaciones, 

inversiones y translocaciones. Estas modificaciones en los cromosomas 

son deletéreas y provocan desde el desarrollo de enfermedades 

genéticas hasta letalidad. 

Aberraciones numéricas incluyen aneuploidias, trisomías y poliploidias; 

estos cambios numéricos comúnmente ocasionan una falta de equilibrio 

genético drástico, y letalidad en las etapas tempranas del desarrollo, 

aunque también hay alteraciones numéricas viables. 

En ambos casos, un análisis del cariotipo permite detectar este tipo de 

daños (Bender, 1980). 

 

Dentro de las principales pruebas recomendadas para evaluar daño 

genotóxico se encuentran; a) ensayos para evaluar mutaciones (bacterias; 

prueba de AMES), b) ensayos in vitro, para evaluar daño cromosómico (células 

de mamífero; frecuencia de AC) y 3) ensayos in vivo (medula ósea o sangre 

periférica; frecuencia de MN) (Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000; 
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Müller, et al., 1999). Las pruebas para evaluar genotoxicidad no sólo son 

indispensables para evaluar el daño que puede producir un agente al material 

genético, sino también, es una herramienta necesaria para determinar el 

mecanismo de acción.  

 

 

1.5.1. Micronúcleos 

El ensayo de MN ha sido recomendado como batería de prueba para la 

evaluación genotóxica en la “International Conference on Harmonization (ICH4) 

of Genotoxicity Guidelines”, así como otras agencias reguladoras tales como la 

“Environmental Protection Agency” (EPA), la “Food and Drug Administration” 

(FDA) y la “International Agency for Research on Cancer” (IARC). El propósito 

del ensayo es identificar sustancias que causan daño citogenético, originado 

por clastogénesis o aneuploidogéneis (Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 

2000; Müller, et al., 1999). 

 La técnica de MN fue desarrollada por Schmid y Boller en 1970, y es 

utilizada como ensayo de corto plazo. Detecta daño citogenético asociado con 

la frecuencia de AC, evalúa el daño en cromosomas enteros o en fragmentos y 

también puede identificar daño citotóxico (Von Ledebur y Schmid, 1973; Krishna 

y Hayashi, 2000). 

 Los MN son pequeños cuerpos de cromatina que se originan de 

fragmentos de cromosomas o cromosomas completos, que no son incorporados 

dentro del núcleo después de la mitosis, por lo que se identifican en el 

citoplasma como pequeños núcleos adicionales (Von Ledebur y Schmid, 1973).

  

 

 Los MN tienen su origen en alguno de los siguientes eventos: 

a) Aberraciones cromosómicas que conllevan a la formación de 

fragmentos acéntricos (daño clastógeno). 
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b) Daño a nivel de las proteínas involucradas, directa o indirectamente, 

en la segregación de cromosomas, esto incluye inhibición en el ensamble 

o desensamble de microtubulos, remoción de cinetocoros, daños al 

centriolo, centromero inactivado etc. (daño aneuploidógeno).  

 

c) Recientemente, se ha sugerido que también pueden provenir de 

procesos de amplificación génica (Fenech y Crott, 2002; Kirsch-Volders 

et al., 2003). 

 

 Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares como por 

ejemplo; los mieloblastos, mielocitos, medula ósea de ratón (eritrocitos) o en 

eritrocitos de sangre periférica, células binucleadas (linfocitos) inducidas 

mediante citocalacina B, así como también células uroteliales y exfoliadas de la 

mucosa bucal y nasal. De igual manera, se han iniciado estudios en eritrocitos 

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

al., 1983).  

 Los MN pueden ser fácilmente detectados, ya que son de forma redonda 

con un diámetro de alrededor de 1/20 a 1/5 de un eritrocito (Mavournin, 1990). 

Un incremento en la frecuencia de MN en animales tratados con agentes 

químicos, indica que estos agentes son inductores de daño cromosómico 

(Krishna y Hayashi, 2000). 

 En las células eritroides se distinguen claramente a los eritrocitos 

jóvenes y a los maduros. Los eritrocitos policromáticos (EPC, eritrocito joven), 

todavía contiene ARN, son basofilos y el núcleo principal es expulsado, sí un 

MN se ha formado permanece en el citoplasma anucleado. Los EPC, con el 

tiempo, pierden el ARN y se convierten en eritrocitos normocromáticos (ENC, 

eritrocitos maduros), más pequeños que los EPC y son acidófilos. Partiendo de 

esto, los eritrocitos se pueden diferenciar entre ENC y EPC utilizando diferentes 
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colorantes como May-Gruenwald, Giemsa y Naranja de Acridina (NA) (Von 

Ledebur y Schmid, 1973; Hayashi, 1990). 

 Es evidente que la información obtenida por la prueba de MN es menor 

que la lograda mediante el método tradicional de AC. La presencia de MN 

indica que hubo daño cromosómico, pero no de que tipo, ni que cromosomas 

estuvieron involucrados. A pesar de ello, este ensayo posee las siguientes 

ventajas: 

 

a) Las características del MN están bien definidas, lo cual reduce el 

tiempo de observación y el efecto de la subjetividad inherente al 

observador, que es causa de errores en el ensayo de AC. 

 

b) Se puede contabilizar mayor cantidad de células en el mismo intervalo 

de tiempo, lo cual aumenta la confiabilidad del análisis estadístico de la 

prueba. 

 

c) La prueba está sujeta a menor posibilidad de errores de manipulación 

comparada con la de AC, donde la cantidad de metafases de buena 

calidad limita su estudio.  

 

d) Permite observar de manera paralela y simultanea rompimientos o 

pérdidas de cromosomas, posibles retrasos mitóticos, anormalidades 

nucleares como puentes nucleoplásmicos y apoptosis, aunado a pruebas 

de Hibridación in situ con fluorescencia (FISH) permite detectar 

fenómenos de no disyunción. 

 

e) Existe una correlación de alrededor del 88% entre los resultados 

obtenidos con AC y MN cuando se usan para analizar los mismos 

agentes genotóxicos. 
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 Cabe mencionar que si bien el daño genotóxico es un indicativo 

importante en la inducción del cáncer, también puede estar relacionado con la 

aparición de defectos del nacimiento y muerte embrionaria o fetal, por ello es 

importante detectar a tiempo las implicaciones ocasionadas por algún agente 

tóxico y para lograrlo se han propuesto pruebas tanto para la evaluación de 

daño genotóxico como de alteraciones en el desarrollo embrionario y fetal. 

 

 

1.6. Evaluación de alteraciones durante el proceso reproductivo 

Varias organizaciones legisladoras internacionales como la EPA, la 

Administración de Alimentos y Fármacos (FDA) y la OMS, han desarrollado y 

recomendado diversos protocolos para evaluar los efectos de los agentes 

químicos sobre el proceso reproductivo, planteando principalmente el uso de la 

rata y el ratón como modelos experimentales. Éstos en general son resistentes 

a las enfermedades, tienen un ciclo reproductivo corto, sus camadas son de 

buen número y tamaño, presentan pocas malformaciones espontáneas, ocupan 

poco espacio, su fisiología está bien caracterizada y tienen bastante éxito 

reproductivo (FDA, 1966; Baker et al., 1980; ECETOC, 1983; Harkness y 

Wagner, 1989).  

 Cada una de las etapas del desarrollo embrionario consiste de una serie 

de mecanismos secuenciados y específicamente programados. Para poder 

entender las alteraciones del desarrollo es necesario conocer como se lleva a 

cabo el desarrollo normal desde la fecundación hasta el nacimiento. En la figura 

7 se mencionan las etapas generales del desarrollo.  
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Interacciones 
celulares 

Desarrollo de órganos 

Crecimiento 

Histogénesis 

Gametogénesis 

Fertilización 

Preimplantación 

Implantación 

Placentación 

Gastrulación 

Figura 7. Etapas del desarrollo. 

 
 

 De los trabajos realizados durante las diferentes etapas del desarrollo, se 

ha concluido que el periodo de la organogénesis es el más sensible a cambios 

inducidos por los agentes. Las principales alteraciones observadas en la 

organogénesis se presentan en el sistema nervioso, en los ojos, las orejas, en 

el paladar, en el esqueleto y en las estructuras urogenitales (King y Wild, 1979; 

Scialli, 1992). Los agentes que interfieren con el desarrollo normal de los 

organismos, son llamados teratógenos y sus efectos pueden deberse a la 

ineficiencia de los mecanismos de destoxificación, a los procesos de eliminación 

(glucuronidación) y excreción renal o bien a la eficacia del agente inductor de 

daño (Cole et al., 1979; King y Wild, 1979; Cole et al., 1981). En el cuadro 9 se 

señalan algunas de las vías por las cuales se puede explicar el efecto de un 

agente para inducir daño en el desarrollo embrionario y fetal (Scialli, 1992; 

Wells et al., 1997).  
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Cuadro 9. Mecanismos de inducción de daño en el desarrollo embrionario y fetal  
        
 
        -Muerte celular 
 
       -Deficiencia de sustancias 
 
       -Daño en el suministro de energía 
 
       -Alteración de membranas 
 
       -Genotóxicidad 
 
       -Interferencia mitótica 
 
       -Inhibición enzimática 

  

 

 Es importante resaltar que la administración de un agente teratógeno 

puede inducir daño a las crías por dos vías diferentes:  

 placenta y causa toxicidad en el 

alteran el desarrollo embrionario o 

et al., 

 

 a) directa; el agente atraviesa la

desarrollo del embrión o feto. 

 b) indirecta; el agente induce alteraciones en la homeostasis de la 

madre y por lo tanto estos desordenes 

fetal. 

 

 Debido a los efectos observados en las crías de hembras que presentan 

cambios en el estado físico y fisiológico, se ha planteado, que es necesario 

medir signos de toxicidad y de “comportamiento” materno en la evaluación del 

daño en el desarrollo embrionario y fetal, tales como los que se muestran en el 

cuadro 10 (Cole et al., 1979; King y Wild, 1979; Khera, 1991; Chahoud 

1999; Rutledge, 2000). 
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Cuadro 10. Signos de toxicidad en madres y crías. 
 

EFECTOS MATERNOS 
 

EFECTOS EN LAS CRÍAS 
 

 
a) Reducción del peso corporal 

b) Diarrea, hipoactividad, falta de apetito, etc. 

c) Disminución en el número de implantes 

d) Aborto 

e) Muerte 

 

 

 

 

 

            

 

 

a) Cambios en el peso de la placenta 

b) Reducción del peso corporal 

c) Inducción de malformaciones 

d) Alteraciones esqueléticas 

e) Presencia de hematómas 

f) Muerte 

 

         

 

 

 Los organismos podemos estar expuestos a la vez a sustancias 

potencialmente inductoras de daño mutagénico, carcinogénico y teratogénico, 

las cuales a su vez pueden inducir daño mediante el mismo mecanismo. Por 

otra parte, dado que se han descrito que hay sustancias capaces de proteger 

del daño por diferentes mecanismos, entonces tal vez es posible estudiar la 

protección de daño genotóxico y teratógeno utilizando el mismo modelo, en el 

entendido de que las sustancias a probar deben de compartir antagónicamente 

el mismo o los mismos mecanismos (daño y protección).  
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 La posibilidad de emplear sustancias que pudieran contrarrestar los 

efectos causados al ADN, abre un campo de investigación muy importante, y 

dados los datos que se tienen hasta el momento, la aplicación en humanos es 

casi una realidad. Sin embargo, es necesario continuar este tipo de estudios 

para avanzar más solidamente en el uso de sustancias que pudieran proteger o 

modular el daño al ADN. Como parte de nuestro programa de investigación 

para evaluar sustancias quimiopreventivas y quimioprotectoras en el ratón in 

vivo, en este estudio se evaluaron los efectos de la CFL sobre el daño 

genotóxico y teratógeno inducido por las sales metálicas del Cr (VI), mediante el 

análisis de la frecuencia de MN en sangre y de las malformaciones 

macroscópicas externas y esqueléticas.  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
El estudio de sustancias inductoras de daño mutagénico, cancerígeno y/o 

teratógeno es de gran importancia, debido al incremento en el riesgo de 

exposición de las poblaciones humanas a diversos agentes inductores de daño 

genético. La búsqueda y el estudio de sustancias con propiedades protectoras o 

moduladoras de daño al ADN, surge como una opción complementaria a estos 

estudios, ya que por una parte al conocer los mecanismos de protección se 

pueden deducir los de inducción, y por otra, se generan alternativas para 

contrarrestar los efectos de los agentes inductores del daño, ya sea preventivos 

o de tratamiento. 

 Los pigmentos de los vegetales (en especial la clorofila y la CFL) son 

algunas de las sustancias en las que se ha observado un mayor potencial de 

protección. Actualmente existen varios grupos de investigación en diferentes 

países interesados en estudiar las propiedades y los mecanismos de 

interacción de la CFL con agentes inductores de daño. 

 Como parte de nuestro programa de investigación para evaluar 

sustancias quimiopreventivas y quimioprotectoras en el ratón, iniciamos 

estudios del efecto de la CFL sobre los procesos reproductivos, y observamos 

que la CFL es capaz de llegar al sitio en donde se está llevando acabo el 

desarrollo embrionario y fetal, y modificarlo. De ahí que en el presente estudio 

se hace un análisis de los efectos de la CFL sobre el daño al ADN inducido por 

el Cr (VI), en hembras sin preñar, preñadas y en fetos. Además de que se 

evalúa el efecto de la CFL sobre la inducción de alteraciones en el desarrollo.  
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3. HIPÓTESIS 
Se ha propuesto que la administración previa de sustancias con propiedades 

protectoras de los mecanismos de inducción del daño al ADN, puede ser uno 

de los procedimientos más efectivos para prevenir las enfermedades 

relacionadas con daño genotóxico. La CFL ha mostrado ser un agente 

protector de la inducción de daño al ADN por diferentes mecanismos. En 

contraparte, los compuestos del Cr (VI) inducen daño genotóxico, cancerígeno 

y teratógeno mediante diferentes mecanismos, así entonces se propone que es 

posible que la administración previa de CFL a hembras de ratón preñadas y sin 

preñar proteja de la inducción de los daños genotóxico y teratógeno inducidos 

por el Cr (VI). 
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4. OBJETIVOS 
 
4.1. General 
Evaluar el efecto de la CFL sobre el daño genotóxico y teratógeno del Cr (VI), 

mediante los análisis de las frecuencias de MN y de las malformaciones 

macroscópicas en ratones hembras. 

4.2. Particulares 
 
i) Identificar las dosis genotóxicas del Cr (VI) en organismos adultos (hembras 
sin preñar y preñadas) y en fetos, mediante el análisis de la frecuencia de MN 
en sangre periférica. 
 
 
ii) Establecer la cinética de la frecuencia de MN en organismos adultos 
(hembras sin preñar y preñadas) y en los fetos, mediante la evaluación cada 12 
h de los MN en EPC durante 72 horas después de la administración del 
tratamiento. 
 
 
iii) Estudiar el efecto de la CFL sobre el daño genotóxico inducido por el Cr (VI), 
mediante la evaluación de la frecuencia de MN, tanto en los organismos adultos 
como en los fetos. 
 
 
iv) Comparar el efecto de la CFL al ser administrada por v.i. y v.o. sobre el daño 
genotóxico inducido por el Cr (VI), mediante evaluación de la frecuencia de MN, 
en sangre periférica de organismos tratados con dosis genotóxicas. 
 
 
 v) Estudiar los efectos de la CFL y de los compuestos del Cr (VI) sobre la 
citotoxicidad, mediante el análisis de la frecuencia de EPC y ENC, en sangre 
periférica. 
 
 
vi) Identificar las dosis fetotóxicas y teratógenas del Cr (VI), mediante la 
evaluación de la muerte fetal, alteraciones del desarrollo e inducción de 
malformaciones (internas y externas), al ser administrado el agente en el día 15 
de gestación por vía i.p. 
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vii) Estudiar los efectos de la CFL sobre las alteraciones del desarrollo fetal 
inducidas por la administración del Cr (VI) en el día 15 de gestación, mediante 
la evaluación de alteraciones en las hembras gestantes y en los fetos obtenidos 
en el día 18 de gestación. 
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5. MATERIAL Y MÉTODO 
 
5.1. Animales 
Se emplearon ratones sexualmente maduros de la cepa CD-1 entre 45 y 60 

días de edad con un peso de 28 a 35 g. Se desarrolló el pie de cría en el 

bioterio de la Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM, con animales 

obtenidos del bioterio Harlan de la Facultad de Química, UNAM. Los ratones se 

alimentaron con nutricubos (Purina), con libre acceso al agua. Se mantuvieron 

bajo condiciones ambientales de temperatura y circulación de aire controladas, 

así como períodos de luz-oscuridad 12-12 horas. 

 En los protocolos que se emplearon hembras preñadas, las cruzas se 

realizaron durante la noche de 20:00 a 8:00 h en una proporción 2:1, con 

machos de la misma edad y cepa. Se consideró la presencia de tapón 

espermático como evidencia de cópula y como día cero de preñez.  Las 

hembras se mantuvieron bajo observación y peso supervisado. 

 

5.2. Reactivos 
Al menos que esté indicado, todos los reactivos empleados en el estudio fueron 

obtenidos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO. USA). CFL [CAS No. 

110006-34-1], CrO3 [CAS No. 1333-82-0], K2Cr2O7 [CAS No. 7778-50-9]. 

 

5.3. Tratamientos 
La CFL y el Cr (VI) fueron preparados en solución mediante su disolución en 

agua destilada. Una vez preparados los reactivos fueron inmediatamente 

administrados en un volumen de alrededor de 0.25 ml. 

 Todos los tratamientos de Cr (VI) fueron aplicados por vía i.p, mientras 

que los de CFL fueron administrados por vía i.p. y oral (indicado en los 

protocolos). Los grupos testigos fueron tratados únicamente con el vehículo. 
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5.4. Establecimiento de las dosis del Cr (VI) y CFL  
Se realizó un estudio preliminar en el que se probaron diferentes dosis de Cr 

(VI), así como las condiciones de trabajo. Estas dosis se seleccionaron de 

acuerdo a los resultados de estudios previos, en donde se observó que la 

administración por vía i.p. de 25, 20, 15 y 10 mg/kg de peso corporal eran 

inductoras de daño genotóxico en diferentes ensayos de prueba 

(Chorvatovicová et al., 1991; Mikalsen et al., 1991; Sarkar et al., 1993; Itoh y 

Shimada, 1996). 

 La dosis de la CFL se seleccionó a partir de los resultados previos en los 

que se observó que la dosis de 20 mg/kg de peso corporal administrada por vía 

i.p. no causa efectos genotóxicos, embriotóxicos, ni teratógenos (Morales-

Ramírez y García-Rodríguez, 1994; Morales-Ramírez et. al. 1996; García-

Rodríguez, 1996; García-Rodríguez et al., 2000; 2002). 

 Los criterios de evaluación y condiciones de trabajo se establecieron con 

base a los lineamientos de los programas de la GENOTOX, la EPA, la ECETOC 

y la FDA (Heddle et al., 1983; Mavournin et al., 1990; Hayashi et al., 1994; EPA, 

1984; FDA, 2000). 

 
 
5.5. Tiempos de evaluación 
 
5.5.1. Genotoxicidad y citotoxicidad 

Una vez establecidas las dosis del Cr (VI), la CFL y las condiciones de trabajo, 

se evaluó la cinética de MN y la citotoxicidad (Protocolo 1a, figura 8). A 

hembras sin preñar se les administraron 20 mg/kg de CrO3 en un tiempo 

considerado 0, a partir de ese momento se les tomaron muestras cada 12 h. A 

las hembras preñadas se les aplicó el tratamiento en el día 15 de gestación y se 

les tomaron las muestras cada 24 h.  

  

 42



García Rodríguez, M. C. 

 

Hembras sin preñar

Grupo testigo

0 12 24 36 48 60 72

* * * * **

horas

Administración de vehículo por vía i.p.

*
Grupo tratado con Cr(VI)

0 12 24 36 48 60 72

* * * * **

horas

Administración de Cr(VI) por vía i.p.

Hembras preñadas

Grupo testigo

Días de gestación15 16 1817

* * * *

Grupo tratado con Cr(VI)

Días de gestación15 16 1817

* * * *

Protocolo 1a

Obtención de muestras de sangre*

Hembras sin preñar

Grupo testigo

0 12 24 36 48 60 72

* * * * **

horas

Administración de vehículo por vía i.p.

*
Grupo tratado con Cr(VI)

0 12 24 36 48 60 72

* * * * **

horas

Administración de Cr(VI) por vía i.p.

Hembras sin preñar

Grupo testigo

0 12 24 36 48 60 72

* * * * **

horas

Administración de vehículo por vía i.p.

Grupo testigo

0 12 24 36 48 60 72

* * * * **
Grupo testigo

0 12 24 36 48 60 720 12 24 36 48 60 72

* * * * *** * * * **

horas

Administración de vehículo por vía i.p.Administración de vehículo por vía i.p.

*
Grupo tratado con Cr(VI)

0 12 24 36 48 60 72

* * * * **

horas

Administración de Cr(VI) por vía i.p.

*
Grupo tratado con Cr(VI)

0 12 24 36 48 60 72

* * * * **
Grupo tratado con Cr(VI)

0 12 24 36 48 60 72

* * * * **

0 12 24 36 48 60 720 12 24 36 48 60 72

* * * * *** * * * **

horas

Administración de Cr(VI) por vía i.p.

Hembras preñadas

Grupo testigo

Días de gestación15 16 1817

* * * *

Grupo tratado con Cr(VI)

Días de gestación15 16 1817

* * * *

Hembras preñadas

Grupo testigo

Días de gestación15 16 1817

* * * *
Grupo testigo

Días de gestación15 16 181715 16 1817

* * * ** * * *

Grupo tratado con Cr(VI)

Días de gestación15 16 1817

* * * *
Grupo tratado con Cr(VI)

Días de gestación15 16 181715 16 1817

* * * ** * * *

Protocolo 1a

Obtención de muestras de sangre* Obtención de muestras de sangre*

Administración de vehículo por vía 

Administración de vehículo por vía 

Figura 8. Protocolo empleado para la evaluación del daño genotóxico y citotóxico en 
hembras sin preñar y preñadas. 

 43



Efecto de la clorofilina sobre el daño genotóxico y teratógeno del Cr (VI) 

 De igual manera, la cinética de MN y de citotoxicidad también se realizó 

en las crías obtenidas de las hembras que fueron tratadas el día 15 de 

gestación. Diferentes grupos de hembras (4 animales por grupo) fueron 

sacrificados en diferentes tiempos después de la administración del tratamiento, 

para obtener los fetos (Protocolo 1b, figura 9). Fueron considerados al menos 

cuatro fetos por cada hembra para las evaluaciones de genotoxicidad y 

citotoxicidad. 

 

 

 

Grupo testigo

Figura 9. Protocolo empleado para la evaluación del daño genotóxico y citotóxico en 
fetos. 

Sacrificio de hembras para obtención de fetos
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Administración de vehículo por vía i.p. 

Administración de Cr (VI) por vía 
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5.5.2. Fetotoxicidad y teratogenicidad 

Los análisis de las alteraciones del desarrollo se realizaron en los mismos fetos 

donde se evaluó la genotoxicidad y la citotoxicidad, por lo que los tiempos de 

administración de tratamientos y evaluación son los mismos. Para estos 

estudios se consideraron como mínimo 8 organismos por grupo y fueron 

analizadas todas las camadas. 

 

 
5.6. Evaluaciones 
 
5.6.1. Genotoxicidad y citotoxicidad:  
a) Preparación de laminillas  

Se prepararon laminillas cubiertas de NA, las cuales se realizaron antes de la 

toma de las muestras. La NA se preparó en una solución con agua desionizada 

(1mg/ml). De la solución de NA se tomaron 10 μl y se colocaron en portaobjetos 

precalentados (alrededor 70º C), con ayuda de otro portaobjetos se extendió el 

colorante y se dejó secar a temperatura ambiente. Las laminillas se guardaron 

en la oscuridad hasta su uso (Hayashi, 1990).  

 

b) Toma de muestras  

El daño genotóxico y citotóxico fue evaluado en las muestras de sangre 

obtenidas de organismos adultos (hembras sin preñar y preñadas) y de 

organismos en desarrollo fetal. A las hembras adultas, se les cortó la punta de 

la cola con la ayuda de unas tijeras, se tomaron de 5 a 8 µl de sangre con una 

micropipeta y se colocaron directamente en las laminillas previamente 

preparadas con NA, inmediatamente se colocó un cubreobjetos (24x50mm) y se 

sellaron con Ruber Cement (figura 10) (Hayashi et al., 1990).  
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Figura 10. Administración de tratamientos, toma de muestras y evaluación de MN. 
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Las muestras de sangre periférica fetal, fueron tomadas de los fetos 

extraídos de las madres, después de haber sido sacrificadas por dislocación 

cervical. A los úteros aún con fetos, se les colocó en una mezcla fría de 

solución de Tyrode's y suero fetal de bovino (1:1). Posteriormente los fetos 

fueron removidos del útero, se lavaron y se mantuvieron en una solución de 

transferencia fetal fría. Transcurridos algunos minutos los fetos se decapitaron 

parcialmente y se obtuvieron de 5 a 8µl de sangre (King y Wild, 1979; Cole et 

al., 1981). Al igual que para las muestras de sangre materna, las muestras 

fetales se colocaron en laminillas cubiertas con NA y se les dio el mismo 

tratamiento (figura 10). 

Todas las preparaciones se guardaron en cajas de plástico y en 

oscuridad, a una temperatura de aproximadamente 4° C. El análisis de las 

preparaciones se realizó después de 12 h de haber sido preparadas, 

procurando no exceder de 5 días. Se hicieron dos laminillas por cada 

organismo. 

 

c) Evaluación de laminillas 

Las evaluaciones se realizaron en los eritrocitos de las muestras de sangre, los 

cuales se identificaron bajo un microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-

2). La tinción diferencial que se obtiene con la NA, permitió diferenciar a los 

EPC de los ENC, ya que los EPC se tiñen de rojo debido al ARN-ribosomal. Así 

mismo, con esta tinción se pueden identificar los MN debido a que el ADN se 

tiñe de color amarillo fluorescente (figura 10). 

 Para la evaluación del daño genotóxico se consideraron únicamente los 

MN que se encontraban en los EPC. Se analizaron 2000 EPC, en las que se 

contó el número de MN por célula (Hayashi et al., 2000).  

 Para la evaluación del daño citotóxico se evaluó de la frecuencia de 

EPC, la cual consistió en identificar a los EPC de los ENC de 2000 eritrocitos 

totales. 
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5.6.2. Alteraciones en el desarrollo 

Las hembras se sacrificaron en el día 18 de gestación por dislocación cervical. 

Los úteros se abrieron y se expusieron para contar el número de implantes, 

reabsorciones, fetos vivos y muertos (estos últimos identificados por su 

apariencia y ausencia de movimiento). Los fetos fueron removidos del útero 

para sexarlos y pesarlos (ECETOC, 1983; Taylor, 1986). 

 
a) Malformaciones externas 

Una vez extraídos los fetos de los úteros se examinaron bajo un microscopio de 

disección para identificar el tipo y frecuencia de las malformaciones externas de 

manera general e inmediata. Posteriormente, se pasaron a una solución de 

alcohol al 70 %, donde permanecieron hasta el momento en que se analizaron 

con detalle. El tipo y la frecuencia de malformaciones externas se evaluaron en 

el cráneo, en los párpados, en el labio y en las extremidades (Dawson, 1926; 

Aliverti et al., 1979)  

 

b) Malformaciones internas 

Para la evaluación de las malformaciones internas, a los fetos previamente 

fijados en etanol se les desvisceró y se les trasvasó a una solución de hidróxido 

de potasio al 1%. Una vez que era posible distinguir el tejido óseo, se les 

agregaron de dos a tres gotas de solución saturada de rojo de alizarina, por un 

tiempo no mayor de 24 h. Transcurrido el tiempo de tinción, los fetos fueron 

colocados en glicerina para quitarles el exceso de colorante y preservarlos 

(Staples et al., 1964).  

Los fetos aclarados y teñidos, se analizaron en un microscopio de 

disección para identificar las malformaciones internas. Se contaron los puntos 

de osificación de las extremidades, en la columna y en las esternebras como se 

muestra en las figuras 11 y 12.
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Figura 11.  Puntos de osificación y grado de osificación en el desarrollo normal del ratón. 

 

 

También se contaron el número de costillas y el grado de osificación. Las 

alteraciones del desarrollo se evaluaron con base a lo propuesto por Taylor 

(1986) y se nombraron de acuerdo a Wise et al., (1997).  
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Figura 12. Puntos de osificación en el desarrollo normal del ratón (Taylor, 1986). 
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5.7. Efecto de la CFL sobre la inducción de daño genotóxico y citotóxico 
del Cr (VI) 
 
 

a) Hembras sin preñar  

Para la evaluación del efecto de la 

CFL sobre el daño inducido al ADN 

por el Cr (VI), se emplearon cuatro 

grupos de cinco hembras cada uno, 

divididos de la siguiente forma: a) 

testigo, b) CFL, c) Cr (VI) y d) CFL-

Cr (VI). Los grupos fueron 

manejados conforme se muestra en 

la figura 13 (protocolo 2). Los 

tratamientos de Cr (VI) fueron 

administrados en un tiempo 

considerado “cero” y se colectó la 

primera muestra de sangre. 

Posteriormente, se tomaron otras 

dos muestras de sangre (12 y 48 h). 

En este protocolo el efecto de la 

CFL se evaluó al ser administrada 

por vía i.p. y oral. La aplicación de la 

CFL se realizó cuatro horas antes 

del tiempo considerado cero. 

 

 
Figura 13. Protocolo empleado para las 
evaluaciones del efecto de la CFL sobre 
el daño genotóxico y citotóxico. 
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b) Hembras preñadas  

Protocolo 3
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** Para la obtención de muestras de fetos, fueron 
sacrificados grupos de cuatro hembras en el señalamiento 
de la toma de las muestras
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20 mg/kgde CrO3

* * * ** * * *
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** Para la obtención de muestras de fetos, fueron 
sacrificados grupos de cuatro hembras en el señalamiento 
de la toma de las muestras

Para la evaluación del efecto de la 

CFL en hembras preñadas 

(protocolo 3), se manejaron los 

mismos grupos que en el protocolo 

anterior, con la salvedad de que las 

hembras preñadas fueron tratadas 

en el día 15 de gestación y la toma 

de las muestras se realizó en los 

días 15, 16, 17 y 18 de gestación 

(figura 14).  

 

c) Fetos 
Los grupos y protocolos empleados 

para la evaluación del efecto de la 

CFL sobre el daño en fetos, fueron 

los mismos que se emplearon para 

las hembras preñadas (Protocolo 3, 

figura 14), solo que, en estos grupos 

se emplearon más hembras ya que 

era necesario sacrificarlas para 

obtener los fetos a los que se les 

iban tomar las muestras. Se 

consideraron cuatro hembras para 

cada tiempo. 

 

 
Figura 14. Protocolo empleado para la 
evaluación de daño en hembras 
preñadas y fetos.  
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5.8. Relación entre la protección de la CFL y la cinética de inducción de 
MN por el Cr (VI) 
 
 
Dado que la CFL fue capaz de disminuir la frecuencia de MN en uno de los 

tiempos de mayor producción, se buscó establecer las posibles vías de 

inducción de MN por el Cr (VI). Para realizar estas evaluaciones se empleó la 

técnica de Hibridación in Situ con Fluorescencia (FISH). 

 Se emplearon dos grupos 

(testigos y tratados con CrO3), los 

cuales fueron manejados como se 

muestra en la figura 15. Las 

muestras de sangre fueron tomadas 

a las 0, 12 y 48 h. Los dos últimos 

tiempos correspondían a los 

máximos de inducción de MN 

observados cuando se administró el 

CrO3. 

 Con las muestras de sangre 

se realizaron frotis y se dejaron 

secar a temperatura ambiente. 

Posteriormente fueron fijados con 

metanol absoluto durante 15 

minutos y nuevamente se les dejó 

secar a temperatura ambiente. Las 

laminillas fueron guardadas en la 

oscuridad. 
 

Figura 15. Protocolos empleados para la 
técnica de FISH. 
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5.8.1. Método de hibridación in situ con fluorescencia  

A las laminillas preparadas con las muestras celulares se les aplicó la técnica 

de FISH (Krishna, et al., 1992), la cual consistió en: 

a) incubación; las laminillas fijadas se colocaron en una solución 2xSSC (ph 7 

y 37º C) durante 15 minutos. 

b) deshidratación; las muestras celulares fueron colocadas en alcoholes 

graduales (70, 85 y 100%) por un tiempo no mayor a dos minutos en cada uno. 

c) desnaturalización del ADN blanco y de la sonda; una vez deshidratadas 

las células se colocaron en una solución de formamida al 70% (ph 7 y 72º C) 

durante dos minutos e inmediatamente se colocaron en alcoholes graduales 

(70, 85 y 100%), los cuales se encontraban a una temperatura de 20º C bajo 

cero. La sonda fue desnaturalizada al mismo tiempo, para lo cual se colocaron 

2.5 µl en un tubo de microcentrífuga y se calentó a 85º C en un baño de agua 

durante diez minutos. Todo este proceso se realizó a oscuras. 

d) hibridación; una vez seca la muestra celular se le colocó la sonda 

desnaturalizada y se cubrió con cubreobjetos, se selló con ruber cement y se 

dejó a 37º C en una cámara húmeda durante 48 h. Este proceso también se 

realizó sin luz blanca. 

e) lavados post-hibridación; se marcó la región de hibridación y a las 

laminillas se les quitó el cubreobjetos, para  colocarlas en una solución 2xSSC 

(ph 7 y 37º C) durante cinco minutos, de ahí se pasaron a una solución al 50% 

de formamida (37º C) durante cinco minutos y finalmente se colocaron en una 

solución 2xSSC (ph 7 y temperatura ambiente) durante cinco minutos. 

f) contratinción; transcurridos los lavados de posthibridación las laminillas se 

dejaron escurrir  y secar. Se les colocaron 4 µl de ioduro de propídio con 

vectaschield y se cubrieron con un cubreobjetos, que fue sellado con rubert 

cement, de ahí se guardaron en el refrigerador (12 h aproximadamente). 

g) observación; transcurrido el tiempo de la contratinción, las evaluaciones de 

las laminillas se llevaron a cabo con la ayuda de un microscopio de 
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fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2) con filtros DIA-ILL (Doble banda) y  D-F-T 

(triple banda). Se cuantificaron 2000 EPC (teñidos en anaranjado) en los 

cuales se identificó la presencia de MN (amarillo fluorescente) y se buscó la 

presencia de señal (sonda) como un brillo rojo fluorescente (figura 16).  

También se evaluó la citotoxicidad distinguiendo los EPC de los ENC en 

2000 eritrocitos totales.  

 

 

 Figura 16. Micronúcleos en eritrocitos normocromáticos y policromáticos de 
sangre periférica de ratón con señal positiva (centrómero). 
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5.9. Efecto de la CFL sobre alteraciones del desarrollo  
Los grupos empleados para establecer el efecto de la CFL sobre las 

alteraciones del desarrollo, fueron los mismos que se muestran en la figura 14 

(protocolo 3). Los fetos obtenidos fueron analizados bajo un estereoscopio 

para identificar alteraciones externas y esqueléticas, conforme a lo que se 

mencionó anteriormente para el manejo de alteraciones en el desarrollo. 

 

 

5.10. Análisis estadístico 

Los resultados de la inducción de MN y de la frecuencia de los EPC se 

presentan en media ± desviación estándar y se compararon mediante un 

análisis de varianza seguida de una prueba de Tukey. Para los casos de la 

frecuencia neta de la inducción de MN (NIF) y  la frecuencia diferencial de la 

inducción de MN (DIF), se les analizó con una Chi-cuadrada. Para todos los 

casos se consideró el nivel de significancia de P<0.05. (Adler et al., 1998). 

 La significancia de las diferencias en la integración del área bajo la 

curva (ABC) fue determinada por una comparación múltiple de Dunnett 

(Cheung y Holland, 1992, Morales-Ramírez et al., 1996). El análisis de la 

cinética de la formación de MN, fue analizada con la frecuencia acumulada, 

basándonos en el método planteado por Morales-Ramírez et al., (1997). 

 Los resultados obtenidos de peso fetal, frecuencia de implantes, fetos 

vivos, reabsorciones y puntos de osificación se presentan en media ± 

desviación estándar y se analizan usando la prueba de "t" de Student, mientras 

que la proporción de sexos se analizó con la prueba Chi-cuadrada. 

A todos los datos una vez obtenidos se les aplicó un análisis 

exploratorio previo al análisis estadístico. Se emplearon los programas SPSS 

versión 11 y Statistica versión 6.0, para hacer los análisis estadísticos. 
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6. RESULTADOS 
  
6.1. Cinética de inducción de MN y de la frecuencia de EPC por Cr (VI) 
(hembras sin preñar). 
En el cuadro 11, se muestran los promedios de las frecuencias de MN y de 

EPC, de acuerdo a las diferentes dosis empleadas (0, 20 y 25 mg/kg de peso 

corporal) y los tiempos estudiados (de las 0 a las 72 horas). En los datos se 

puede observar que para ambos grupos tratados con el CrO3 (20 y 25 mg/kg) se 

incrementa el número de MN desde las 12 horas, sin embargo, los incrementos 

resultan estadísticamente significativos a partir de las 36 horas (dosis de 25 

mg/kg) y 48 horas (dosis de 20 mg/kg).  

 
 
Cuadro 11. Frecuencia de EPC y del número de MN en hembras tratadas con CrO3  (x±de). 

 
Tratamiento  
Cr03 (mg/kg) 

 
N 

 
Hora 

 
EPC/ 

1000 células 

 
MN/ 

1000 células 
0.0 8 0 56.05±21.17 2.38±1.38 

  12 51.97±16.14 1.85±0.94 
  24 45.05±21.89 3.00±0.72 
  36 45.40± 7.30 3.50±1.74 
  48 53.84±21.15 3.71±1.53 
  60 64.34±17.85 3.36±1.60 
  72 78.38±43.03 2.69±1.80 

 
20.0 4 0 45.75±11.52  1.83±1.28 

  12 45.43±  7.95  5.48±2.40 
  24 44.50±17.80  6.46±1.93 
  36 53.34±19.31  5.06±1.79 
  48 39.95±16.02 10.58±5.47*

  60 43.31± 6.73  7.40±0.92*

  72 51.24± 8.71 4.94±1.43 
 

25.0 4 0 46.20± 9.36 3.45±1.00 
  12 44.72±13.35 5.41±2.60 
  24 43.05±  5.35  7.31±1.83 
  36 55.75±11.15 13.42±3.54*

  48 66.43±11.07 27.62±8.96*

  60 63.02±  1.42 20.05±6.94*

  72+ --- --- 
 

        *: estadísticamente significativo p<0.05. +: muerte de las hembras. 
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Con relación a la frecuencia de MN, los resultados anteriormente 

descritos concuerdan con lo observado en los análisis exploratorios, ya que en 

los grupos tratados hay un ordenamiento en el incremento del número de MN 

con respecto a las horas de evaluación, lo que indica un efecto por el 

tratamiento con respecto al tiempo. A diferencia de los análisis de la frecuencia 

de EPC, en los que no hubo un comportamiento definido ni en los grupos 

tratados ni en los testigos (cuadro 11).  

Cabe aclarar que a todos los datos de este estudio se les realizó un 

análisis exploratorio durante el desarrollo de los experimentos, para verificar la 

variabilidad antes de promediarlos y analizarlos con estadística paramétrica o 

no paramétrica (Daniel, 2002). Los análisis exploratorios de datos son omitidos 

en esta presentación para no hacer complicado el análisis de los resultados, por 

lo que, solo serán descritos cuando la variabilidad implique ser considerada 

para su descripción explicita. 

A la inducción de MN se le calculó la integración del área bajo la curva 

ABC (figura 17), con el análisis propuesto por Morales-Ramírez et al. (1996). 

Los valores del ABC indican que sí hay diferencias entre el total de la inducción 

de MN en los dos tratamientos, ya que se observan dos máximos de inducción 

de MN, uno temprano (entre las 12 y 24 horas) y el otro tardío (alrededor de las 

48 horas) cuando se administró la dosis de 20 mg/kg de CrO . Este 

comportamiento hace suponer dos respuestas en la inducción de MN, el cual es 

corroborado al graficar la frecuencia acumulada de MN (figura 18), en donde se 

observan claramente dos respuestas.

3
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Figura 17. Frecuencia de la inducción de MN en los grupos tratados con CrO3 e 

integración del área bajo la curva (x±de). 

 
Figura 18. Frecuencia acumulada de la inducción de MN en el grupo tratado 

con 20 mg/kg de CrO3 .
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A los datos se les calculó el valor absoluto de la frecuencia neta de la 

inducción de MN (NIF). Esta frecuencia parte de la premisa de que la inducción 

de los MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que, al restarle 

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).  
 

 

 

NIF  = | valor observado en grupo “A” a la hora xi    –   valor observado en grupo “A” a la hora 0 | 

 

Donde : 

A = grupo;  xi  = tiempo de evaluación 

 

 

En la figura 19 se muestra el análisis del NIF, en donde se puede 

observar que el incremento de MN que aparece desde la hora 12 resulta 

estadísticamente significativo. Estos datos, hacen suponer la existencia de un 

mecanismo o una vía diferente de inducción de MN a la que se esperaba según 

las referencias consultadas (daño clastógeno). Por lo que, debido a que la 

cinética de inducción de MN se estableció para plantear los tiempos de 

evaluación en los protocolos donde se pretendía combinar los tratamientos de 

CFL con Cr (VI), antes de iniciar estos estudios, se buscó el posible origen de 

los MN. 

En cuanto al análisis de la frecuencia de EPC, en la figura 20 se muestra 

su seguimiento en los diferentes tiempos evaluados y como se puede observar 

no hay diferencias en los grupos que se administró el CrO3 al comparar con el 

grupo testigo, lo cual puede estar relacionado con la variabilidad. 
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Figura 19. Análisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 16000 EPC 
(*: estadísticamente significativo p<0.05).  
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6.2. Origen de MN inducidos por CrO3

artiendo de la hipótesis de que los MN observados a las 12 horas después del 

ferente al clastógeno, y dado que se 

unos de los 

Figura 20. Frecuencia de EPC, en los grupos tratados con CrO3. 

 

P

tratamiento eran efecto de un daño di

originaban muy temprano, se planteó la posibilidad de que estos MN eran 

inducidos antes de que se llevara acabo la fase S del ciclo celular o durante la 

mitosis. Por lo que, se planteó un protocolo que consistió en identificar la 

presencia del centrómero en los MN, mediante la técnica de FISH.  

 En el cuadro 12, se muestran los promedios de la inducción de MN 

evaluados con la técnica de FISH. Como se puede observar, en alg

MN identificados a las 12 horas postratamiento (CrO3) hay presencia de la señal 

de centrómero, la cual disminuye ligeramente (%) en los MN evaluados en la 

hora 48.  En el grupo testigo no se identificó ningún centrómero en los MN 

observados. 
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Cuadro 12. Promedios de la  inducción de MN con centromeros (x±de). 
 

Tratamiento  
Cr03 (mg/kg) 

 

 
N 

 
Hora 

 
EPC/ 

1000 célulasa

 
MN/ 

1000 célulasa

  
MN con MN con 

señal/1000 
célulasa

Señal 
positiva/ MN 
ob s servado

(%)b

0.0 5 0 35.71±15.53 1.60±1.94 0.00±0.00 0/0 
(0.0) 

  12 34.80±14.34 1.80±1.64 0.00±0.00 0/0 
(0.0) 

  48 33.31± 3.80 3.00±1.58 0.00±0.00 
 

0/0 
(0.0) 

 
20.0 5 0 29.93± 8.96 1.40±0.55 0.10±0.22 1/7 

 (14) 
  12 26.41±14.86 3.40±1.14 0.90 2 ±0.2 5/17 

 (29) 
  48 27.17±15.98 13.40±2.97* 2.80±1.92 *

 
14/67*

(21) 
 

*: Estadísticamente sign tivo
a: Analizados con ANOVA segu b: Analizad n F exacta de Fisher. 

 

 sin señal 

entrómero), se muestran en la figura 21. La presencia de MN con señal 

ifica  p< 0.05. 
ida de Tukey. os co

 

Los datos de las frecuencias acumuladas de MN con y 

(c

resultó estadísticamente significativa desde las 12 horas postratamiento. A 

estos datos se les analizó con una F exacta de Fisher. 
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Figura 21. Frecuencias de MN con y sin señal (centrómero) evaluadas en 10000 EPC  por 

tiempo y por grupo (*: estadísticamente significativo p<0.05). 
 
 

En la figura 22 se muestra el NIF de los datos obtenidos en el protocolo 

de FISH, en donde el incremento de MN resulta estadísticamente significativo 

en ambos tiempos evaluados (12 y 48 horas). A partir de estos resultados, en 

los siguientes protocolos se tomaron las muestras para evaluar inducción de 

MN a las 0, 12 y 48 horas postratamiento con Cr (VI). 
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Figura 22. Análisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 10000 EPC 

(*: estadísticamente significativo p<0.05). 
 

 
En la figura 23 se muestra el  comportamiento de la frecuencia de EPC  

con respecto a los ENC. Se puede observar un efecto similar del grupo tratado 

con respecto al testigo. 
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Figura 23. Frecuencia de EPC. 
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6.3. Efecto de CFL sobre el daño genotóxico 

Una vez seleccionados los tiempos de evaluación, se combinaron los 

tratamientos de 20 mg/kg de CFL con 20 mg/kg de CrO3. En los resultados 

obtenidos se pudo observar que el CrO3 induce MN a las 12 y 48 horas 

después del tratamiento, que la administración de CFL (20 mg/kg) de peso 

corporal) no incrementa el número de MN. En cambio, cuando la CFL fue 

administrada antes del tratamiento con CrO3, la inducción de MN que se 

observó a las 12 horas en el grupo tratado con CrO3 solamente disminuyó 

significativamente, lo cual no sucedió en los animales estudiados 48 horas 

después del tratamiento (cuadro 13).  

 

 
 Cuadro 13. Promedios de la frecuencia de PCE y la inducción de MN en  

hembras tratadas con CrO3 y CFL (x±de). 
Tratamiento  Dosis  

(mg/kg) 
N Hora de 

análisis 
EPC/ 

1000 células 
MN/ 

1000 células 
 

Testigo/vehículo 0 8 0 67.2±19.0 0.93±0.90 
   12 71.7±16.2 1.37±0.64 
   48 74.7±18.0 

 
1.87±0.79 

CFL 20 4 0 51.5±11.9 2.00±0.71 
   12 45.3±12.5 2.25±0.64 
   48 49.3± 5.5 

 
1.70±0.68 

CrO3 20 6 0 51.0± 6.4 1.08±1.28 
   12 50.9±10.5 3.15±1.22*

   48 41.9±10.3 
 

12.51±2.98*

CFL-CrO3 20-20 4 0 58.4±11.0 2.25±0.87 
   12 56.5±10.8 2.87±0.63 
   48 56.3±10.0 

 
14.70±2.54*

CFL-CrO3-CFL 20-20-20 4 0 79.8±15.2 1.00±0.41 
   12 75.5±11.8 1.50±1.47 
   48 81.5±13.4 12.25±5.69* 

 
 *: estadísticamente significativo p<0.05. 
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 El hecho de que la CFL sólo haya protegido en uno de los tiempos de 

inducción (12 h), apoya la hipótesis de que los MN que se forman en respuesta 

al tratamiento con CrO3, tienen diferentes vías de inducción y que la CFL tiene 

efecto sólo sobre los MN inducidos de manera temprana. 

Por su parte, dado que la CFL no redujo el incremento de MN observado 

a las 48 horas, hizo suponer que tal vez la CFL ya había sido metabolizada y 

eliminada para este tiempo, por lo que, se diseñó un protocolo adicional para 

comprobarlo. El protocolo consistió en aplicar una segunda dosis de CFL, 12 

horas después de su primera aplicación (CFL-CrO3-CFL).  

  En el cuadro 12 se muestran los resultados del doble tratamiento de la 

CFL y se puede observar que al igual que para el protocolo anterior, la CFL 

reduce el incremento de MN sólo a las 12 horas. Al calcular el NIF (figura 24), 

resultan estadísticamente significativos los incrementos de MN obtenidos a las 

horas 12 y 48 por el tratamiento con el CrO3 y la protección de la CFL se 

presenta en la hora 12 para ambos protocolos CFL-CrO3 y CFL-CrO3-CFL. 
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Figura 24. Análisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 8000 

EPC (*: estadísticamente significativo p<0.05).  a) hora 12 y b) hora 48 
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En la figura 25 se muestra la frecuencia del EPC y al igual que en las 

anteriores evaluaciones no se observan efectos del tratamiento con CrO3 en 

comparación con los testigos. 
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Figura 25. Frecuencia de EPC obtenida cuando se combinaron tratamientos de 

CFL con CrO3. 

 

 

Para poder estudiar más ampliamente el efecto de la CFL sobre el daño 

al ADN inducido por el Cr (VI), se repitió el protocolo anterior con dos variantes: 

a) Se administró la CFL por vía oral, partiendo de la premisa de que la 

administración oral es la principal vía de contacto que tenemos los humanos 

con la clorofila y sus sales. 

b) Se combinó la CFL con otro compuesto de Cr (VI), el cual se seleccionó con 

base a lo reportado en la literatura (De Flora, 2000; O´Brien et al., 2003). 
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En el cuadro 14 se muestran los promedios de las frecuencias de MN y 

de EPC cuando se administró la CFL por vía oral y cuando se combinó con 

K2Cr2O7. Se puede observar que al igual que en los estudios anteriores la CFL 

por si sola no modifica el número de MN y que a diferencia de nuestro estudio 

anterior (cuadro 13) cuando se administró el tratamiento de CFL por vía oral 

protegió a los ratones del aumento en el número de MN inducidos por el CrO3, 

tanto a las 12 como a las 48 horas. Estos resultados hacen suponer que la 

administración de la CFL por vía oral protege del daño genotóxico, de manera 

más efectiva que cuando se administró por vía i.p. A partir de estos resultados 

se puede decir  que la vía de administración de la CFL juega un papel 

importante en sus mecanismos de protección. De igual manera la CFL 

disminuye el número de MN cuando se combinó con K2Cr2O7. En ambos casos 

la reducción es sólo parcial, ya que pese a que se aprecia un ligero incremento 

de MN, ya son estadísticamente significativos. Cabe mencionar que el 

incremento de MN inducido por el K2Cr2O7 es menor que el que se induce 

cuando se administra el CrO3, lo que está relacionado con un menor efecto 

genotóxico.  

En la figura 26 se muestra el cálculo del NIF de los datos anteriormente 

mencionados, en donde el incremento de MN observado a la hora 12 resultó 

estadísticamente significativo con el tratamiento con CrO3. En la hora 48 ambos 

tratamientos (CrO3 y K2Cr2O7) tuvieron un efecto significativo. En cuanto a la 

combinación de tratamientos se observa claramente como la CFL disminuye el 

número de MN en la hora 12, por lo que se corrobora la protección en esta hora 

en ambos tratamientos. Sin embargo, en el efecto sobre los MN inducidos por el 

Cr (VI) a la hora 48 varia, ya que para el caso del CrO3, si bien se presenta una 

disminución en el número de MN, el incremento resulta estadísticamente 

significativo, y en cuanto al tratamiento con K2Cr2O7 ya no resulta 

estadísticamente significativo el efecto del Cr (VI). 
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Cuadro 14. Promedios de la frecuencia de PCE y la inducción de MN en hembras 
tratadas con Cr (VI) y CFL vía oral (x±de). 

 
Tratamiento 
 

 
Dosis  

(mg/kg) 

 
n 

 
Hora de 
análisis 

 
EPC/ 

1000 células 

 
MN/ 

1000 células 
 

Testigo 0 5 0 49.40±15.01 1.20±0.28 
   12 56.60±20.11 1.60±0.65 
   48 56.00±21.40 1.30±0.45 

 
CFL 20 5 0 43.20±12.91 1.40±0.74 

   12 48.20±18.86 1.10±0.55 
   48 46.20±14.02 0.80±0.76 

 
CrO3 20 5 0 71.60±10.23 1.75±0.29 

   12 63.75±7.89 3.00±0.41 
   48 56.±13.22      10.25±2.33*

 
CFL-CrO3 20-20 4 0 78.25±15.33 1.88±0.25 

   12 65.00±17.38 1.50±0.41 
   48 57.00±18.35 3.80±3.22*

 
K2Cr2O7 20 4 0 49.75±24.50 2.00±0.41 

   12 47.25±10.53 2.50±0.41 
   48 44.50±5.32 5.63±1.31* 

 
CFL-K2Cr2O7 20-20 5 0 56.20±13.61 1.30±0.97 

   12 48.00±10.61 2.30±1.09 
   48 31.00±3.45 3.20±1.75 

 
*: estadísticamente significativo p<0.05. 
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Figura 26. Análisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN calculado para 
10000 EPC, cuando se combinaron los tratamientos de CFL administrada vía oral 

con CrO3 y K2Cr2O7 (a: vs testigo; b: vs CFL-CrO3; c: vs CFL-K2Cr2O7, para todos 
los casos p<0.05).  a) hora 12 y b) hora 48. 
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En la figura 27 se muestra el comportamiento del EPC, en donde se 

puede observar que hay una caída en la frecuencia de EPC con respecto a los 

ENC en los grupos tratados con Cr (VI) y la combinación de CFL y Cr (VI), sin 

embargo estos valores no resultan estadísticamente significativos. Los otros 

grupos tienen un comportamiento sin diferencias. 
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Figura 27. Frecuencia de EPC obtenida cuando se combinaron 

 los tratamientos de CFL administrada por vía oral con CrO3 y K2Cr2O7. 
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6.4. Cinética de inducción de MN y de la frecuencia de EPC por CrO3 
(hembras preñadas)  
Los resultados del estudio de los efectos de la CFL y de Cr (VI) en la gestación 

se muestran en el cuadro 15, en donde se observa que el incremento de los MN 

se presenta sólo a la hora 48 y que dicho incremento de MN en hembras 

preñadas es menor en comparación con los observados en hembras sin preñar, 

ya que como se observó en los cuadros anteriores el incremento en hembras 

sin preñar fue entre 10 y 13 MN, mientras que para las hembras preñadas es de 

alrededor de 6 MN. Al calcular el NIF a estos datos el incremento de MN 

inducido por el tratamiento del CrO3, resulta estadísticamente significativo para 

los tres tiempos evaluados (figura 28). 

 

 
Cuadro 15. Promedios de la frecuencia de PCE y la inducción de MN en hembras 

preñadas tratadas con CrO3 (x±de).  

    *: estadísticamente significativo p<0.05. 
 
 

 
Tratamiento 
CrO3 (mg/kg) 

 
N 

 
Hora de 
análisis 

 

 
EPC/ 1000 células 

 
MN/1000 células 

0 4 0 221.42 ± 51.16 0.98 ± 0.79 
 4 24 175.04 ± 32.33 0.36 ± 0.45 
 4 48 162.64 ± 58.34 0.61 ± 0.63 
 4 72 191.66 ± 88.35 0.48 ± 0.03 

 
20 4 0 282.16 ± 41.86 1.25 ± 0.64 

 4 24 245.71 ± 124.08 2.52 ± 1.78 
 4 48 169.58 ± 91.73 6.70 ± 5.52*

 
 

4 72 122.19 ± 116.96* 2.34 ± 1.8 
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Figura 28. Análisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN calculado para 

10000 EPC cuando se administró el CrO3 a hembras preñadas (*: estadísticamente 
significativo p<0.05). 

 
 

 En la figura 29 se muestra la frecuencia acumulada de los MN evaluados 

en el grupo tratado con el CrO3. Como se puede observar hay un incremento 

similar a lo largo de la curva.  

Horas

0 20 40 60 80

Fr
ec

ue
nc

ia
 A

cu
m

ul
ad

a 
de

 M
N

 (%
)

0

20

40

60

80

100

 
Figura 29. Frecuencia acumulada de la inducción de MN en el grupo de hembras 

preñadas tratadas con 20 mg/kg de CrO3. 
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En cuanto al efecto citotóxico, se observó que la frecuencia de EPC 

disminuyó con respecto al tiempo en tanto en el grupo testigo como en el 

tratado con CrO3, sin embargo resulto estadísticamente significativo sólo en el 

grupo tratado (cuadro 14). Cabe mencionar que la variabilidad observada en las 

muestras el grupo tratado con CrO3, no permiten identificar una clara diferencia 

con respecto al grupo testigo (figura 30). La disminución del EPC podría estar 

relacionada con una respuesta citotóxica durante la gestación a la manipulación 

de los organismos y a la administración del CrO3. 
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Figura 30. Frecuencia de EPC obtenida cuando se administró el CrO3 a hembras preñadas 
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6.5. Efecto genotóxico y citotóxico del CrO3 en los fetos. 
El efecto del daño genotóxico y citotóxico del CrO3 que fue medido mediante el 

incremento de MN y la frecuencia de EPC respectivamente, también fue 

evaluado en las crías de las hembras gestantes tratadas en el día 15 de 

gestación. En el cuadro 16 se muestran los promedios de las frecuencias de 

MN y de EPC analizados por grupo y por tiempo, en donde se puede observar 

un incremento en el número de MN a partir de la hora 24, el cual es significativo 

hasta la hora 72. Al calcular el NIF a los datos anteriores, el efecto significativo 

del incremento de los MN persiste solo en la hora 72 (figura 31). 

 

 
Cuadro 16. Promedios de la frecuencia de EPC y la inducción de MN en fetos 

obtenidos de hembras tratadas  con CrO3 (x±de). 
 

Tratamiento 
CrO3 (mg/kg)  

 

 
N  

 
Hora  de 
análisis  

 
EPC/1000 células 

 
MN/1000 células 

0 16 0 812.28 ± 73.90 2.96 ± 0.42 
 16 24 775.07 ± 36.47* 2.10 ± 0.29 
 16 48 681.77 ± 35.32* 1.85 ± 0.54  
 16 72 524.18 ± 75.48* 2.48 ± 0.91 

20 16 24 765.53 ± 22.53* 3.44 ± 0.96 
 16 48 678.26 ± 52.11* 3.65 ± 1.80 
 16 72 521.31 ± 138.67* 4.11 ± 0.94*

 
       *: estadísticamente significativo p<0.05. 
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Figura 31. Análisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN en fetos, 

calculado para 10000 EPC cuando se administró el CrO3 a hembras preñadas 
 (*: estadísticamente significativo p<0.05). 

 
 

 
A los valores del incremento de MN en fetos obtenidos de las hembras 

gestantes tratadas con los 20 mg/kg de CrO3, también se les calculó la 

frecuencia diferencial en la inducción de MN (DIF). Este análisis consistió en 

restarles los valores respectivos de cada hora del grupo testigo a los tratados. 

La intención de analizar los datos de esta forma fue para “eliminar” la inducción 

de MN espontánea, asumiendo que los MN evaluados a las diferentes horas en 

el grupo testigo, es la inducción basal durante el experimento. 

   

DIF  =  valor observado en grupo tratado en la hi    –   valor obtenido en el grupo testigo hi

 

Donde: 

i  = tiempo de evaluación 
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En la figura 32, se muestra el comportamiento de los datos cuando se les 

realizó el DIF, en esta se puede observar que la máxima inducción se presenta 

desde a las 48 horas después del tratamiento.  
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Figura 32. Análisis por tiempo y por grupo del DIF de MN en fetos, calculado para 10000 
EPC cuando se administró el CrO3 a hembras preñadas. 

 
 

En cuanto a la citotoxicidad se observó que el EPC disminuye conforme 

transcurre el tiempo de gestación, lo cual resulta estadísticamente significativo 

para cada uno de los tiempos de análisis tanto en el grupo testigo como en el 

tratado. En la figura 35 se muestra el comportamiento de los datos cuando se 

les realizó el análisis exploratorio, como se puede observar a pesar de la 

variabilidad hay una tendencia a disminuir de la frecuencia de EPC con el 

tiempo, lo cual permite sugerir que el efecto observado se debe al desarrollo 

fetal más que al tratamiento del CrO3. De igual manera, se puede observar que 

no existe desplazamiento de las cajas para ninguna de las horas de los grupos 

tratados con respecto a los testigos (figura 33). 
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Figura 33. Análisis exploratorio del  EPC en sangre periférica fetal de los grupos testigos 
y tratados. Testigos:  a) día 15, b) día 16, c) día 17, d) día 18.    Tratados: e) día 16,  

f) día 17, g) día 18. 
 

 

 

6.6. Efecto de la CFL sobre el daño genotóxico del CrO3 en hembras 
preñadas  
Una vez establecidos los efectos del CrO3 en la gestación, se combinaron los 

tratamientos de CFL y CrO3. En el cuadro 17 se muestran los promedios de las 

frecuencias de MN y de EPC, en donde se observa que la administración por sí 

sola de CFL no altera el número de MN en las hembras gestantes, mientras 

que, el daño genotóxico inducido por el CrO3 persiste en las hembras preñadas. 

El tratamiento con CFL previo a la inyección de CrO3, al parecer no protegió a 

las 48 horas del incremento de MN en las hembras.  
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Cuadro 17. Promedios de la frecuencia de PCE y la inducción de MN en  
hembras preñadas tratadas con con CFL y CrO3 (x±de) 

 
Tratamiento 
(20 mg/kg) 

 
Hora de 
análisis 

 
N 

 
EPC/1000 células

 
MN/1000 
células 

 
Testigo 0 22 52.28±17.22 1.59±1.10 

 24 5 43.40±4.28 0.80±0.84 
 48 5 51.40±20.73 1.40±0.89 
 72 5 48.00±10.48 1.40±0.55 

 
CFL 24 5 52.40±16.90 0.40±0.89 

 48 5 41.60±20.11 0.20±0.45 
 72 5 67.40±32.43 0.80±1.30 

 
CrO3 24 5 50.60±19.34 4.8±0.84 

 48 5 38.26±9.14 6.80±7.46*

 72 5 29.80±13.91* 4.80±6.30 
 

CFL-CrO3 24 7 46.85±19.52 3.00±1.73 
 48 5+ 50.40±26.18 6.20±2.68*

 72 5+ 34.20±7.12 3.40±2.51 
 

            *:estadísticamente significativo, p< 0.05. + Hubo muerte de dos hembras. 
 
 
 

Como se observa en el cuadro 16, la combinación de ambos tratamientos 

(CFL y CrO3) indujo muerte en dos hembras de este grupo, además de que 

mostraron signos de toxicidad como el pelo erizado, diarrea y dificultad de 

movimiento, esta situación no se había observado antes en los grupos de 

hembras sin preñar cuando se combinaron los tratamientos. Particularmente 

para este grupo se incrementó el número de hembras tratadas con el fin de 

poder efectuar un análisis más confiable. 

De igual manera a los valores de MN obtenidos se les calculó el NIF 

(figura 34) y al resultar estadísticamente significativa la inducción de MN en los 

grupos CrO3 y CFL-CrO3, se confirma que la CFL no disminuye la frecuencia de 

MN inducidos por el CrO3 en hembras gestantes. 
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Figura 34. Análisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN en hembras preñadas, 
calculado para 10000 EPC cuando se administró la combinación de los tratamientos de 

CFL y CrO3  (a: vs testigo; b: vs CFL-CrO3, en todos los casos p<0.05).  
 
 
 
 

En la figura 35 se muestra el comportamiento de la frecuencia de EPC en 

hembras preñadas cuando se combinaron los tratamientos. Como se puede 

observar en los grupos tratados con CrO3 y CFL-CrO3 hay una disminución de 

la frecuencia de EPC a las 72 horas postratamiento, sin embargo al haber tanta 

variabilidad en este parámetro no resultan ser estadísticamente significativas, 

por lo que no hay un claro efecto del CrO3 sobre la citotoxicidad en hembras 

gestantes. 
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Figura 35. Seguimiento del comportamiento de la frecuencia de EPC en las 

hembras preñadas tratadas con CFL y CrO3. 
 

 

 

6.7. Efecto de la CFL sobre el daño genotóxico en fetos obtenidos de 
hembras tratadas con CrO3. 
En el cuadro 18 se muestran las evaluaciones de las frecuencia de MN y de 

EPC en los fetos obtenidos a las 72 horas después del tratamiento de 20 mg/kg 

de CrO3 a sus madres. Como se puede observar la CFL por si sola no modificó 

el número de MN con respecto al grupo testigo. En los fetos obtenidos de las 

hembras tratadas con el CrO3 se incrementó el número de MN, mientras que la 

frecuencia de MN se disminuyó en el grupo de fetos obtenidos de las hembras 

que fueron tratadas con CFL antes de la administración del CrO3. 
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 A partir de estos resultados y los obtenidos en las hembras gestantes se 

puede decir que la CFL no es capaz de proteger del daño al ADN a las hembras 

preñadas pero sí a sus crías. Esto podría estar relacionado con la distribución 

entre madre y feto de la CFL, de donde, la concentración que llega a la madre 

no fue la suficiente para proteger totalmente el incremento de daño genotóxico, 

en cambio la que llego al feto sí fue la suficiente para protegerlo del incremento 

de MN inducido por el CrO3. 

 
 

Cuadro 18. Promedios de la frecuencia de PCE y la inducción de MN en  
fetos obtenidos de hembras preñadas tratadas con CFL y CrO3 (x±de) 

 
Tratamiento 

 
N 

 
EPC/1000 

células x±de 

 
MN/1000 

células x±de 
 

Testigo 38 143.68±58.19 2.81±1.43 
 

CFL 40 159.10±59.20 2.60±2.04 
 

CrO3 28 149.25±48.00 5.21±2.80*

 
CFL-CrO3 16 199.87±23.03 3.75±1.69 

 
* : estadísticamente significativo, p<0.05. 

 
 
 

Al calcular el NIF a los datos anteriores (figura 36) persiste el incremento 

de MN inducido por el CrO3 y la disminución de este efecto con la combinación 

de los tratamientos (CFL y CrO3). 
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Figura 36. Frecuencias de MN en los fetos obtenidas de hembras tratadas 

con CFL y CrO3. Datos calculados mediante la diferencia de los valores del grupo 
testigo y tratados (*: significativo con una p<0.05). 

 

  

En cuanto a la citotoxicidad se puede observar que aunque hay un 

incremento en la frecuencia de EPC en el grupo en el cual se combinaron los 

tratamientos de CFL y CrO3 (cuadro 18), no resulta estadísticamente 

significativo. Este efecto se puede ver más claramente en la figura 37. 
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Figura 37. Seguimiento del comportamiento de la frecuencia de EPC en los fetos 

obtenidos de las hembras preñadas tratadas con CFL y CrO3. 
 

 

 

6.8. Efecto de la CFL sobre el daño causado por el CrO3 en el desarrollo 
fetal 
 

En el Cuadro 19 se describen las camadas antes de su nacimiento cuando se 

administraron los tratamientos de CFL y CrO3. Se observa que el tratamiento 

con 20 mg/kg de CrO3 induce muerte fetal, mientras al grupo que se le 

administraron 20 mg/kg de CFL no se afecto ninguno de los parámetros 

evaluados. Cuando se combinaron los tratamientos (CFL y CrO3), se 

incrementó el efecto fetoletal observado con la aplicación sola del CrO3, este 

efecto tal vez fue ocasionado por la toxicidad materna descrita anteriormente. 
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Cuadro 19. Comportamiento de las camadas obtenidas a la hora 72 
postratamiento (x±de) 

  
Testigo 

 
CFL 

 
CrO3

 
CFL-CrO3 

 
No. Hembras 5 6 5 7 

 
Implantes/Hembra 14.80±2.48 14.50±2.34 13.40±1.74 14.60±4.21 

 
Fetos Vivos 13.00±1.87 13.00±4.33 8.00±5.19 2.00±4.47 * 

 
Fetos Muertos 0.00±0.00 0.00±0.00 2.80±4.02* 4.00±8.94 * 

 
Reabsorciones 1.60±1.81 1.50±2.25 2.60±3.43 8.60±8.17 * 

 
   *: estadísticamente significativo, p<0.05. 

 

 

En el cuadro 20 se muestran las observaciones realizadas al analizar 

externamente a los fetos obtenidos a la hora 72 después de los tratamientos a 

hembras gestantes con CFL, CrO3 ó CFL- CrO3. En los fetos obtenidos del 

grupo de hembras tratadas con CFL, no se presentan alteraciones externas. El 

CrO3 incrementó alteraciones como hematomas, braquidactilia, cola en gancho. 

La administración previa de la CFL a la del CrO3 disminuye la aparición de las 

alteraciones del desarrollo observadas con el tratamiento del CrO3 sólo, estos 

datos hacen suponer que la CFL tiene efecto protector en el desarrollo fetal. 
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Cuadro 20. Alteraciones externas en los fetos obtenidos a la hora 72 postratamiento 
 
 

 
Testigo 

 
CFL 

 
CrO3

 
CFL-CrO3

 
No.  Camadas 5 6 5 2 

 
No. Fetos 66 79 44 30 

 
Fetos  

Alterados (%) 
8 

(12.12) 
5 

(6.32) 
13* 

(29.54) 
4 

(13.33) 
 

 Extremidades 
Anteriores (%) 

2 
(3.03) 

2 
(2.53) 

2 
(4.5) 

1 
(3.3) 

 
Extremidades 

Posteriores (%) 
6 

(9.09) 
3 

(3.03) 
7* 

(15.90) 
1 

(3.3) 
 

Párpados Abiertos 0 0 0 0 
 

Hematomas 
(%) 

0 0 4* 
(9.09) 

2 
(6.6) 

 
Deformación en Cola 

(%) 
0 0 4* 

(9.09) 
0 
 
 

       *: estadísticamene significativo, p<0.05. 

 

 

 En la figura 38 se muestran algunos ejemplos de las alteraciones 

externas que fueron observadas en los fetos obtenidos de las hembras tratadas 

con CrO3. 

 

 

 

 

 

 A 
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(a)

 

 

(b)

 

Figura 38. Malformaciones externas observadas en los fetos obtenidos de las 
hembras preñadas tratadas con CrO3: a) pata mal rotada y cola en gancho; b) extremidad 

anterior acortada. 
 

 

En el Cuadro 21 se muestran las frecuencias de las alteraciones 

esqueléticas analizadas en los fetos obtenidos de hembras tratadas con CFL y 

CrO3. Se puede observar que la CFL no modificó el desarrollo esquelético en 

cuanto a lo evaluado en este estudio. El CrO3 alteró el desarrollo esquelético 

fetal mediante el incrementó el número de alteraciones. A diferencia de las 

alteraciones externas, en el grupo en el cual se combinaron los tratamientos de 
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CFL y CrO3, algunas alteraciones persisten tales como el grado de osificación 

de los huesos (falanges, esternebras, cráneo, vértebras, etc.). Esto nos hace 

suponer que la CFL es capaz “proteger” sólo de algunos tipos de alteraciones 

inducidas por el CrO3. En las figuras 39, 40 y 41 se muestran algunos ejemplos 

de las alteraciones observadas en esqueleto. 

 

 

Cuadro 20. Alteraciones esqueléticas en los fetos obtenidos a las 72 horas 
postratamiento 

  
Testigo 

 
CFL 

 
CrO3

 
CFL-CrO3 

 
No. Camadas 5 6 5 2 

 
No. Fetos 66 79 44 30 

 
Fetos  

Alterados (%) 
38 

(57) 
47 

(59) 
31 

(70) 
25 

(83) 
 

Extremidades 
Anteriores (%) 

1 
(1) 

0 18* 
(41) 

15* 
(50) 

 
Extremidades 

Posteriores (%) 
1 

(1) 
0 18* 

(41) 
17* 
(56) 

 
 Cráneo 

(%) 
0 2 

(2.53) 
15* 
(34) 

11* 
(36) 

 
 Columna 

(%) 
0 0 6* 

(14) 
3 

(10) 
 

 Costillas  
(%) 

20 
(30.30) 

23 
(29.11) 

28* 
(64) 

4 
(10) 

 
Cola  
(%) 

0 0 11* 
(25) 

7 
(10) 

 
 Esternebras 

(%) 
34 

(51.51) 
22 

(27.84) 
16 

(36) 
20 

(67) 
 

      *: estadísticamente significativo, p<0.05. 
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a)    b)

 
Figura 39. Malformaciones esqueléticas observadas en los fetos obtenidos de las 
hembras preñadas tratadas con CrO3: a) se observan malformaciones múltiples 

en la columna; b) esternón donde se observa falta de osificación en la sexta 
esternebra, ausencia de la quinta y cuarta esternebras y la tercera presenta 

forma de pesa.  
 
 

D

a) b) 
 

Figura 40. Malformaciones esqueléticas observadas en los fetos obtenidos de las 
hembras preñadas tratadas con CrO3: a) falta de osificación del hueso parietal e 

interparietal; b) ausencia de las falanges proximales y distales así como las 
vértebras caudales. 
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Figura 41. Alteraciones esqueléticas 
observadas en los fetos obtenidos de 
las hembras preñadas tratadas con 
CrO3: a) una costilla rudimentaria y b) 
costillas acortadas. 

 

 

(b) 

(a) G  
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7. DISCUSIÓN 
 

En los resultados de este trabajo se observó que los efectos de la CFL sobre el 

daño genotóxico inducido por el Cr (VI) dependen de de la vía de administración 

(i.p. u oral), del protocolo (hembras sin preñar, preñadas u organismos en 

desarrollo fetal) y del compuesto empleado (CrO3 ó K2CrO7) (figura 42). 

Antes de evaluar los efectos de la CFL sobre el daño genotóxico y 

teratógeno del Cr (VI) se estableció la cinética de inducción de MN, ya que se 

ha planteado que el estudio de la cinética y la actividad genotóxica es de 

especial interés para interpretar los estudios sobre genotoxicidad in vivo, y que 

la inducción de MN en EPC de sangre periférica depende de parámetros como: 

i) el efecto del agente sobre la división celular, ii) la farmacocinética del agente, 

incluyendo los requerimientos de la activación metabólica y iii) el mecanismo de 

inducción de MN (Vallarino-Kelly y Morales-Ramírez 2001).  

 

7.1. Cinética y origen MN inducidos por Cr (VI) 
La administración de los compuestos de Cr (VI) a hembras de ratón sin preñar y 

preñadas, indujo daño al ADN evidenciado mediante el incremento de la 

frecuencia de MN. Estos datos concuerdan con estudios previos en los que se 

había descrito que los compuestos de Cr (VI) inducen daño genotóxico (Bianchi 

y Levis, 1988; IARC, 1990; De Flora et al., 1990; O´Brien et al., 2003). El 

mecanismo por el cual el Cr (VI) indujo daño puede estar relacionado con el 

estrés oxidativo, ya que aunque se ha descrito que el Cr (VI) no es capaz de 

causar daño directo al ADN, una vez que este atraviesa la membrana celular es 

reducido hasta Cr (III). Como resultado de esta reducción se generan EROs, 

que interaccionan con el ADN (Stearns y Wetterhahn 1994; Stearns et al., 1995; 

Fernández et al., 1999; O´Brien et al., 2003) y Cr (III) que interacciona con el 

ADN, aminoácidos simples, proteínas y ARN (Tsapakos y Wetterhahn 1983; 

Miller et al.,1991; Voitkun et al., 1994;1998; Zhitkovich et al., 1996; 2001). 
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♀♀ 

Preñadas Sin Preñar 
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24h 

72h 

48h 
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12h 

48h 

CLF 

CLF 

i.p.-Protege 

i.p.-No Protege 

12h 

48h 

CLF 
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? 
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Protege 

Induce  
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oral-Protege 

oral-Protege 

No 
Induce

Induce  
MN +

Induce  
MN ±

Induce  
MN +

Induce  
MN ±
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CLF 

CLF 

Protege ± 

Protege ± 

No Protege 

24h 

48h 

72h 
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Induce  
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Protege ± 

Protege ± 

 
Figura 42. Resumen de resultados de los efectos de la CFL sobre el daño genotóxico inducido por Cr(VI) 
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El hecho de que se haya observado un incremento temprano de MN 

(hora 12) cuando se estableció la cinética de inducción de MN, hizo suponer 

que este daño tenía un origen diferente a la clastogénesis. En nuestros 

resultados hubo células que presentaron más de un MN, además de que 

algunos de los MN eran grandes, lo que apoyó la idea de que eran originados 

por daño aneuploidógeno. En un estudio hecho por Vanderkerken et al., (1998), 

mostraron que cuando hay un incremento en el número de MN con centrómero, 

hay también un incremento en el número de MN grandes. Por lo tanto, el 

tamaño de los MN puede dar indicios del tipo de daño inducido. De igual 

manera se ha observado que cuando se administran aneugenos es notorio el 

incremento en el número de células con más de un MN (Nath y Ong, 1990; 

Rosefort et al., 2004). 

Sin embargo, al desarrollar el protocolo para evaluar la presencia de 

centromero (señal) en los MN observados en la hora 12, se identificaron MN 

con y sin señal, esto se puede explicar de la siguiente manera:  

1. Los MN con señal observados fueron inducidos por daño 

aneuploidógeno. Esta vía de inducción de daño ya ha sido descrita para los 

compuestos del Cr (VI), los cuales inhiben la polimerización durante la división 

celular (Gunaratnam y Grant 2004; Rudolf et al., 2005). 

2. Los MN observados sin señal son resultado de rompimientos de 

cadena doble del ADN, los cuales al ser eventos S independientes podrían  

explicar el daño temprano del Cr (VI) (Wakeman et al., 2004; Xie et al., 2005).  

 

En cuanto a los MN observados en la hora 48, se incrementaron tanto los 

que presentaban señal, como los que no la tenían, esto se puede deber 

simplemente al daño acumulado, previamente descrito, y por el daño 

clastógeno inducido posteriormente, el cual está bien documentado (Vernier et 

al., 1982; Wise et al., 1994; Balansky et al., 2000).   

 95



Efecto de la clorofilina sobre el daño genotóxico y teratógeno del Cr (VI) 

Una ventaja de este ensayo, es que se puede saber el origen de los MN 

al ser discriminados visualizando el cinetocoro marcado, ya que estos, son 

generados como una consecuencia de daño a la estructura del cromosoma o 

por una distribución incorrecta de los cromosomas (Henning et al., 1988; Lynch 

y Parry, 1993).  

 

 

7.2. Efecto de la CFL sobre el daño genotóxico del Cr (VI) 
 

a) hembras sin preñar 

Partiendo de los estudios en los que se ha observado que es posible modular el 

efecto de agentes inductores de daño al ADN mediante la administración previa 

de agentes antimutágenos (Chorvatovicova, et al., 1991; Alves, 2000; Carlisle et 

al., 2000; Fernández et al., 2000), en este estudio se evaluó el efecto de la CFL 

sobre la inducción de daño genotóxico del Cr (VI). 

Al administrar la CFL a hembras sin preñar por vía i.p. y oral, se observó 

que no incrementa el número de MN, lo cual concuerda con los datos 

reportados previamente (Sen et al., 1991; Sarkar et al., 1996; Bez et al., 2001). 

Cuando se combinaron los tratamientos de CFL y Cr (VI) se observó que la CFL 

administrada de forma i.p. reduce sólo la frecuencia de MN inducidos por el 

CrO3 en la hora 12, no así de la observada en la hora 48, a partir de esto se 

plantea que la CFL administrada por esta vía, tiene efecto sólo sobre los MN 

originados de manera temprana y dado que parte de estos MN son originados 

por daño aneuploidógeno, cabe la posibilidad de que la CFL sea capaz de 

proteger de este tipo de daño, lo cual ya fue previamente descrito por Verma et 

al., (1996) quienes encontraron evidencias de protección del daño 

aneupliodogénico. 

Cuando se administró la misma dosis de CFL por vía oral, la disminución 

en el número de MN se presentó tanto en la hora 12 como en la 48, por lo que 
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se puede decir que la vía de administración de la CFL juega un papel 

importante en sus mecanismos de protección, esto concuerda con las 

observaciones de Bez, et al., (2001) quienes también observaron que 

dependiendo de la ruta de administración de la CFL era la capacidad de 

protección de la misma. 

Al probar el efecto del K2CrO7, se observó que este, a diferencia del CrO3 

tiene un menor efecto genotóxico, ya que el incremento en el número de MN fue 

menor (menos del 50% de inducción), por lo que no fue cuantificable el efecto 

temprano de inducción de daño (12 horas), estos datos coinciden con lo 

encontrado por Mirsalis et al., (1996) y Gómez-Arroyo (1981), quienes 

observaron un bajo incremento de AC  e ICH respectivamente al evaluar el 

daño después del tratamiento con K2CrO7.  

Al administrar la CFL previamente al tratamiento con K2CrO7, se observó 

que disminuye significativamente los MN observados en la hora 48, esto 

concuerda con los trabajos de Sarkar et al., (1996) quienes sí habían 

encontrado protección de daño en la hora 24. A partir de estas observaciones 

se puede decir que la actividad protectora de compuestos como la CFL no 

puede ser generalizada y depende directamente del tipo o clase de agente 

inductor de daño al ADN y de la toxicidad del mismo. 

Es posible que el mecanismo de protección de la CFL esté relacionado 

con su actividad antioxidante y por la captura de radicales libres de oxígeno que 

causan daño al ADN, en contraparte con el elevado potencial oxidante de los 

compuestos de Cr (VI) que inducen daño mediante EROs. 

 

b) hembras preñadas y fetos 

En este trabajo se consideraron hembras sin preñar, preñadas y fetos, como 

modelos de estudio. La idea de usar estos tres modelos fue con el objeto de 

evaluar los efectos de la CLF sobre el daño genotóxico y teratógeno del Cr (VI), 
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con el fin de establecer si los “mismos posibles” mecanismos de protección 

persisten durante la gestación tanto en las madres como en sus crías.  

En las hembras preñadas, la administración de CrO3 en el día 15 de 

gestación induce daño genotóxico al igual que en sus crías, sin embargo, estos 

incrementos en el número de MN son menores en comparación con el efecto en 

las hembras sin preñar. La disminución de las frecuencias de MN puede estar 

relacionada con el hecho de que parte del compuesto pueda pasar a los fetos, 

lo que traería como consecuencia una disminución de la concentración del 

compuesto en la sangre de la madre. Esto ya ha sido descrito por Ferm et al., 

1969; Danielsson et al., 1982 y Trivedi et al., 1989 los cuales observaron que 

algunos compuestos del Cr (VI) son capaces de atravesar la barrera placentaria 

y depositarse en los fetos. De ahí que se plantee que dosis bajas de Cr (VI) 

pueden causar daño moderado al ADN, que puede ser reparado, sin embargo, 

dosis altas pueden producir daños irreparables al ADN que pueden, incluso, 

conducir a apoptosis (O´Brien et al., 2003). 

El tiempo en el cual se observó la mayor inducción de MN en las 

hembras preñadas, fue en la hora 48 después de la administración del CrO3, lo 

cual concuerda con los estudios realizados con hembras sin preñar (García-

Rodríguez et al., 1998; 2000; 2001), esto hace suponer que la gestación no 

modifica los tiempos en los cuales se detecta inducción de daño al ADN. 

En los fetos es posible evaluar daño genotóxico mediante el análisis de 

los MN (Giavini et al., 1990; Ishikawa et al., 2001). La importancia de evaluar 

MN durante la gestación se basa en diversas observaciones en las que un 

incremento en la pérdida de cromosomas (daño aneuploidogénico) o parte de 

los cromosomas (daño clastógeno) está relacionado con enfermedades 

genéticas en el recién nacido. Por ejemplo, se ha encontrado que el 1.61% de 

los nacimientos presentan alteraciones y que el 10.8% de estas alteraciones 

pueden estar relacionadas con daño aneuploidogénico (Sankaranarayanan, 

1979; Hernández  et al., 1990). Por otra parte hay antecedentes de que es 
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posible proteger fetos del daño al ADN con agentes antioxidantes como el acido 

ascórbico (Pillans et al., 1990).  

El incremento de MN en las crías de las hembras tratadas con CrO3, 

puede estar relacionado con el hecho de que los compuestos de Cr (VI) pueden 

atravesar la barrera placentaria en hembras preñadas (Trivedi et al., 1989; 

Kanojia et al., 1996; 1998; Saxena et al., 1990; Elsaieed y Nada 2002). 

Cuando se administró la CFL por vía i.p previa a la aplicación del CrO3, 

se observó que si bien se reduce el número de MN, esta reducción no es 

significativa, por lo que se puede decir que la CFL no protege del daño 

genotóxico a las hembras tratadas con CrO3 en el día 15 de gestación. No así 

en los fetos, en donde se observó que el tratamiento previo de la CFL a la 

aplicación del CrO3 en las madres, disminuye el número de MN inducidos por el 

metal en la hora 72. Estas observaciones hacen suponer que al redistribuirse la 

CFL entre la madre y sus crías, posiblemente la CFL no es la suficiente para 

proteger a la madre pero sí a sus crías. 

Una de las posibles explicaciones para estos resultados del daño 

causado por el CrO3 en hembras preñadas sería que el CrO3 se distribuyó entre 

la madre y los fetos, por lo que la concentración del agente genotóxico fue 

menor y por lo tanto la inducción de daño disminuyó en comparación con 

nuestros estudios anteriores, donde no empleamos hembras gestantes. 

Posiblemente lo mismo ocurre con la CFL lo cual explicaría su menor protección 

del daño genotóxico en las hembras preñadas. 

Cabe aclarar que cuando se combinaron los tratamientos de CFL y CrO3 

en las hembras preñadas hubo muerte materna, esto nos hace sugerir que 

dada la condición de preñez se incrementa la toxicidad materna (Khera, 1991) 

la cual puede estar relacionada con cambios en la homeostasis de las hembras 

preñadas que pueden ser hormonales, de la reserva de nutrientes, metabólicos 

etc. (Saxena et al., 1990; Murthy et al., 1996; Elbeteiha y Al-Hamood 1997; 

Kanojia et al., 1998 ; Cheng et al., 2002).  
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7.3. Efecto de la CFL  y Cr (VI) sobre la citotoxicidad 
Se ha descrito que el efecto citotóxico puede ser determinado por la reducción 

de la frecuencia de EPC, por lo que se ha sugerido evaluar la relación de EPC 

con respecto a los ENC (Vallarino-Kelly y Morales-Ramírez 2001). En la figura 

43 se muestra el resumen del análisis de la frecuencia de EPC, en donde se 

puede observar que en las hembras sin preñar no hubo efectos en los grupos 

que se administró el Cr (VI) al compararse con el grupo testigo. Estos datos 

apoyan lo reportado previamente por  Mirsalis et al (1996) quienes no 

observaron cambios en la relación entre EPC y ENC. Cabe mencionar que se 

ha sugerido tomar con reserva este tipo de datos para considerar la 

citotóxicidad, ya que cuando se presenta toxicidad en la eritropoyesis, pueden 

activarse también los mecanismos de división celular y por lo tanto 

enmascararse el efecto (Khrisna y Hayashi, 2000). 

En las hembras preñadas a diferencia de las hembras sin preñar sí hubo 

una disminución de la frecuencia de EPC a las 72 horas después del 

tratamiento con CrO3, éstas observaciones permiten sugerir que los efectos 

citotóxicos podrían depender de la condición endocrina de los animales, 

partiendo de que se ha descrito que los compuestos de Cr (VI) pueden alterar 

los procesos reproductivos (Cheng et al., 2002).   

En los fetos se observó una disminución de la frecuencia de EPC tanto 

en el grupo tratado como en el testigo, por lo que se sugiere que la disminución 

se debe al desarrollo fetal y no a los tratamientos. 

 

 

7.4. Efecto de la CFL sobre las alteraciones del desarrollo inducidas por 
CrO3

En la figura 44 se muestra un resumen de los resultados de este trabajo con 

respecto a los efectos de la CFL sobre las alteraciones del desarrollo inducidas 

por el Cr (VI). 
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Figura 43. Resumen de resultados de los efectos de la CFL sobre los efectos citotóxicos del Cr(VI) 
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TERATOGENICIDA

♀♀ 
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CLF (x) 
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No induce – Testigo 
           (-) 

 
No induce – CLF 

                (-) 
 

Induce – CrO3
               (+) 

 
Figura 44. Resumen de resultados de los efectos de la CFL sobre las alteraciones en el desarrollo inducidas por el Cr(VI) 
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Uno de los resultados más frecuentes observados después de la 

exposición a agentes tóxicos durante la gestación es la inducción de 

malformaciones, sin embargo en muchos estudios se reporta muerte y por lo 

tanto no se pueden evaluar efectos en el recién nacido. Se ha planteado que 

muchas de las muertes embrionarias y fetales están correlacionadas con daño 

genotóxico (Giavini et al., 1984; Kola et al., 1986; Ornaghi et al., 1989). 

Las observaciones en cuanto a las alteraciones del desarrollo descritas 

en este estudio coinciden con las previamente reportadas para los compuestos 

de Cr (VI) (Elbeteiha y AL-Hamood, 1997; Kanojia et al., 1998). Los efectos 

directos del Cr (VI) pueden ser atribuidos a su acción directa sobre el tejido 

fetal, ya que se ha observado que al ser acumulado el Cr en este tejido puede 

conducir a la muerte y por consecuencia inducir la presencia de reabsorciones 

(Danielsson et al., 1982; Elsaieed y Nada 2002). 

La administración previa de la CFL al tratamiento con CrO3, redujo  

significativamente las alteraciones externas. Estos resultados nos hacen 

suponer una relación entre los mecanismos de inducción de daño genotóxico y 

teratógeno. Hasta el momento el único trabajo realizado en la gestación con 

CFL para estudiar una posible protección, es el realizado por Singh et al., 

(1996) en el cual se evaluó el efecto de la CFL en la leche materna, ellos 

observaron que la CFL ayuda a la detoxificación de los agentes inductores de 

daño en el neonato ( Singh et al., 1996). 

Por otra parte ya se ha descrito que sustancias como el “ginseng” 

pueden reducir los efectos mutagénicos y teratogénicos causados por los 

compuestos del  Cr (VI) (Elsaieed y Nada 2002).  

Como se describió anteriormente la CFL no presentó la misma protección 

en todos los protocolos evaluados en este estudio. El hecho de usar varios 

protocolos fue considerado con base en las observaciones previas en las que 

se planteaba que la protección de la CFL depende de factores como: el sistema 
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de estudio, el modelo, la vía de administración, el agente y la dosis entre otros. 

Nuestros resultados apoyan estas observaciones. 

Finalmente, se puede decir que el uso de anticarcinógenos y 

antimutágenos resulta una estrategia atractiva para el tratamiento y prevención 

de enfermedades relacionadas con el daño al ADN. La CFL al mostrar 

capacidad inhibitoria de daño genotóxico en diferentes ensayos, se ha 

empezado a probar en el tratamiento y la prevención de algunos tipos de cáncer 

con organismos in vivo, como lo son la trucha arcoiris, la rata y el ratón. Los 

resultados han sido tan alentadores que estas mismas pruebas se han iniciado 

en humanos con buenos resultados. Sin embargo, es necesario continuar con 

las investigaciones de dosis-respuesta para así garantizar la supresión en la 

promoción del cáncer, aunado a la investigación básica que apoye las 

estrategias para sus aplicaciones. 
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8. CONCLUSIONES 
 

i. Los MN que se forman en respuesta al tratamiento con CrO3, tienen 

diferentes vías de inducción y la CFL tiene efecto sólo sobre los MN 

originados de manera temprana. 

 

ii. La vía de administración de la CFL juega un papel importante en sus 

mecanismos de protección. 

 

iii. La protección de la CFL está relacionada con el agente inductor de daño 

y con la toxicidad del mismo. 

 

iv. La administración de CrO3 en el día 15 de gestación induce daño 

genotóxico en hembras preñadas y en sus crías.  

 

v. El efecto genotóxico inducido por el CrO3 es mayor en las hembras sin 

preñar que en las hembras gestantes y en los fetos. 

 

vi. La CFL protege del daño genotóxico en los fetos obtenidos de hembras 

tratadas con CrO3 en el día 15 de gestación, pero no a sus madres. 

 

vii.  La condición de gestación afecta la protección del daño genotóxico de la 

CFL en las hembras. 

 

viii. El CrO3 induce de manera marginal malformaciones externas y 

esqueléticas en los fetos. 

 

ix.  La CFL solo reduce las alteraciones externas en los fetos de hembras 

tratadas con CrO3. 
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x. Es posible que exista una relación entre los mecanismos de inducción de 

daño genotóxico y teratógeno del CrO3. 

 

xi. Es posible emplear sustancias tales como la CFL para proteger del daño 

genotóxico y teratógeno durante la gestación. 
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Ahstract 

1be effect of chlorophyUin 011 micfODuc1eated polychromatic erythrocytes (MN-PCE) induction by chromium lrioxide 
(CrO]) exposure in periphernl bkxxl of mice was studied. An.imals were trealed wilh a siDgle intraperitoneal dose of chloro­
pbyllin (CHL) (20 mglkg), C!'Ü] (20 mglkg), and CHL (20 rngfkg) 4 h before (CHL-CI'Ü)) or 4 h before and 20 h afler 
chromium treaLments (20 rnglkg; CHL-CI'Ü)--CHL). Peripheral blolXi s.amples were drawn from the caudal vein at O, 12 and 
48 h, arxl analyzed by the acridine orange (AO) tecbn.ique. The results obtained in pre>ent study SOOWII lhat CHL illjectioll 
did not modi fy lhe number of MN-PCE. CI'Ü) lrealmenl re;;.ulted in a ,ign i ticant ly increa>es 12 and 48 h after the in jection, 
reaching a four-fold iocrease 48 h afler crO, administration. Whereas lreatment with 20 mg!kg of CHL prior to chromium, 
dccreased the MN frequency induced by chromium in lhe 12 h samples. When lhe samples ""ere analyzed 48 h afler ~ 
injection, no significanl differeoces between CHL-CrOJ and CHL-CrOJ-CHL in comparison v>'Íth Cr03 lleatmenl, were 
observed. 1bese results indicate lhal increase of MN-PCE by crO, is CHL-blocked in bolh protocols used (CHL-CrO, and 
CHL-Cr03-CHL) al 12 h afler trealment. bul il ""'aS unable to modify lhe frequeney of MN-PCE measured 48 h afier crO] 
injeclion. 1lie absence of a proteclive effecl by CHL in !he MN-PCE induction by crO, al 48 h, show lhat CHL has action 
only on one of lhe times of MN induclion and suggests the possible action of crO, by t wo di ff erenl mechanisms, and not. by 
CHL time-lirniled in vivo. © 2001 Elsevier Science B.Y. All righls re>erved. 

Ke,¡,v,'oms: Ch.lorophyltin: Olromium trioxide; Anlimutagenic; ClasIogen: Micronocleus 

1. Introducoon 

Exposure of human populations to di ffere nt 

environmental genotoxic agenls has generated con­

siderable at1ention in the use of dietary supplements 

particularly plant and plant proclUCls, following the 

repon of an inverse correlatioo between the coo­
sumption of vegetables ancl incidence of caocer 

[1-3]. Greal efforts have been made lo identify these 
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chemicals and complex mixtures tha! can inhibit 

or reduce lhe mutagenicity and carcinogenicity of 

industrial chemicals and environmental pollutants. 

Chlorophyllin (GiL), a Na and Cu salt of chloro­

phyll, is a common component of most planl materi­

als, and Ir ha;; been identified as the active factor in 

extracts from various types of plant responsible for in­

hibiting the mutagenic action of a multitude of chem­

icals in various short-term bioassays [4-7]. The CHL 

anLimutagenic and antícarcinogenic activity has been 

demonstrated on live organisms without causing toxic 

effects [8,9], and a comparative sludy showed ¡hal 

CHL is a more effective antimutagen than retinol, 

l3-83-57I &'O lIS - see [ronl malIer ~ 200 I El",,'; ... Scíence B. V. AII rígh15 reseT'o'eti. 
PII: SI38.'-5718(OI)00225-X 
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~tene, Vitamins C and E against certain dietary 
and environmental complex mixtures in the Ames 
Salmol1el/a microsome assay [10]. The probable 
mechanisms of ac(Íon of CHL are scavenging of free 
radical s [11,12], suppression of metabolic activation 
[ 13-15], and complex formation wi th promutagens or 
reactive moieties [14,16]. 

Cytotoxic effects of metals are receiving increasing 
attention because sorne of them are potential muta­
gens, carcinogens and teratogens. Chmmium (Cr) is 
a widespread loxic metal ion present in industrial 
emuents and wastes. The genotoxic effects of Cr 
compounds have been extensively studied by using 
different biological systems and genetic endpoints, 
as reviewed by De Aora et al. [17]. Nevertheless, 
me different adverse health effects linked wim its 
exposure, as well as the diverre cellular and molec­
ular effects, makes !he study of chmmium toxicity, 
genotoxicity and carcinogenicity very interesting and 
complex [18]. 

10e toxic and carcinogenic effects of chromate have 
been attributed lo Cr(VI) compounds, which readily 
cross the cell membranes and enter me ceUs, being 
reOuced through reactive intennediates to Cr(V), (IV) 
and me more stable CrOIl), by intracelluJar reductants, 
such as ascorbate, glutathione and NADPH-dependent 
ftavoenzymes. This reducLion process also causes !he 
generatioIl of reactive oxygen species (ROS) via Fen­
ton or Harber-Weiss type reactions including DNA 
damage and lipid peroxidation. 1be toxic and car­
cinogenic effecl of Cr(VI) may be partiall Y associaled 
with me production ROS [J 9]. Therefore, thernpeutic 
agent that eIlhance intra- and extra.-cellular antiox­
idant levels and block Cr(VI}-mediated generation 
of ROS may prevent or aUenuate Cr(VI)-induced 
toxicity and carcinogenesis. 

1bere is evidence thal CHL reduces me clastogenic 
effects of sorne inorganic metal salLS with clastogenic 
activity, like cesium chloride [20], cobalt chloride 
[21], and mercuric chloride [22]. CHL also protects 
against !he mutagenic effects of Cr(VI) oxide in so­
matic cells of Drosophila [23] and bone marrow of 
mouse [11]. As par! of our research program lo eval­
uate CHL cheJOOpreventive or chemoprotective po­
tential and its underlying mechanisms, in !he present 
study, me ability of CHL to reduce the MN-PCE in­
duction by Cl'Ü) in peripheraJ blüOO polychromatic 
erythrocytes of mice was evaluated. 

2. Materia1s and methods 

2. l. Chemicals 

Unles.s otherwise indicated, al! test chemicals and 
reagenls were oblained from Sigma Chemicals Co. 
(St. Louis, MO, USA). CHL [CAS No. I I (}(X)6-34-J], 
Cr03 [CAS No. 1333-82-0], and AO [CAS No. 
10127-02-3]. 

2.2. Animals 

Two- \o three-month-old CO-l female mice of 
28-3üg were used in !he experiments. The animals 
were bred and maintained in plastic cages undcr 
controlled conditions of temperature and lighl-dark 
periods, and given Harlan chaw for small rodenlS and 
water ad libitum. 

2.3. Trea1menlS 

Worling solutions of CHL and CfÜ:¡ were prepared 
in distilled water and imme;:liately injected intraperi­
toneally (i.p.) in appropriate volumes. 

The animals were alJotted at random to one of the 
following groups. 

l. Arurnals injected with vehicle (control group). 
2. Animals injected wim 20 mg/kg of CHL. 
3. Animals injecled wim 20mglk.g of Cr03. 
4. Animals injected with 20 mglk.g of CHL and. 4 h 

laler with 20 rnglk.g of Cl'Ü) (CHL-CI'Ü] group). 
5. Anima.ls injected with 20 mglkg of CHL, 4 h later 

witb 20 mglkg of crO) and 20 h later with 20 mglk.g 
of GIL (CHL-Cr03-CHL group). 

Blood samples were obtained by piercing a tail 
bJood vessel al O, 12 and 48 h after crO) Lreatment. 
BJ<XXl samples for control and CHL groups were taken 
at same hours. 

2.4. Micronucleus analysis 

Preparations of AO-coated glass slides and pe­
ripheral blood cells were perfonned as described 
prev iously [24]. Collected bl<XXl was placed in Lhe 
center of an AO-coated glass slide and covered 
with a 24 mm x 40 mm coverslip. AO supravitally 
stained erythrocytes were examined by fluore.<;cencc 
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microscope wilh a blue e:>:.eitation and a yellow barrier 
filler. The frequencies of micronucleated polychro­
malie eryLhrocytes (MN-PCE) were re.corded based on 
2cx)(} cells per mouse. The frequency of polyehromatic 
erythrocytes in 1000 erythrocytes was a1s0 recorded. 

Data were compared by one-way variance analysis 
(ANOVA), and Tukey HSD te.sts [25] using ¡he statis­
tical package. SPSSIPC V 10 TM. The. level of sign i fi­
eanee. use.d in all the. analyses was P < 0.05. 

3. Results 

The results obtained in prese.nt study are shown in 
Table l. Vehicle. or CHL inje.ction did not modify the. 
number of MN-PCE in sarnples ana1yzed. 

CrO:, trealmenl resulte.d in a significantly MN-PCE 
inereases 12 and 48 h afie.r lhe injection in compar­
¡son with its own eontrols (O h samples), reaching a 
four-fold iocrease 48 h afte.r Cr03 administration In 

eomparison with 12 h treatme.nL 

Table 1 

In thc 12 h samples of CHL-CrO J arld CHL-C r03-
CHL trealments, no increase. in !he. freque.ncy of 
MN-PCE in comparison with ¡he. Oh samples was 
observed. When !he. same. groups were analyze.d 48 h 
afte.r CfÜ:3 injeclion., significan! differences in ¡he 
MN-PCE freque.ncy induction was observed in corn­
parison wi th the Oh sample.s. Ce.ll lo:>:. icity was not 
observe.d in any sample. 

To compare ¡he. MN-PCE induction in the treated 
groups with !he. controllve.hicle. group, !he. ne! induced 
freque.ocies (NIF) we.re calculated as follow: 

NIF = num be.r of MN -PCE measured 

- number of MN -PCE measllred al O ti me.. 

Re.sults show thal 12 h Lre.atment w i!h CHL-Cr03 
reduces ¡he NIF, from 2.07 to 0.62 (70%) and 
CHL-Cr03-CHL lrealme.nts also reduced !he. NIF, 
from 2.07 lo 0.50 (75.84%) in comparisoD with CrQ, 
treatme.nts (100%) (Hg. 1 a). Such effects were nol 
observed when me bl00d was obtained 48 h afte.r 
treatment (Hg. 1 b). 

Polychromatic erytnroC}1eS frequeocy an.d MN-PCE ind.uction in mice Lrealed Il."ith CrD:J 

TreaI me 111 Dose (mglkg) 

COIltroLlvehicle O 

CHL 20 

crO., 20 

CHL-CrO., 20-20 

CHL-CrO.,-CHL 20-20-20 

• P < 0.05 CfÜ:¡ 12 h vs. CfÜ:¡ Oh. 

lo P < O.OOS crO., 12 h ys. control 12 h. 
e p < O.OOS crO) 48 h v,. crO] Oh. 

d P < 0.005 crO) 48 h ,·s. cotllrol 4S h. 

n 

8 

4 

6 

4 

'p < 0.05 CHL-CrO) 48 h ,·s. CHL-CfÜ:¡ Oh. 

r P < 0.01 CHL-CrD:J Oh vs. colllrOl 48 h. 

TIme analysis (h) 

O 
12 

48 

O 
12 

48 

O 
1~ 

48 

O 
12 

4S 

O 
12 

4S 

~ P < 0.05 CHL-CrO.,-CHL 48 h '·s. CHL-CrOJ-CHL Oh. 

o P < 0.01 CHL-CrOJ-CHL 48 h ",. control 48 h. 

MN-PCE 1000 cells PCEJI()()() celb 

(mean ± S.D.) (mean ± S.D.) 

0.93 ± 0.90 67.2 ± 19.0 

1.37 ± 0.64 71.7 ± 16.2 

1.87 ± 0.79 74.7 ± 18.0 

2.00 ± 0.71 51.5 ± 11.9 

2.25 ± 0.64 45.3 ± 12.5 

1.70 ± 0.68 49.3 ± 5.5 

1.08 ± 1.28 41.0 ± 6.4 
3.15 ± 1.22".0 50.9 ± 10.5 

12.51 ± 2.n<.d 41.9 ± 10.3 

2.25 ± 0.87 58.4 ± 11.0 

2.S? ± 0.63 56.5 ± 10.8 

14.70 ± 2.54<.1 56.3 ± 10.0 

1.00 ± 0.41 79.8 ± 15.2 

1.50 ± 1.47 75.5 ± 11.8 

12.25 ± 5.6g.g·h 81.5 ± IJ.4 
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Fig, l. EtfeclS of CHL on lile MN-PCE indoctiO/1 (%) in periflheraJ blood. Dala represent avernges of samples or each group obtai.-.ed at 

12 h (a). and ~8 h (b) (1= Ihan lile average of Oh group) after CTÜ:l treatmenl (': P < 0,05 CTÜ:l vs. control: h: P < 0.005 crO) vs, 
control: ': P < 0.005 CHL--CrO) ,"~o controL d: P < 0,005 CHL--CrO:I--CHL vs. control). 

4. Discussion 

Many studies have attempted to assess the hypoth­
esis tha! CHL might reduee cancer rates. Although 
not yet proven, this hypothesis has generated a great 
deal of viork with respect lo the possible role af 
CHL as either anticarcinogenic or antimutagenic 

compound. In general, CHL have been regarded as 
non-toxic and non-mutagenic in microbial systems 
[8,10], non-genol.oxic and oon-clastogenic in vivo and 
in vitro systems [8,9]. Present results shaw that CHL 
does not mOOify the mean and NIF of MN-PCE. 

Cr(VI) has been reported to be genotoxic in sev­
eral in vitro test systems [17,26]_ Chorvatovicová and 
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co-workers [27,28J reported induction of MN in bone 
marrow of maJe Wislar rals, maje guinea pigs, and 
female ICR miee. fl has been also reported lhal MN 
induction by Cr(VI) is linked 10 its claslogenic actjv­
ily. Dala on the induction of abnonnal ana-telophase 
by Cr(VI) in plallts, suggesl that several chromium 
compounds induces MN from both chromosome 
breakage and chromooome loss [29,30J. 
~ toxic ami carcinogenic effects of Cr have 

been atlribuled lo its reduction process, which re­
sults in the generation of acti\'e oxygen species 
[ 19,3 1 J. Indeed, differenl lypes of DN A damage 
during ¡he reduclion of Cr(VI) have been reported: 
ONA slrand breaks [32J, apurinic/apyrimidinic (AP) 
siles [33], 8-hydrox ydeoxy guanosi ne adducI s [34 J, 
Cr binding to DNA [35], GSH-Cr-DNA addocts 
[36J, DNA-DNA cross-links [37J, and ONA-prok:in 
cross-links [38,39J. The inductioo of these different 
kinds of DNA darnage by Cr compounds suggests a 
role fm lwo of its chemical properties: lhe generalÍOn 
of active oxygen species, and Cr-ligand formalion 
with inorganic and organic compounds [40J-

We have previously shown that Cr03 in vivo lreal­
ments induces !\1m peaks of MN-PCE al differenl 
Limes (12 and 48 h), which could be correlated with 

two different \l/ays of MN procluction, aneuploi­
dogen ic--claslogenic m claslogenic--c lastogenic [41]. 
Presenl results on the induction of MN-PCE by CID] 
confirm (he action of this compound, however, dala 
on the MN -PCE induction by crO) at 12 h i s minimal 
regardless of lhe statisLÍcal signi ficance. 

Tbe anliclastúgenic effects of CHL have been 
described in several potent clastogens, including 
metal Ji e salls [&,1 1,20-22]. In addition to i ts anticlas­
logenic ac!ion, CIll.. caused 90-100% inhibition of 
the aneugenic acLÍvily of oome chernical compounds, 
like nocodazole [42]. 

The protection given by CHL against ¡he effects of 
mUlagens and clastogens may be attributed lo its abil­
ity lo scavenge free radicals, binding 10 the active ~te 
of mutagen, adsocbing or absorbing toxic compouods 
[11 ,12], lo suppress melabolic activation, and lhe for­
mation of complex between CIll.. and the mUlagen 
through strong 1T-1T interactions between their planar 
unsalurated cyclic rings [13-15,43]. 

Present results show thal increase of MN-PCE 
by crO, is CIll..-blocked in 00th protocols used 
(CH L-CrO 3 and CHL-CrO)-CHL) al 12 h after 

trealmen!, bu! il was unable lo modify the frequency 
of MN-PCE measured 48 h after CfÜJ injection. The 
absence of a prolecti""e effecl by CHL in ¡he MN-PCE 
induction by Cr03 al 48 h, show tha! CHL has ac­
tion only on one of [he times of MN induction and 
suggests the possible action of crO) by two different 
mechanisms, and nol by CHL time-limited in vivo 
(CHL-CrO)-CHL protocol)-

New experiments are necessary lO identify the 
mechanisms of MN-PCE induction by CfÜJ. 
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SALES DE SODIO Y COBRE DE LA CLOROFILA: USOS, APLICACIONES 

TERAPÉUTICAS, ACTIVIDAD ANTlMUTÁGENA y ANTICANCERíGENA 

REsUMEN 

M. Carmen García-Rodríguez y Mario Altamirano-Lozano 
Unidad de Investigación en Genética y Toxicología Ambiental (UNIGEN). 

Bioterio. Campus //. FacilItad de Estudios Superiores Znragoza. UNAM. 
A.P. 9-020. CP. 15()()(). México. D.F. E-mail: maal@servidor.unam.nu 

Hoy en día una de las mayores pre<X:upaciones a nivel salud es la alta incidencia de cáncer en el hombre. El uso de 
vegetales para mod ific a r la acción de compueslos genOlóxicos a mbi enla I es pe I igrosos para la sal ud ha rec ib ido mucha 
importancia, sobre lodo después de los trabajos en los que se describe una relación inversa entre el consumo de 
vegetales verdes frescos y la frecuencia de ciertos cánceres humanos. La clorofila y sus sales clorofilinas (CFL) son dos 
compuestos presentes en algunas partes de las plantas y se han reportado corno no tóxicas para los organismos. Las 
CF l son deri vados de la c 10fOfi la en las cuaJes e I magnesio es reemp laz ado por otros meta les como el cobre, el coba Ito 
o el hierro. 
La sal de sodio y cobre de la clorofila (CFL-Cu-Na), ha sido ampliamente utilizada como aditivo en alimentos, €fl el 
tratamiento de pacientes geriátricos y algunas otras aplicaciones industriales. Diversos experimentos han moslrad9 
que la CFl-Cu-Na posee una potente actividad antimutagénica y anticancerígena. Los probables mecanismos de 
acción de la CFL-Cu-Na son por secueslro de radicales libres, supresión de la adivación metabólica o por la fOfmación 
de complejos con 105 prornutágenos o sus estructuras reactivas. 
Dado el adua I con oc i mi enlo sobre I a natura leza de los mutágenos en la dieta huma na, los investi gadures a hor a están 
en posibilidad de seleccionar de una manera más precisa antimutágenos que podrían ser adicionados en la dieta, o 
bien, administrados en terapias, para poder reducir de una forma efediva el riesgo de cáncer y mutaciones. 
Palahras Clave: Anticarcinogénesis. anrinwtagénesis. clorofila. clorofilina. 

ABSTKACT 

Nowadays one oí the main concerns aboul human health is a higher cancer incid€nce. The use oi green vegetables 
to modify ¡he adion of genotoxic environmental heallh hazards has been given a great deal oi attention lately. 
according lo the reports of an inverse relationship between the consumption of iresh vegetables and ¡he occurence 
oi certa in k i nds of cancer. Ch lorophyll aoo ch lorophyll in (CH L). present in green pi an!s. ha ve been reported to be non­
tox ic. CH l are ch lorophyll derivat i ves in whi ch ¡he centra I magnesi u m a tom has been su bstituted for other meta Is, such 
as copper, cobal! or iron. 
The sodium copper salt oi chlOfophyll (CHL·Cu·Na) has been widely used as a íoad additive. in the trealmenl 01 
geriatric patients and sorne industrial applications. Several ,ludies have revealed that this sal! has a powerful 
antimutagenic and anticarcinogenic activily. The probable adion mechanisms of CHL-Cu-Na consist oí a scavenging 
aCli v i ty of free rad ic a Is, suppression oi melabal ic act iva tion a nd comp lex formal ioo w ith promu tage ns or Ih ei r react i ve 
structures. 

According to ¡he currenl understanding of the mutagenic nature in human diet, scientists are now in a good position 
lo develop a ralional selection oi antimutagens which could be added to diet or used in therapies, eHectively reducing 
the risk oi cancer and mutations. 
Key WOTds: Anticarcinogenic. anJimutagenic. chlorophrl/. chloropllyflin. 

Nota: Articulo recibido el 12 de noviembre del 2001. 
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INTRODUCCiÓN I S r ha w;mado q"" al_d", '" ""' ,,,"', parto'" lo; 
. . cánceres conocidos están relacionados con la dieta 

humana l..Z, razón por la cual di versos investi gadores se 
han dado a la tarea de estudiar los comlxmemes de la 

dieta, y han encontrado que la constituyen, tanto sustancias con 
actividad mutágena y cancerígena como otras que son capaces 
de contrarrestar o inhibir estos ef ectos-'-!, por lo que, la fomla en 
la cual son combinados o consumidos estos componentes por el 
hombre, juega un papel importante en el incremento del riesgo 
de desarrollar cáncer o alteraciones hereditarias. 

Paniculannente se ha observado quee I incrememo en el consu roo 
de frutas y vegetales disminuye la inducción de algunos tipos 
de cánce~, esto debido a que contienen SUSlancias lales como 
los beta-carotenos. el retinol, el alfa-lOcoferol, el ácido 
ascórbico. el selenio. la fibra, la clorofila y sus sales como las 
clorofilinas (CFL)""~. 

La clorofila, y particularmente su sal de sodio y cobre (CFL­
Cu-Na), han sido identificadas como potentes antimutágenos 
y anlicancerígenos, observándose ¡ocl usi ve un mayor potenc ial 
comparado con otros compuestosl!-17. En la actualidad, la 
CFl..-Cu-Na es ampliamente estudiada; por una parte, se 
están tratando de establecer sus posibles mecanismos de 
prolección l&-», mientras que por otra, se está probando en el 
lratamiemo de diferentes cánceres, donde se ha observado una 
gran efeclividacF·D

• tanto que rec ienlemente el Nafiollallnslill/fe 

of ErH'ironmental Heaflh Science. USA, respaldó una 
investigación realizada por los doclOres Kensler. Groopman y 
Bailey. en la cual se probó la CFL-Cu-Na en un grupo de 200 
voluntarios chinos, los cuales estaban expuestos, de manera 
natural en su dieta., a cOllCentraciones elevadas de aflatoxina B l' 
Las observaciones realizadas en este trabajo indicaron que se 
redujo al menos el 20% de la induce Ión de daño en las personas 
traudas con CFL-Cu-Nal-l. EsIOS resullados abren aún más las 
expectativas de la posible aplicación de esta sustancia en el 
tratamiemo de algunos cánceres. 

la 
H;-C&H Kf>HC , 

Dada la gran cantidad de información que está surgiendo día a 
día, y la importancia de la misma con respecto a la actividad 
antimutágena y anticancerígena de la clorofila y las CFL, en el 
presente trabajo se reali zó una recopi lación de lo más relevante 
acerca de estas sustancias y sus propiedades. 

G ENER.Al1 DADES 

La c lorotila es un pigmento natural que le da el color verde a las 
hojas de los vegetales. En 18171 os q uí m icos franceses Pelletier 
y Ca ven tou la separaron por primera vez y la llamaron clorofila, 
nombre deri vado del ad jeti va griego jlorós y el sustant i va 
f,,!lon, que significa "verde de hoja"_ La clorofila es un 
comportente muy abundante en las plantas verdes, tanto que se 
ha encontrado que del 6 al 8% es clorofi la, mientras que del 0.2 
al 0.4% de carotenos, del 0.3 al 0.5% de xantofila, de! I al 2'k 
de esteroles grasos. del 0.1 al 0.2% de tocoferol y del 2 al 39t 
de vitaminas en extractos crudos. La molécula de clorofila 
(Fi gura l a) posee u na gran si mi litud con la hemoporfirina de la 
sangre (Figura lb), por lo que se le han dado aplicaciones 
terapéuticas desde su descubrimiento; sin em bargo, al ser poco 
eSlable, de baja pureza y poco soluble en e 1 agua, se ha preferido 
trabajar con las CFL con mejores resultado~. 

Las CFL se obtienen por el método de Schertz y Toepher . 
mediante la hidróliSIS alcalina de la clorofila, en la cual se 
sustituye el radical fitil, así como los radicales a!quil de los 
grupos carbometoxil. Debido a que el magnesio del núcleo de 
la clorofila es muy inestable, es reemplazado por un metal 
pesado, e! cual le confiere la estabilidad a la molécula. La 
introducción del tipo de metal depende del pH del medio en el 
cual se lleve a cabo la reacción. Por ejemplo. a pH ácido se 
reemplaza por cobre. cobalto, hierro. níquel. plata. zinc. 
manganeso u oro. mienlras que a pH alcalino por mercurio. 
estaño, talio, sodio. potasio. cesio o rubidi~. 

De todas las CFl.., la más empleada terapéulicamente y en la..­
investigación biológica es la CFL-Cu-Na cuya estruclura 

lb le 
C<i, H,C->-e 0<, 

\ I I 

¡J~~ 
, I 

~ ::::r H,C ,?"" 7'~ 
Hj: CH~H] H,G OKH, l ,0<, I 

/¡ ") I 

f 
",-...,:::-,N '", .-".", 

\ 
.,."_ .. ,c"",,, 
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figuril 1. Estructura quftic¡¡ de liI dorafib (1 al, de la henoporfirirw (1 bl Y de liI dorofilin.J. cupri-sódiCiI (1 el, 
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quírrúca está conformada por un ani 110 tetrapirrólico que contiene 
puentes dobles conjugados con un metal al centro, en este caso 
cobre (Figura lc), y su fórmula química es C .... H.,INa~CuO,. La 
CA..-Cu-Na es una sustancia microcnstalina verde-azul oscura 
que produce el efecto Tyndall en solución acuosa., tiene una 
banda de absorción característica entre 630 a 688 nm, es muy 
soluble en agua y alcohol25.21.l11. 

PRINCIPAlES USOS 

El primer uso reconocido de la clorofila en la industria fue dado 
por Secquerel en 1874, como sensibilizador en fotografía por 
sus propiedades fotoquímicas. A pan ir de esa fecha, a la 
clorofila y sus CFL se les han dado numerosos y variados usos, 
como se describe a continuaciónll.H: 

J) Elllos alimemos; como colorante de dulces, chicles, sopas, 
gelatinas, elC., así como de vegetales frcM:os verdes para 
mejorar la apariencia 

2) En los cosméticos; como colorante en perfumes, lociones. 
jabones, pastas dentales, elc. 

3) En la conservación de alimentos: dentro de bolsas, ya que 
absorbe el oxígeno y otros gases. 

4) En la ag ricultura; se le usa en el cu 1 ti vo de las plantas, por 
ser un buen transportadorde micrOllutrientes, como el cobal too 
zinc, manganeso, hierro y molibdeno . 

5) Conw agente catalítico: por ejemplo. en la oxidación de 
compuestos orgánicos. 

6) Como protector solar; en cremas. lociones y pomadas, 
por su capacidad de absorber la radiación dañina del sol, y 
por lo tanto, para proteger a la piel. 

7) Ageme desodorante; reduce o elimina el olor del bencil 
mercaptano, del ácido tioglicÓlico Y de la trimetilamina. a 
panir de las observaciones en donde al admin istrar dosis de 
CFL vía oral, se reducía el mal olor en la boca que era 
producido por los cambios metabólicos de los alimentos, las 
bebidas y el cigarro. 

APlICAOONES TERAPÉUTICAS 

Partiendo de la semejanza estructural química de las CFL con 
el pigmento de la sangre (hemoporfirina), las primeras 
apl icac iones terapéu ti cas de estas mo léc u las estu vi e ron 
!!ncaminadas hacia el tratamiento de la anemialS

. En estudios 
realizados con pacientes anémicos se observó que al administrar 
CFL vía oral se incrementaba la hemoglobina y los leucocitos 
~n la sangre, así como el apetito-"'. por lo que a partir de estos 
~studios se plameó que el cuerpo humano puede emplear 
-;ustancias pirrólicas preformadas para la COflstrucciÓll de la 
lemoglobina. En la actualidad, las CA.. se venden en tieooas 
laluristas como complemento alimenticio para el tratamienlO 
.le la anemia. 

~ 1932 el Dr. Surgi, publicó un libro llamado ~Chlorophyll 
ti lS a PIw mwceutica 1 " en donde se describen las propiedades 

le las CFL en el tralamiemo de la hipertensión. A pacientes 

h i pertensos se les trató con CFL vía oral de dos a se is semanas 
y se observó que la presión se normalizaba. Burgi también 
deM:ribiólos resultados de otros colegas, quienes de la misma 
manera trataron pacientes con presión normal y no se 
observ aron en éstos efec tos sobre la presi ón, además de que se 
mas tró una buena to leranc ia a la suslanc ia y no hu bo si gnos de 
IOX icidad. Estos est ud ios han 11 amado mucho 1 a atenci ón y se 
ha planteado que la disminución de la presión sanguínea 
puede originarse por el ensanchamiento de las arterias. Por su 
lado, el Dr. N agase~1 (1986) inspirado en estos resu I tados. 
administró por vía intravenosa e intraperitoneal CFL a ratas y 
detectó un incremento en el flujo gástrico sanguíneo dado bajo 
condiciones isquémicas, sin la panicipación del sistema 
nervioso autónomo lS

• 

Aunado a lo anterior, también se ha observado que la 
administración de las CFL p-rovoca una débil o casi nula 
act i vidad hemol ítica y que aceleran la coagu lación de la sangre. 
así como el proceso de cicatrizacióna.,a" además de que se les 
han descrito propiedades antinflarnatorias, puesto que se ha 
observado que inhiben las reacciones alérgicas3"', por lo que las 
CFL también han sido utilizadas en el tratamiento de heridas y 
quemad u ras de la pie I con buenos resultados; de hecho. algunas 
pomadas en la actualidad aún las comienen. 

Dado que además se ha observado que las CH.. disminuyen el 
olor pútrido en las infecciones, han sido consideradas como un 
agente bacteriostático y fungic ida. ya q ue producen un ambiente 
desfavorable para el crecimiento de las bacterias y de los 
hongos·'-'. A las CFL también se les ha usado con éxito en el 
tratamiento de infecciones supurativas como la piorrea y las 
úlceras en general-u.. ... 

A la clorofila y sus CFL también se les han propuesto para el 
tr<ltamiento clínico de la pancreatitis. ya que su administración 
en pacientes con esta en fermedad dis minuye e I dolor abdominal. 
las náuseas y el vómito, además de que los niveles de amilasa 
en la orina se reducen hasta los valores normales-". Las CA.. 
también han sido administradas en pacientes con cálculos. a 
partir de la observación de que induce la cristal ización del 
oxalato de calcio en orina normal-l!!. y dadas sus propiedades 
desodorantes y laxantes. se utiliza eficientemente en el cuidado 
y tratamiento de pacientes geriátricos'''. 

Por aira parte. las CFL inhiben el crecimiento de animales 
jóvenes. al aumentar la oxidación de las grasJs de 1<1 dieta~l. 

En ratas la administración combinad<l de aceite de maíz y CFL. 
disminuyó la absorción del colesterol en el intestino. por lo que 
también se les ha propuesto su uso en el control de pesoc . 

Otra de las prop iedades estud i adas de las CFL. es su c<lpac idad 
dc protección contra la perollidación lipídica de microsomas 
y mitot:ondri<ls. re lat:ionadas con el envejecimiento. la 
arteriosclerosis y el daño hepático. entre otras"". 
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Dentro de los efectos mostrados, tanto por la c lorofi la como por 

la CFL-Cu-Na y que han llamado más la atellCión, son la 
antimutagenicidad y anLicarcinogenicidad, las cuales están 

relacionadas con su posible aplicación para el trdtamiento de 
algunos cánceres_ 

E ffCTOS ANTlMUT AG ÉN ICOS y ANTlCARCJ NOGÉN ICOS 

A partir de estud ios epidemiológicos, en los cuales se mostraba 
que los vegetarianos tenían un menor riesgo de presentar 
cáncer', se pensó que los constituyentes de su dieta contenían 
S1Jstancias anticancerígenas, por lo cual, primero se probaron en 
Snlmonelfa ryphimuriunI y en Bacillus subrilis diferentes 
compone mes de los vegetales contra diversos mutágenos como 
el triptofano pirrolisato, el benzo[a]pireno, los epóxidos 
policíclicos aromáticos y 1 a anatox i na B l' encontrando en todos 
los casos que los compuestos de los vegetales presentaban 
actividad antimutágena-lS--lll_ 

Posteriormente se probó la acti\'idad antimutágena de 

diferentes extractos de plantas contra compuestos como el 
3-metilclorantreno y el benzo[a]pireno, y en estos casos se 
observó que el potencial antimutágeno aumentaba conforme a 
la concentración de c1orofila ' s'-N, 

La CFL-Cu-Na, ha presentado una actividad inhibitoria de 
mutagenicidad comparable con la de la clorofila e incluso 
superior. De igual manera se ha dese rila una mayor acLi v idad 
antimutágena de la CFL-Cu-Na comparada con otros compuestos 
antimutágenos como los be ta-ca rote no S, el selenio y las vitam inas 
A, C, D y E, para una gran gama de mutágenoslU,II_Il.-<!I_ 

La actividad antimutágena, tanto de la clorofila como de la 
CFL-Cu-Na, se ha probado con éxito en diferentes sistemas 
de prueba, desde el ensayo de Ames con Salmonella y acti vación 
con microsomas, hasta líneas celulares de mamíferos 

(Cuadro 1), Por otra parte. se ha observado que el origen 
(espinacas, alfalfa, algas, etc.), el grado de purificación y la 

f onna de extracc iÓfl de 1 a CR...-Cu -Na juega un pape 1 imponan te 
en la antimutagenicidad de la sustancia"', 

La capacidad de inhibir o disminuir la acti vidad mutagénica de la 
clorofila y la CFL-Cu-Na, se ha detectado también paru algunos 
carcinógenos conocidos, tanto de acción directa como 
indirectaU,5G,S'$!·S'l, De ~ho, se han iniciado estudios in l'il'o, en 
donde se observó que la CFL-Cu-Na disminuye la 
hcpalOcarcmogenicidad inducida por las allatoxinas B, y B

2 
en 

sal manes jóvenesJ
'-2I, así como el desarrollo del cáncer en el colon 

de ratas por la administraciÓCl post-iniciación de la CR.-Cu-Na.57, 

En un estudio reciente hecho en humanos en cl hospital de 

Turín, se estudiaron 162 pacientes con cáncer de bazo y 104 
controles., a los cuajes se les evaluó la prcsellCia de aductos 

aromáticos en el ADN, Y se detectó u na alta frecuencia de éstos 
en los pacientes con cáncer, en compar.¡ci6n con los que no lo 

padecían, Durante el estudio se observó que al administrar 

dietas con diferentes porciones de vegetales y frutas a los 
pacientes, había una disminución en la formación de aductos, 
por lo que se sugirió que este tipo de dieta es capaz de proLeger 
contra la inducción de cáncer en el bazol.l, 

Uno de los problemas más graves de los tratamientos del 
cáncer es 10 agresivo de las quimioterapias, ya que estos 
compuestos pueden tener efectos secundarios. En algunos 
estudios realizados se ha observado que la CFL-Cu-Na 
disminuye la inducción de daño de ciertos antineoplásicos 
como la ciclofosfamida, por lo que se ha sugerido su uso en 
combinación con este agente lU

, 

Por otra parte, en diversos estudios se ha mostrado que la 
CFL-Cu-Na también liene una actividad anticlastogénica 
(Cuad ro II), ya que se ha o bservado que inhi be la inducción de 
aberraciones cromosómicas y micronúc leos, causados por sales 
metál icas inorgánicas y por nicotina, La protección es 

directamente proporcional a la concentración de la CFL-Cu­
Na, y puede variar en función de la ruta y el momento de la 
adm in iSlraci ón, observ ándose una mayor protección cuando se 

administra simultáneamente con el c1astógeno. Cabe señalar 
que para algunos claslógenos como el clordano y otros 
compues.¡os organoclorados, no se observó protección" . 

También se ha pl:mtca<lo la posibilidad de que la CA..-Cu-Na 
prOLe j a de 1 daño i nduc ido por agentes aneuploidóge nos, ya que 
en Saccharomyces cerel'isiae inhibe la actividad aneugénica 
del nocodazol"H 

Otra de las propiedades que se ha observado para la CLF-Cu­
N a es su capacidad como radioproLector, puesto que es capaz de 
proteger de algunos efectos inducidos por radiación gamma en 

DrosoplJj/a me/allogas/er, como algunas mutaciones y 
recombinaciones. yen el ratón de la inducción de intercambios 
entre cromátidas hernunas, en células de médula ósea y en 
espennatogonias (Cuadro II). 

MECANISMOS 

A partir de los resulLados obtenidos con respecto a las 
propiedadcs de la CFL-Cu-Na. se han propuesto diferentes 
mecanismos de protección, los cuales al parec,er están en 
función del agentc. de los sistemas de prueha (in I'i¡'o, jI! ¡'jlro 

() in sillt) y de la dosis. 

La clorolila. cuando es ingerida en su dieta (vegetales verdes) 
por los humanos, es transformada en feofitina, pirofeofitina y 

fcof orbida, los cuales prescn tan una Ul1i vidad antitu morígena y 
antimutágena contra compuestos como el 3-metilclorantreno, 

por lo que los derivados de la clorofila pueden jugar un papel 

importante en la prevención del cáncer_ Otros experimentos 

que apoy:m esta idt.<l fueron los realizados por SalO y cols,7S.·u. 

en donde se describen propiedades antioxidativas de la CFL-
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.. Agente Sistema de p~ba Mutágeno (efecto) Referencia 

CFL-Cu-Na S. typhimurium Benzo( a ]pyreno( +) 50 

Y otros eare inógenus( +) 

S. ryphimuriwlI/sislema microsómieo Productos de piróJisis SI 

59 de hígado de rata de aminoácido~+) 

S. typhilllurium Mezclas complejas 16 
de la dieta y ambientales(+) 

S. typh ill/u ri um A!latoxin B, (AFB ,) 17 

S. ryphilllllrillm/ensayo Mezcla de complejos 10 
de microsomas mutagén i cos( +) 

Ensayo de Salmone/la r-.lNNG. AFB, B[a, 52 
resistente a arabinosa P, 2AA (+) 

Snl monellalact i vación AFB, y 2 aminas 53 
de hígado de trucha heterocíd icas( +) 

Pruebas de mutagenieidad en 2-ami no- 3- met i 1 i m idazal 54 
5<Jllllonella [45-0- quinolina (+) 

Drosopfúla Óxido de cromo (VI) (+) 55 

Células VS9 de hámster chino Benzo(a] pirenos (+) 56 

• Tumores de colon de rala 1.2-dimeLilhidrazina y 2-arnioo- 57 
3-me t i Ii m idazol [4.5- tlqu inol i na (+) 

S. lyphilllllriwl/ 3-am ino- 1 ,4-di metí 1-5 H -pi ri do[ 4,3- 58 
(TA IS35/pSK 1(02) bJindol (+) Y mitomicina C (+) 

Fibroblastos celulares BALB/c3T3 12-0-lcLradecanoil- 58 
forbo 1- 13-acetalO 

Cloronla + S. typhilllurilw¡ 3 metilclorantreno y B[alP (+) 15.49 
CFL-Cu-Na 

Salmonellalpruebas de reversión Carcinógenos de acción 59 
de genes microsómieos directa e indirecta 

S. ryphinwriw1/ TA98 Trp-P-2(+) 60 
Y Drosophila sp 

Cuotdro l. Actividad antimul.¡Ígellil de la dorofib y la Cfl-Cu·Na (lomad.:! de Sarlar y cols.", COll modiflGlciones). 

Cu-N a, al supri mi r la peroxi dac i ón 1 i pídica en homogenados de 
hígado de rata, así como la producción de óxido nílrico en 
cultivos celulares RA W 264.7n . Estos datos sugieren que los 
derivados de la c1orofi la, los clorín-cúpncos, son Jos responsables 
de esta actividad. 

Se ha observado una mayor protección de la CFL-Cu-Na hacia 
mulágenos de acción indirecta que de au:ión directa~, y que 
en ratas se inhibe el deterioro de las funciones nUcrosómicas 
hepáticas, las cuales forman parte del sistema de metabolismo 

de drogas o de xenotoxi nas, por Jo que se piensa que la CFL-Cu-
• Na protege mediante la inhibición de la función enzimática de 1 

sistema de activación metabólicao.71I
• 

De igual manera. se ha propuesto que la clorofila y la CFL-Cu­
Na son capaces de interactuar directamente con el mut;Ígeno y 
formar complejos I ~.19 . .!U!.H. Est ud i os real izados con 

espcctrofotoffiCtría re\'elan que la CA...-Cu-Na furnIa comru~stos 
moleculares no covakntcs con amina.." hc!~nx:ídicas. con lo 
cual la CR..-Cu-Na limita la biol1abiJiuau u~ carcinóg~ntls y 
mutágenos para causar daño,.....,. 

En los estudios realizados por Arimoto y cnls.~'. observaron que 
el meta 1 de 1 CL'tllm de la CR..-Cu-Na llO juega ningún papel L'11 la 
absorción del mutágeno. En otros estudios se probó que la CR..­
Cu-N a impide la f ornlaC ión de enlaces coy alemes de los agentes 

mutágellOs con el ADN. además de que aumenta la elilllillal..'iún 
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Agente Sistema de prueba Prueba contra Referencia 
clastogenicidad (efecto) 

A. Efectos Células CHO in vivo Tiotepa (+) 4 
anticlastogénicos 

Aberraciones cromosómicas Nicotina (+) 63 
en ratón (administración oral) Cloruro de cobalto (+) 64 

Cloruro de cesio (+) 65 
Cloruro de mercurio (+) 66, 

Ó~ido de cromo (VI) (+) 67 
Clordano (-) 67 

ÓXido de cromo (VI) (-) 68 

Micronúcleos en ratón Óxido de cromo (VI) (+) 69 
(administración i.p.) 

B. Efectos Saccharomyces cerevisiae Nocodazol (+) 70 
antineuplogénicos D61.M 

C. Efectos Drosophila Radiación gamma 71 
radioprotectoces 72 

Médula ósea de ratón Radiación gamma 73 

Espermatogonias de ratón Radiación gamma 74 

ú.Qdro 11. 0Ins iK"tividitdes de protección de b. clorofilina OJpri-5ÓdiCill (lomad.;¡ de Sarbr Y coIs."", con modificaciones) . 

de los mutágenos por orina y por bilis, y disminuye la absorción 
de los mutágenos en intestino, con lo que ha propuesto que la 
CLF-Cu-Na puede también actuar corno desmutágeno e 
interceptor de moléculas in vjv~. 

Por otra parte, se ha descrito que la CFL-Cu-Na posee un allo 
grado de resonancia y deslocal izac ión de electrones; esto sugiere 
que puede ser un capturador de radicales libresi:!!. En los trabajos 
realizados por Hadnagy y Seemay~, se obtuvieron las primeras 
evidencias directas de que la CLF-Cu-Na inactiva radicales 
libres (entre ellos el oxígeno), de los cuales ya se había descrito 
su papel como posibles promotores de cáncer induciendo 
rupturas del ADN". Estas observaciones apoyan la idea de que 
uno de los mecanismos de radioprotección sea por medio de la 
captura de estos radicaIes11,IUJ.73,55$. 

En los trabajos anteriormente mencionados no se describen 
efectos LÓxicos ioo.ucidos por las CFL. 

TOXICIDAD 

En estudios realizados específicamente para determinar Jos 
posibles efectos tóxicos de las CFL, se observó que su 
admin istración por diferentes vías (oral, imraperi lOneal, 
intravenosa., intramuscular y subcutánea), durante varios días a 
conejos (1 a 2 g), a perros (100 mg) ya humanos (100 a 800 mg) 
no producía efectos tó:úcos colateral~. 

Harrison y col s.", administraron CFL en la dieta de ralaS a lo 
largo de toda su vida y en una proporción equivalente al 3% de 

su conSl!ffiO diario y no encontraron signos de toxicidad, además 

de que las tasas de crecimiento, superv i vencia y fertilidad no se 
vieron afectadas. Al realizar la necropsia a estos animales no se 
detectaron cambios patológicos, ni se encontraron efectos tóxicos 
causados por el cobre de la molécula de las CLF en el hígado, 
el riñón y el bazo. El Cuadro III resume la LDSiI (mglkg de peso 
corporal) para la CLF-Cu-Na en diferentes animaJes'l. ' 

En los tralamientos terapéuticos, en los que se ha administrado 
CLF-Cu-Na en humanos, como ha sido el caso de pacientes 
geriátricos (100 mg 2 ó 3 veces al día), a px ientes con 
pancreatitis (0.35 mg), a pacientes hipertensos (0.8 a 1.5 g), y 
a pacientes anémicos (700 rng), no se han observado efectos 
tóxicos secundarios, ni se han desencadenado reacciones 
antigénica.?.J7.1t. Otros estudios han mostrado que al administrar 
diferentes dosis de CLF-Cu-Na no se presentan efectos 
c itolóx icos 1"1"".52.59,611. H."U. 

Aunque se ha observado que la CFL-Cu-Na no presenta 
efectos clastógenos cuando es administrada en ratones a 
dosis de 0.77 a 1.5 mglkg de peso corporal"\ a dosis mayores 
de 3 mglkg de peso corporal induce aberraciones cromosómicas 
en baja frecuencia'7.n. De igual manera, Romery cols. (1992)9l, 
observaron en Salmonella. y mediante el uso de activación 
mi crosóm ica, que la admin istración de nilrosaminas, N­
nitrosonornicotina y del 4-(N -meti I-N-nitrosamina)-I­
(3piridinil}-2-bulanona con bajas concentraciones de CFL­
Cu-Na incrementa la mutagenicidad al doble; sin embargo, a 
dosis altas la reduce. Esws resultados sugieren que la, CFL-
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Agente Sistema de prueba Vía de administración LDse (mglk.g de 
peso corporal) 

CFL-Cu-Na Ratón Intravenosa >400 
Intramuscular >500 
IntraperitoneaJ >1000 

Rata Intravenosa >250 
Intramuscular >250 
In traper it o !leal >1000 

Conejo Intravenosa >200 
Intramuscular >60 
In traperi tonea 1 >500 

Gato Intraperi taneal >60 

Perro Intravenosa >200 
Intramuscular >50 
Intraperitoneal >200 

Cerdo Intravenosa >10 
Intramuscu lar >20 
Intraperi toneal >50 

Cuadro 111. LOso pM iI d iferen.tes iIn imaks CilIcuIir.diI por Word en y mis. ". 

• Cu-Na actúa de ambas formas, potenciando e inhibiendo la 
mutagenicidad 

Finalmente, si bien se ha descrito que prácticamente las CH.. no 
presentan efectos tóxicos evidentes en los organismos adultos, 
en un estudio reciente realizado en nuestro laboratorio con 
ra100eS hembras preñadas. observamos que la administración 
de CFL-Cu-Na en una dosis de 100 mglkg de peso, induce 
embriotoxiddad y embrioLetaJidad (García-Rodriguez y cols. 
en prep.). 

Como podemos observar, dada la alta incidencia de cáncer en 
el hombre, debido en parte al estilo de vida, los estudios 
encaminados a la búsqueda de mecanismos para contrarrestar 
dichos efectos han evidenciado una muy prometedora vía, 
mediante el uso de componentes de la dieta (vegetales verdes y 
frutas), para modificar la acción de compuestos genotóxicos 
ambientales peligrosos para la salud. 

La clorofila y las CFL, principalmente la CR..-Cu-Na, han 
mostrado tener un sorprendente efecto protector, con pocos o 
nulos efec tos tóxicos y colaterales, convirtiéndolas en excelentes 
elementos para las investigaciones en antimutagénesis y 
anticarcioogénesis. 

En la actualidad, los trabajosdesarroUados han ido desenlrañando 
los mecanismos de acciÓll de estas moléculas, lo cual ha 
permitido que los investigadores puedan dirigir sus esfuerzos 

" de una manera más puntual a terapias encaminadas a cOlltrolar 
y por qué no, a curar algunos tipos de cáncer, y aunque los 

avances en esta materia han sido notables, aún falta mucbo por 
investigar sobre los mecanismos de acción de la clorofila y de 
las clorofilinas. 
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Chlorophyl1in (CH L) has proven that ¡here is antimulagenic and anticarcinogenic 
aclivily in several organisms wilhout causing lethal effects, However, there is no 
inforrnation about its effecls when it is administered in geslation. In lbe presenl 
study. \Ve assessed possible effects ofCHL when it was administered to CD·1 míee 
on the 8th day af gcstatíon using lhe same doses and adminislration route used in 
ours previaus anlimutagenic and antigenotoxic studies, Fernales were exposed lo 
a single dose of CH L by i.p. injection (20. 40, 50, or 100 rng/kg b.w.). On day 18 
all darns \Vere subjected to cesare-.ln section and the feluses were examined with 
comrnon ler.ltological methods. Resul1s show that CHL-trealment induced total 
1iuer 1055 and is dose-dependent, probably due 10 eilher lhe interacLion between 
CHL and sorne general control mechanisms of embryo developrnent or by an 
impairment of maternal-felal interaclÍons. The analysis of uterine homs of the 
CHL-treared females \\~lh lOlal ¡¡\ter loss re','ealed ¡he presenGe of green rings in 
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I NTROO UCTlON 

Chlorophyllio (CHL) is a sodium-copper chlorophy!l salt with a fiat porphyrin 
ring and a metal atom in the eenter, with sodium or potassium atoms replacing the 
phyty! ester groups [1]: it exhibits antimutageoic activity agaiost a variety of 
eovironmental and dietary eomplex mixtures [2]. Several authors have demoostrdted 
the antimutageoie and anticarcinogeoic effeets of CHL io !ive organisms as miee 
using do~s of 50 to 200 mg/kg, \vithout causiog toxie effects [1,3-81- A eomparative 
study showed that CHL is a more effective aotimutagen thao retioo!, fl-carotene, aod 
vitamio e and E against eertain dietaf)f aod eovironmeotal complex mixtures in the 
Ames Salmooella mlerosorne assay [2]. Evidenee of de!ayed MN-PCE appearaoce 
after gamma rél)' e"-posure ca u sed by CHL \-vas observed; this was explained 00 the 
basis of ao elTect 00 the progress of celJ division, since a lélle slight reductioo 00 PCE 
\V3S also observed [9]. 

According to previous st udies, the probable an Lim u I agen ie mecha ni sms of CHL 
a re free rdd ica 1 sea venging [10, 11], s uppressio n of me La bolic activa tioo [12-14], a nd 
formatioo of complexes with promutageos or reactive moieties [14,15]. Sorne of these 
protective mechanisms imply important metabolic e ffect s that eould not be 
deleterious for adults, eveo by a treatment wilh relativc!y high doses of CHL. 
Previous results obtained io our laboratory show that wheo CHL was administered 
io a single i.p. dose of 100 rng/kg, it had a protective efIect agaiost geootoxic damage 
indueed by metals such as cr0 3 [8] aod iooiziog ntdiatiotl sueh as gamma rays, 
without toxicit)' io the trcated aoimals, io both bone malTOW aod spermatogooial 
eells [4,161-

In our ¡aborator)', we \vere interested in evaluating the aotigenotoxic and 
a o tim u tagenie etT ect of CHL in the gesta tioo periad i o both dams aod their progeoy_ 
For this reason, the study was perforrned to evaluate the effects of CHL on murioe 
embryo development admioistered on day 8 of gestation with the same doses aod 
administratioo route used in our previous aotigenotoxic studies io mice in vivo. 

MATERIALS ANO METHOOS 

Sexual! y ma tu re (28-35 g) vi rgin f emale CD-I miee (from o Uf owo st ock) were 
housed io plastic cages, fed with Har1ao Teklad Laboratory Rodent Chow aod water 
ad libitum, aod kept in 12-h light-darkoess cyc1es. Ever)' male was mated with two 
females aod successful copulatioo was considered when a eopulation plug was fouod 
(day O of gestation). Plug-positive females were weighed aod raodoroly assigned to 
lrealment groups. 00 day 8 of pregnaney. 20, 40, 50, or 1 DO rng,ikg b. w. 
ChlorophyIlin (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) was i.p. iojected to groups of 
20 females. The cootrol group of pregnaot fernales rece! ved ao eq uivaleot volume of 
vehicle. 

The genera 1 beha vi or of the dams was o bserved evcr)' da y, and t he bod y wei gh t 
was mcasured 00 days O, 8, 10, 12, and 18 of gestatioo. 00 day 18, aH females were 
sacrificed by cervical dislocation; the uterus was opeoed, and the oumber of 
implants, the resorptioo sites, and the live 01" dead fetuses were recorded. Uve fetuses 
were removed from the uterus, blotted dry, weighed, examioed fm external 
malformatioos, and sexed under a dissecting microscope. Two thirds of the fetuses 
from eaeh Jitter were fixed in 70% ethanol, c1eared, and staioed wilh alizarin red S 



Embf)'olethalif)' of Chloropb)'lIin 463 

[17] and examincd for skeletal defects under a dlssccting micfO:>Copc; the rcmaining: 
fetuses \\ere fixed in Bouin's solution COl' future vi:>ccntl examination [1 S], F or thc 
ske!etal alterations, we cOllsidered da m<lged ribs (extra ribs, short and rudimentary 
ri bs, ri bs l' u sed w i t h vertebral a rch , fu sed ri bs o r bi fmca ted ri bs), da maged 
slemebrae (asymmetrical, asymmetrically shaped, displaced or rudimentary, 
bifurcated, f used, or clc<lved), and vertebral column altcrations (vertebral bodies 
displaced, f used, rudimental)' or scoJiosis). 

Finally, groups of pregnanl (day 8) and non-prcgnant Jemales were trea red with 
a single i,p. injection o[ 100 mgikg b,w. of CHL. In c<leh group, 4 animals v.'ere 
sacrificed by cervical dislocation on days 9, 11, 13. 15. or 18 a[ter Ireatment. A group 
of pregnan t females \vas treated \\1th the vchicle alonc, 1 n a11 cases. the uterinc horns 
were dissected. and the number of implants. resorptions, and ¡ive or de<ld fetuses 
\'I'ere counted, 

Statistical Analysis 

The unit of comp<lrison was lhe pregnant fcmaJe or the litter. Results were 
anal}'Zed by one-y,'ay variance analysis (ANOVA) ami Dunnett's test. The incidence oC 
fetal anoffi<llics among litters was eompared by mcans 01' a two-tailed Fisher exact 
probability test for paif\vise eornparison of groups. Significantx was sel al the 0,05 
probabilitY'lcveL AH tests were carried out using the statistícal package SPSS/PC VIO""'. 

RESULTS 

The general appearance and bchavior 01' the animals exposed to CHL \'iCrC 
similar ro that of the control animals, There were no cases 01' mortality in either 
group. CHL given i.p, induced a dose-dependenl htter loss and caused a significant 
increase in the number o[ early embryo resorptions (Tablc [). Complete resorption 
occurred in al! dams receiving the highest dose, Figure I shows thal in sorne pregnanl 
females treated with CHL there W<lS a body weight loss over the two days after 
treatrncnt, between days 8 and 10, within Ihe 40,50, and IOOmg ..... kg dose groups. In 

T ABLE l. Reproducth"e Perfonnance of CHL-Treated CD-l F emale Mice 

Do"" (mg:lg b.\\.) 

o 20 40 50 100 

ExaminiXI dams 18 18 15 19 IS 
li lt~rs wi!h la le resorp 1 io [l5 (%) 7.18 9.18 6'15 2;19 1 18 

(38.91 (50) (4O) (10.5) (55) 

l¡llers w·¡th early reS-(4"ptiuns (%) 0.18 1.-'18 4.'15 14 .... 19* 17 IS' 
(O) (5.5) eL)) (73.7) (944) 

liw lel uses"" tu tal impla n Is ~ 17.:237 178/208 114,-180* ~/lJ9* O .. ~~9· 

[)cad [el uses/I otal impla nls 8.'237 2/208 4 1 &lJ 1.'239* 0/229' 
No. of early resorptions/t Ola] implan ts 0/237 9/!OS* 51.1:-\0* 1 R~i~39· 22{}:~29* 

No. of la le resorpl i0IJ5:101.;J 1 im pla n 15 12.:237 19iW8 II.·I~O 2 .... ~)Y 9.'229 

Felal bo<ly weighl (g) (mean:::: S.E.M) 1.40 ::::002 ]4Ü±OO2 14Ü±OO2 l.41J ± 0.03 
Sex finio {';:. 2/ ¿ ¿) 093.107 1.07/093 0.95.' 1.05 {¡9SI.05 

*signi1i":;'-Wlly different from !he conlrol group (p< n.OS). 
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Fig. J. Mean body weighlS of pregna ni CD-I females expooed lo a di lT~renl CHL doses on da)' 8 of 
gestation (while simbols: jemales ",ir.h lillers, black symbols: lemales wilhout litt~rs). 

all cases in which pregnant females had litters. a similar weight in such controls was 
observed. 

The analysis of uterine horns of the CHL-treated females revealed the presence 
of wcen rings in the uterus, which presumably corresponded to early resorptions; this 
indicates the presence of fetal implantatíon sites because the rÍTIgs were similar in 
number and disposition lo those of fetuses in the control females (Fig. 2). 

The pregnant females treated with IOOmg/kgib.w. of CHL on day 8, and 
sacrificed on day 9 and every two days until day 18 showed that on day 9 the yolk 
sacs were hemolytic, embryo death had occurred, and the resorption proce&S had 
begun (Fig. 2A). When the products were analyzed on the follO\ving days, the 
resorption process was dearly observed (Fig. 2B) in comparison with the control 
uterus (Fig. 2e). The embryonic ti&sue was not recognizable in tbe uterus of females 
sacrificed on da ys 15, I 7, and 18 of pregnancy, and the grC(!f1 rings along the uterus 
dearly corresponded to implantation sites (Fig. 2D). No green rings were observed in 
the uterus of non-pregnant CHL-treated femaJes (Fig. lE). 

Fi gure 3 shows the in verse rela tio nshi p between t he n um ber of Ji ve im plan ts and 
the frequency of green rings in the uterus of CHL-treated females: however, the 

Fig. 2. EffecLs of CHL 00 embryo and fetal developmenL Uterine homs of 8th day CHL­
treated femaJes shov,'iog: (A) embryo death, hemolytic yoJk sacs, aod initialiog resorplions on 
day 9, (8) exposed with resorptioos, yreen r¡¡lgs larrows), on day JI, (D) total of resorptions 
and the presence of green rings (arrows). E: Uterine horns of CHL-treated non-pregnant 
femaJes on day 18. C: Ulenne horns of control pregnanL females on day 11. 
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Fig. J. Correlation belween ¡he number of implanls and ¡he preseDOe of qrcen nngs in lhe pregnanl CHL­
lrealed jemales. Data are expreo.sed as mean ±S.E.M. * P<O.OS. as compared lo lhe control group. 

addition of implants and green rings shO\\-'ed no significant differences between 
treated and control groups. 

Pregnant CHL-treated mire with live litters revealed a similar mean fetal weight 
and litter sex ratio to Ihat of control groups (Table 1). 

Tables 11, IIL and IV show ¡he incidence o[ external and bone alterations in the 
retuses of CHL-treated females. The frequency of malformations showed no 
significant increase in the frequency of cleft lip, cleft palate, excencephaly, and 
polydactyly. However, the frequency of dolicocepha1y \\-'as statistically significant 
only at the 40 mg/kg dose (Table 11). 

No statistically significant differences were obser-.'ed in the frequency of 
ossification points in the anterior and posterior limbs as well as in the sternebrae 
(Tab1c lIT), and the frequcncy of skeletal variations in the fetuses of females treated 
wi th 20 mg./kg CHL was no t di ITeren t to Ihat of the contro ls. H owever, the f req uenc)' 
of fetuses with minar damaged ribs was observed in the 40 rng/kg group and the 
fetuses with medium and highly damaged ribs and vertebral column a!terations 
¡ncreased significantl)' in the group treated with 50 mg/kg of CHL (Table IV). Thesc 
efTects were not dose dependent in any case. 

DlSCUSSION 

Many studies have atternpted to assess tbe hypothesis tha! CHL might reduce 
cancel' rates. Although not yet proven, this hypothesis has generated a great deal of 
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T ABLE H. Incidffice of External AoornaJies Observed in CHL-Exposed Mouse Fetuses 

Dose (mg/kg b.w.l 

O 20 40 50 

M a Iformed Ii lters.e.~am incd li l tel'S (%) .::!/I~ 1/17 2/11 li5 
(11) (6) (18) (20) 

1'\' 0. of mJ Ifonned fel uses/lOI al ex amined (%) 2/225 1/180 4¡118 2i55 
(0.88) (0.55) (3.39) (3.641 

External defecls [llO. of malformed leluses.'¡olal examined %] 
Cldl lir ~nd elefl p;:llale 0/225 0,.'180 0/118 li55 

(O) (O) (O) (1.81) 

Exencepha ly a nd open eyes 0/225 O/ISO 0/118 l/55 
(O) (O) (O) (1.81 ) 

Dolicocepha h' 0/225 0/180 ~ill tí" 0.'55 
(O) (O) (2.54) (O) 

Polydaclyl)' 0/225 O.: 180 1/118 Oi55 
(O) (O) (0.84) (O) 

Hind limb hypoplasia 0/225 0/180 1/118 O/55 
(O) (O) (0.84) (O) 

Open eyes 2/225 0.,180 0/118 0:'55 
ro.8<J ) (0.55) (O) (O) 

*significantly di¡Terenl from ¡he conlrol group (P< 0.05). Three cases in lhe same liller . 

TABLE Ill. Incidence of OssificatioD Points Preseot in Fetuses of CHL-Treated Mire 
(Meaa ± S. E.M.) 

Dos.e (rng¡'kg b.w.) 

(J 20 40 50 

No. 01' fclu= cxamined 14D 120 69 36 

Ossific¡¡ ti 011 poin lS presen I in: 

Fordimhs (pillllanges) 16.J±0.09 15.1±0.19 162±OII 162±O.12 
Hindlimbs (metatarsals) 17.3±O.14 165±0.14 176±O15 16.7 ± 0.27* 
Slemebrae 6.0±0.02 6.0±0.01 6.0±O.O2 6.1 ±O 04 

"Significantly dirrererll from the control group (P<0.05). 

work "",ilh respect to the possible role of CHL as either an anticarcinogenic or 
antimutageruc compound. In general, CHL has been regarded as non-toxic, non­
mutagenic, non-genotoxic, and non-clastogeruc in vivo and in vitro systems 
[1,2,8,10]. 

Thc results of our study using the same antigenotoxic doses of CHL, 
administeroo i.p. 00 day 8 of gestation reveal that the compound induces 
embr)'olethality in a dose-dependent manner as well as sorne skeletal variations. 
These d<l ta seem to i ndic<l te the existe nce of d ifferential sensi ti vi ty, beca u se CH L was 
non-toxic for aJu]t animals [3-8]. but it was toxic for aninlals in intrauterine 
development. 

One of the most outstanding findings was the presence of qreen rings on the 
uterus of CHL-treated females. Results obtained in the present study (Figs. 2 and 3) 
suggest that these rings are rclaled to CHL-induced embryo death and cad)' 
I'csorption (Fig. 2). 
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T ABLE IV. Incitlence of Skeletal VariatioltS in Fetuses of CHL-Treated Mice 

DO><: (rng:kg b.w.) 

o 20 

No. of fetuscs examinoo 146 120 

Rib damage [no. of dilmaged retusesitolaJ aarnined %] 
Lo,," damage" 0/146 ~.l~O 

High darnage' 

(O) (1.7) 

0;'146 
(O) 

0,'146 
(O) 

0/120 
(O) 

o/no 
(O) 

Stcmebrae damage [no. 01' damagoo fetuses/lotal eumined %l 
Low da rnaged 10/146 t 6/120 

(6.85) (133) 
Medium damage< 20/146 21/120 

High damage L 

Spine damage 

"1-2 damag.od ri bs-
hJ-8 damaged ribs. 
"<;-26 damaged rihs. 
Údamaged slemebrae. 

<2-3 damaged slemebrae. 
f4-6 damaged slernebrae. 

( 1.>7) 
1/146 

(~.7) 

5/146 
(3.42) 

( 17.52) 
0,'120 

(01 
2,' 120 
(1.67) 

"Significantly diITerent [rom lhe control group (P< 0.05). 

40 

69 

5.'79~ 

(6.3) 
1'79 
{!.JI 

2.·79 
(2.5) 

679 
(7.6) 
1·.,79 
(17.7) 
2.,79 

(25) 
7.'79 

(8.9) 

50 

36 

0/36 
(O) 

2/36* 
(5.5) 
4/36* 
(1 1. 1) 

li36 
(2.8) 

4/36 
(JI 1) 
2/:'6 
(Li) 

9/36* 
(24.91 

Similar results have been reported in studies using other substances such as 
trypan blue, which also induced embryo death and len bluc colored rings al 
implantation sites [19,20). These colored rings may be related to tbe presence of 
cndometri<tl glands [ound al implantation sites only in rodents. Unlike humans and 
other marnmalians. the mouse yolk sac is sUITounded by lhe endometrium, which 
forms a ring, and there is substance interch<tnge bet\veen the yolk sac and the uterus. 
These gland s are i ndicators of previo liS resorptions (endomet rial gland scars); they 
are round on the external surface along the uterus (on ¡he endometrial margin) and 
grow at implantation sites, persisting regardless of embryo or fetal surviv<ll [20--22}. 
On the other hand, the presence of green rings CCln be reJated to the interaction of 
CHL \vith the endometrial glands, índicating the implantatíon sites in <t manner simi­
lar to those observed witb trypan blue. Our results suggest ¡hat embryo death m<ty be 
due lo either lhe interaction between CHL and sorne general control mech<tnisms of 
embryo development, or to the blocking of sorne embryo-matemal interactions at 
the endometriaJ gland leveJ; this possible interaction. however, needs lo be cvaluated. 

There are no data avail<t ble in the scientific literal ure regarding the effects of 
CHL on embryo development or maternal interactions. Khera [23,24] described that 
the administration of an exogenous chemicaJ to pregnant animals may exceed the 
detoxificalion and elimination C<tp<t bility of the mother. altering certain physiological 
proces.ses and thus may modify the normal development of the offspring, even 
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causing death. However, Ch<lhoud et al. [25] demonstrated ¡hal development<ll 
effects are not always associ<lted with maternal toxicity. 

Dolicoceph<llia has been described as an indicatar of the direct action of 
teratogenic agents on tbe central nervous system [26]; in our experiments, al! fetuses 
with this malformation occurred in ooly one litter (40 mg/kg CHL). Although our 
results do not suggest that the occurrence of tbis anomal)' was associated with CHL 
tfea tment, the ma tter req uires fu rther stud y-

Although experimental teratology protocols h<lve been well established, in our 
stud)' we were interested in eV<lluating the toxic eITecl of a single high dose of CHL 
useJ in our previous studies [4, 8, 9, 16]. Although the choice of a roule of 
administration should consider ¡he expecled route of human exposure, we use ¡he 
i.p. as the route of administratíon because \ve know that in antimutagenic 
experiments, the degree of protection varied with the toxicant and ¡he mode ol' 
administration of CHL, and oral administration subjects the test substance to 
limitations of absorption and metabolism that are similar but not necessarily 
identic<ll lo those hurnans [27]. On ¡he otber hand, we chose gestational day 8 as the 
treatment da)' based two facts: that the period of organogenesis begins on tbat da)' 
and thal it has been found tha t the administration of a single dose on d<lys 8 or 9 
induces alterations on ossification of [he p<lrietal, occipital, xiphoid. and meta t<lfS<l1 
phalanges [28~ 31]. 

Bone anomalies are good indica tors of embryo and fetal developmenta 1 damage 
in both rats and mice. Such anomalies are sensitive indicalors 1:x:cause they can be 
detected in fe tu ses wi thou t ex ternal macroscopic ma If o rm a tions [32,331- The 
induction of ske\etal anomalies was higher than that of external anomalies, wruch 
was also unrelated to CHL treatment. 

When the pregnant females were treated with 40 and 50 rog¡'kg of CHL, fel uses 
with m<l!formed ribs were observed. Spinal alterations (fused or deviated vertebrae, 
or "S" shaped spíne) were found only among the fetuses of mice treated with 
50 mg,ikg CHL. These results suggest that such <llterations may be associated v.'¡th 
em bryotoxici ty [28,34,35]_ 

Because the frequency of both external and intemal alterations reported here 
was low and unrelated lo CHL administratíon, we suggest that they .",'ere C'.J.used by 
embryotoxicity probably induced by the interaction between the CHL and ¡he yolk 
sac, although the spontaneous occurrence of sorne of these malfonnations has been 
reported in mice, particularly in the CD-I strain [36-38]. 

Although CHL was given in a single dose on day 8 i.p., the results in trus stud)' 
indicate that CHL is associated with significant embryo lethality in a dose-dependent 
manner. All of the supposed developmental eITects of CHL are only observed al 

doses tbal are possibly associated with signifiGlDt treaLment-induced maternal 
toxicity. Therefore, further research should be done to evaluate the eITects of 
administering CHL for various gest<ltional days through the oral route. 
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